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Estructura de la tesis
Esta tesis se divide en dos capitulos como se describen a continuacion:

Capitulo 1: Describe brevemente la problematica del uso de productos quimicos
como el unico método de control para distintas plagas asi mismo se
da importancia al uso extractos botanicos y la problematica de

Spodoptera frugiperda y Aedes aegypti.

Capitulo 2: Se proporciona una revision de literatura sobre Spodoptera
frugiperda y Aedes aegypti, ademas de las familias y especies de
plantas que tienen potencial insecticida, asi como las moléculas de
metabolitos secundarios que se han obtenido de los extractos antes

mencionados.

Capitulo 3: Se evalula in vitro la toxicidad de seis extractos metandlicos contra
larvas de Spodoptera frugiperda y Aedes aegypti donde ademas se
obtienen las familias quimicas de los compuestos provenientes de
los extractos vegetales que son las posibles causantes del efecto

insecticida y antialimentario
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RESUMEN GENERAL

TOXICIDAD DE EXTRACTOS BOTANICOS COMO METODO DE CONTROL
PARA Spodoptera frugiperda (Smith) Y Aedes aegypti L.?

Spodoptera frugiperda y Aedes aegypti son considerados organismos plaga en
la agricultura y en la salud humana respectivamente, por lo tanto, actualmente se
estan realizando investigaciones sobre métodos de control que sean
potencialmente menos dafinos para el ambiente, que no se vean afectados los
organismos benéficos, que sean métodos compatibles y aprovechables dentro
de un manejo integrado de plagas y que ademas sea costeable y accesible para
el productor, por ello, el uso de extractos vegetales resulta ser una buena opcion
para el manejo de organismos plaga debido a que se pueden utilizar plantas con
potencial plaguicida que resulten malezas para el productor y asi darle otro uso
sin afectar la biodisponibilidad de estas. Por lo tanto, el objetivo de la presente
investigacion fue evaluar la toxicidad de seis extractos vegetales con potencial
insecticida para el manejo de Spodoptera frugiperda y Aedes aegypti. Los
resultados demostraron que el extracto metandlico de Cuscuta campestris fue el
extracto que present6 un mayor rendimiento de extraccion, ademas, los extractos
de Parthenium hysterophorus y Cuscuta campestris presentaron actividad anti-
alimentaria sobre Spodoptera frugiperda, debido a la presencia de terpenos y
alcaloides, ademas de compuestos fendlicos respectivamente, por otro lado,
Leonotis nepetifolia y Cuscuta campestris que presentaron compuestos fendlicos,
demostraron actividad insecticida sobre larvas de tercer instar de Aedes aegypti,
consecuentemente, estos extractos fueron considerados como promisorios
candidatos para el control de larvas de mosquito y gusano cogollero en

condiciones de laboratorio.

Palabras clave: Spodoptera frugiperda, Aedes aegypti, extractos vegetales,

metabolitos secundarios, insecticida, anti-alimentario.

1Tesis de Maestria en Ciencias, Proteccion Vegetal, Universidad Autonoma Chapingo.
Autor: Carlos Celio Lépez
Director de Tesis: Samuel Ramirez Alarcén
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GENERAL ABSTRACT

BOTANICAL EXTRACTS TOXICITY AS A CONTROL METHOD FOR
Spodoptera frugiperda (Smith) AND Aedes aegypti L. ?

Spodoptera frugiperda and Aedes aegypti are considered pest organisms in
agriculture and in human health respectively. Research is currently being carried
out on control methods that are potentially less harmful to the environment, that
do not affect beneficial organisms, that are compatible and usable methods within
an integrated pest management and that is also affordable and accessible for the
producer. The use of plant extracts turns out to be a good option for the
management of pest organisms because plants with pesticide potential, which are
weeds for the producer, can be used and so have another use without affecting
their bioavailability. Therefore, the objective of this research was to evaluate the
toxicity of six plant extracts with insecticidal potential for the management of
Spodoptera frugiperda and Aedes aegypti. The results showed that the
methanolic extract of Cuscuta campestris was the extract that presented the
highest performance, in addition, the extracts of Parthenium hysterophorus and
Cuscuta campestris presented anti-food-borne activity on Spodoptera frugiperda,
due to the presence of terpenes and alkaloids, also phenolic compounds
respectively. On the other hand, Leonotis nepetifolia and Cuscuta campestris that
presented phenolic compounds, demonstrated insecticidal activity on third instar
larvae of Aedes aegypti, consequently, these extracts were considered as
promising candidates for the control of mosquito larvae and fall armyworm in

laboratory conditions.

Key words: Spodoptera frugiperda, Aedes aegypti, plant extracts, secondary

metabolites, insecticide, anti-food-borne.

2Master of Science Thesis, Plant Protection, Universidad Auténoma Chapingo.
Author: Carlos Celio Lépez
Thesis Director: Samuel Ramirez Alarcon
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Capitulo 1: INTRODUCCION GENERAL

1.1 Fundamentos y planteamiento de la tesis

En la actualidad en la agricultura se ha considerado que las practicas que
involucra el uso de plaguicidas pueden llegar a ser perjudiciales para el ambiente
(Badii & Landeros, 2007). Por otro lado, existen problemas fitosanitarios que se
presentan en todos los cultivos que pueden llegar generar perdidas de entre 80%
hasta el 100% del total del cultivo a pesar del alto uso de plaguicidas quimicos
(Chirinos et al., 2020) los cuales algunos perjudican y limitan a la flora y fauna
benéfica, la salud humana, la inocuidad de los alimentos, etc. , generando un
aumento en los costos de produccion (Leng et al. 2011) ademas, el
desconocimiento por parte del personal que labora en campos agricolas e
invernaderos con respecto el uso indiscriminado de productos quimicos y
articulos que prometen ser provenientes de un origen sustentable y “natural”
donde la obtencién de estos productos y la forma de aplicacion pueden resultar
perjudiciales para el mismo cultivo y para el ambiente de manera que suelo, aire
y agua se vean afectados (De Freitas et al., 2020), debido a esto hoy en dia se
han desarrollado herramientas para el control de plagas que han coadyuvado al
uso de plaguicidas de origen quimico y el uso de estos se reduzca
considerablemente tales como el uso de microorganismos entomopatdégenos y
productos a base de extractos botanicos que en diferentes casos documentados
han llegado a mantener el nivel de dafio de las plagas por debajo del umbral
econdmico (Zepeda-Jazo, 2018; Rodriguez et al., 2014).

El manejo integrado de plagas puede ser definido como el conjunto de tacticas y
estrategias de manera conjunta y coordinada que logran mantener por debajo del
limite las poblaciones de organismos considerados como plaga y mantiene por
debajo del umbral econémico de dafio a las enfermedades causadas por hongos,
bacterias y virus (Vivas-Carmona, 2017), dentro de los objetivos de este

programa se pueden incluir técnicas alternativas como el uso de extractos



botanicos con los cuales se espera minimizar los efectos negativos en el
ambiente y la salud humana en comparacion a productos de origen sintético y
suele ser un método viable para ser utilizado en conjunto con otros tipos de
control (quimico, bioldgico, cultural, legal, genético, etoldgico, etc.) descritos en
el manejo integrado de plagas (Ceccon, 2008), hasta ahora se ha observado que
el uso combinado entre quimico y bio plaguicida resulta factible para el uso dentro
de un correcto plan de manejo de plagas y en la practica sistemas de reduccién
de riesgos de contaminacion ademas de la alta demanda de estos productos en
el mercado (Cantrell et al.,, 2012) . La investigacion de estas alternativas, ha
conllevado a una exhaustiva busqueda de componentes de una gran variedad de
plantas con posible uso en el manejo de problemas fitosanitarios, adquiriendo
importancia como auxiliares y/o alternativas al uso de plaguicidas sintéticos y con
un menor impacto en el ambiente (Dietz et al.,1991). Asimismo, estos productos
derivados de plantas han demostrado ser eficaces, de menor costo, menos
dafiinos para el ambiente, ademas de una reduccion en el riesgo de
contaminacion para la salud humana en comparacién con sus equivalentes
sintéticos (Leng et al., 2011). Las plantas sintetizan diversas sustancias mediante
rutas metabolicas alternas a alcaloides, saponinas, taninos y terpenos conocidos
como metabolitos secundarios, los cuales se ha evidenciado presentan actividad
plaguicida afectando a las poblaciones de insectos, disminuyendo Ia
supervivencia, modificando el desarrollo y la tasa de reproduccién (Jannet et al.,
2001; Carlini & Grossi, 2002).

En los sistemas agricolas mexicanos se ha observado que distintos cultivos
llegan a ser afectados por diversas plagas alcanzando altos niveles de dafio, en
los que destaca el gusano cogollero Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) considerada la principal plaga del cultivo de maiz, y que
actualmente causa estragos importantes en diferentes regiones agricolas de
Africa y Asia, en donde la principal medida de control es el quimico (Gonzélez-
Maldonado et al., 2015). Por otra parte, a nivel mundial uno de los principales
problemas en salud publica es el causado por la enfermedad conocida como

dengue, ocasionada por un arbovirus transmitido por Aedes aegypti L. (Diptera.
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Culicidae), insecto que se combate principalmente con el uso de insecticidas
guimicos donde destacan los piretroides y organofosforados, los cuales han
generado resistencia en diversas poblaciones en el mundo incluido México

debido a su constante uso (Mufioz et al., 2006).

Bajo este escenario es urgente desarrollar alternativas de menor impacto
ambiental y que no se vea comprometida la salud humana que contribuyan al
manejo de estos problemas, por lo que, el objetivo principal de esta investigacion
es la busqueda de alternativas a partir de extractos botanicos que puedan

coadyuvar en el control de S. frugiperda y A. aegypti.



1.2 Justificacion

Hoy en dia, hay dos problemas importantes en México que requieren una alta
demanda de insecticidas sintéticos, son el gusano cogollero Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) y el mosquito Aedes aegypti L.
(Diptera: Culicidae), insectos de importancia en la agricultura y salud publica
respectivamente. El uso de insecticidas en el combate de estas plagas se centra
en grupos quimicos de amplio espectro donde destacan los organofosforados y
piretroides, que tienen un efecto adverso sobre insectos no blanco y la salud
humana. Ademas de que el uso constante de estas sustancias ha conducido al

desarrollo de resistencia, disminuyendo la eficacia de estos compuestos.

Una alternativa a esta situacion, son los insecticidas de origen vegetal los cuales
su uso haido en incremento en los Ultimos afios. Sin embargo, no se ha estudiado
el potencial de muchas plantas silvestres que pudiesen ser una alternativa en el

combate de estos problemas anteriormente mencionados.

Por lo cual, existe la necesidad de evaluar la actividad bioldgica de extractos de
origen vegetal, que pueden servir como opciones en el manejo integrado de S.
frugiperda y A. aegypti, y a su vez representen alternativas amigables con el

ambiente.



1.3 Hipoétesis

Debido a los antecedentes plaguicidas de los géneros de las plantas Ricinus
communis, Leonotis nepetifolia, Cuscuta campestris, Parthenium hysterophorus,
Cosmos bipinnatus y Mentha spicata es probable que al menos un extracto de
estas funcione para el control in vitro de larvas Spodoptera frugiperda (J. E.

Smith) y Aedes aegypti L.



1.4 Objetivo general

Evaluar el efecto de seis extractos botanicos obtenidos mediante el método de

extraccion metandlica de reflujo para el manejo de larvas de Spodoptera

frugiperda (J. E. Smith) y Aedes aegypti L.

1.5 Objetivos especificos

Obtener extractos botanicos de seis plantas (Ricinus communis, Leonotis
nepetifolia, Cuscuta campestris, Parthenium hysterophorus, Cosmos
bipinnatus y Mentha spicata) con potencial insecticida mediante el método
de extraccion metandlica de reflujo y explorar el extracto con mejor

rendimiento de extraccion.

Evaluar la efectividad de los extractos mediante la tasa de mortalidad y
reduccion de peso y definir los extractos con mayor efectividad mediante

aplicaciones experimentales.

Explorar los diferentes fitoquimicos de los extractos con mayor efectividad
a través de extracciones con distintos disolventes que permitiran la

obtencion de diferentes polaridades quimicas.
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Capitulo 2: REVISION DE LITERATURA

2.1 Gusano cogollero Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)

Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) fue descrito por primera vez por
J. E. Smith en el afio de 1852. Este insecto se ha encontrado en diversos cultivos
como frijol, cebolla, alfalfa, tomate, pepino, entre otros, sin embargo, esta
relacionado con el cultivo de maiz en México donde se considera como la
principal plaga (Del Rincon et al., 2006). Debido al impacto en el rendimiento que
puede ocasionar el control quimico es la tactica frecuentemente utilizada creando
el escenario adecuado para el desarrollo de resistencia a insecticidas (Gonzalez-
Maldonado et al., 2015).

2.1.1 Taxonomia

Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Lepidoptera
Familia: Noctuidae
Género: Spodoptera

Especie: Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)

2.1.2 Morfologia
2.1.2.1 Huevo

El huevo tiene una forma de cupula con una base aplanada con
aproximadamente 0.35 mm de altura, de un color variable dependiendo su estado
de desarrollo, desde blanquecino, verdoso o grisaceo. Se le pueden observar
costas radiales dentadas (Lagunes et al., 1985).



2.1.2.2 Larva

Las larvas de primer instar alcanza un maximo de 3.3 mm teniendo una cabeza
de color negro, su cuerpo es de color blanquecino transparente que al momento
de la ingesta se suele ver de un color verdoso. La larva de segundo instar es
similar al instar anterior, pero con una longitud maxima de 4.5 mm y se suele
observar su cabeza y escudo prefrontal de color oscuro. La larva de tercer instar
tiene una longitud maxima de 8.5 mm el cuerpo se observa con tubérculos de
color negro de distintos tamafos y de los cuales se puede observar emerger
setas (Velasquez-Velez, 2011). El cuarto instar larval tiene un tamafio maximo
de 13 mm, tiene una cabeza de color oscuro, un color verdoso en el cuerpo con
patas toracicas amarillentas. El quinto instar larval presenta un tamafio maximo

de 20 mm con cabeza oscura y con un reticulado claro (Villa et al., 2004).

2.1.2.3 Pupa

La pupa mide aproximadamente 14 a 15 mm de longitud, de un color rojizo, en la
parte caudal se pueden observar dos espinas agudas de un color oscuro, la parte
apical se muestra de color claro. Suele presentar movimiento casi nulo
(Gonzalez-Maldonado et al., 2015).

2.1.2.4 Adulto

El adulto es de un color grisaceo, y presenta una expansion alar de 32 a 40 mm.
Presentan dimorfismo sexual; en machos, las alas anteriores suelen tener un
grisdceo con manchas negras y blancas y una macula en el apice, las alas
posteriores son uniformemente blanquecinas. Las hembras presentan alas
anteriores de un color grishiceo mas oscuro a comparacion con los machos, sin

bandas o manchas claras (Del Rincon et al., 2006).

2.1.3 Ciclo de vida

Las hembras colocan sus huevos tanto en el envés como en el haz, estos huevos
son colocados en grupos de 50 a 200 huevos aproximadamente, los cuales son

cubiertos por sustancias bucales y escamas del cuerpo. Los huevos pueden
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eclosionar de 3 a 5 dias dependiendo de la temperatura (Lagunes et al., 1985).
Estas larvas llegan a pasar por 5-6 estadios larvales, la larva va aumentando de
tamafo hasta llegar a medir hasta 30 mm de longitud (Villa et al., 2004). El
periodo larvario suele durar entre 14 y 22 dias, posteriormente, pasan a estado
de pupa, en el cual necesitan enterrarse en el suelo donde formaran una camara
pupal y permaneceran ahi alrededor de 7 a 13 dias. Posteriormente, emerge el
adulto, que tiene un promedio de vida de 10 a 12 dias. En este periodo la hembra
puede llegar a poner alrededor de 1000 huevos (Vivas, 2003).

2.1.4 Daios

Cuando el suministro alimenticio es escaso, el gusano cogollero es capaz de
desplazarse grandes distancias debido a la necesidad de alimento llegando a
formar poblaciones grandes, lo cual, convierte a esta plaga en extremadamente
peligrosa, describiéndose como una plaga potencial en el continente americano.
Los ataques que se producen suelen ser rapidos y lamentablemente se llegan a
detectar una vez que el dafo es irreparable (Murcia et al., 2003). Las grandes
pérdidas que ocasiona el gusano cogollero se deben a su facil adaptacion a
distintos medios y condiciones climaticas, lo cual, ha provocado que tenga una
amplia distribucion (Pogue, 2002).

Para el caso del maiz, las larvas pueden actuar de dos maneras diferentes, puede
actuar como cogollero: ataca de manera vertical en el cogollo, donde
permanecen ahi causando perforaciones en las hojas que son caracteristicas de
este insecto, causando crecimiento anormal de la planta e incluso la muerte de
esta. Otra forma, es actuando como trozador, ya que llega a cortar las hojas

recién germinadas (Jaramillo et al., 1998).

Existen diferencias en el nivel de dafio que se puede ocasionar a la planta, desde
dafio un bajo, hasta la destruccion total, esto depende de distintos factores como
las condiciones climéticas de la zona, el manejo del cultivo y la existencia de

organismos benéficos en el lugar (Velasquez-Velez, 2011).
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2.1.5 Métodos de Control
2.1.5.1 Control cultural

En este tipo de control se suelen incluir técnicas destinadas al manejo del cultivo,
tales técnicas pueden ser el cambio de fechas de siembra, de modo que no
coincida con el pico més alto de presencia del gusano cogollero, del mismo modo
se debe preparar la tierra para eliminar cualquier posible pupa que se encuentre
en el suelo. Asi mismo, se deben eliminar los hospederos alternos que se

encuentren en el cultivo y alrededor de este (Arreola, 2008).

2.1.5.2 Control Biolégico

Se ha reportado que diferentes avispas parasitoides como Chelonus insularis,
Chelonus sonorensis, y Pristomerus spinator son abundantes en distintas
regiones agricolas de México, las cuales nos ayudan a regular las poblaciones
de gusano cogollero (Cortez-Mondaca et al., 2012). Otros estudios reportan al
hongo Metarhizium anisopliae con resultados alentadores en el manejo de S.
frugiperda (Lezama et al., 2005). Por otra parte, se ha demostrado que
poblaciones de gusano cogollero son susceptibles el uso de Bacillus thuringiensis

subsp. aizawai (Lara-Becerra et al. 2021).

2.1.5.3 Control quimico

El uso de insecticidas de origen quimico (Organofosforados y piretroides) es el
meétodo de control mas utilizado por los productores (Ledn-Garcia et al., 2012)
para el control de gusano cogollero. Se han realizado distintos estudios que
demuestran que algunos productos llegan a tener una eficacia de 45% a 56% en
un corto plazo, hasta alcanzar un 95% de mortalidad donde destaca el uso de
organofosforados (clorpirifos), piretroides (deltametrina, zeta-cipermetrina),
diamidas (chlorantraniliprole, flubendiamide), y avermectinas (benzoato de

emamectina) (Tejeda-Reyes et al., 2016)
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2.2 Mosquito (Aedes aegypti L.)

Miembros de la familia Culicidae tienen una gran importancia a nivel global, no
solo por el habito hematéfago que presentan, sino por la transmisién de agentes
gue causan enfermedades que comprometen la salud y la vida humana como
dengue, chikungunya, Zika, ocasionando la perdida de la vida en escenarios
extremos (Kouri, 2006; Mufioz et al., 2006). Desafortunadamente por el riego que
representan estos artrépodos, la principal medida de combate es el uso de
insecticidas, donde destacan los organofosforados y piretroides, los cuales
debido a su uso constante se ha visto limitada su eficacia por el desarrollo de
resistencia ademas de afectar verse comprometida la salud humana con el uso

de estos productos quimicos (Maciel et al., 2010).

2.2.1 Taxonomia

Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Diptera
Familia: Culicidae
Género: Aedes

Especie: Aedes aegypti L.

2.2.2 Morfologia
2.2.2.1 Huevo

Los huevos miden 1 mm de longitud aproximadamente con una superficie lisa,
de un color negro brillante. Tiene un periodo de incubacion de 2 a 3 dias cuando
las condiciones de humedad son favorables, sin embargo, pueden permanecer
viables por periodos extensos cuando no existe suficiente humedad para

eclosionar (Nelson, 1999).
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2.2.2.2 Larva

Las larvas pasan por 4 instares, llegando a alcanzar aproximadamente 8 mm de
longitud (Santacoloma-Varoén et al., 2010). Presentan movimiento serpenteante
al nadar. Normalmente el desarrollo larval dura de entre 5 a 7 dias dependiendo

las condiciones ambientales y la disponibilidad de alimento (Cassab et al., 2011).

2.2.2.3 Pupa

Son de un color claro a oscuro, y presentan movimiento, durante esta etapa el

mosquito no se alimenta y pertenece de 2 a 3 dias en este estado (Achee, 2015).

2.2.2.4 Adulto

Son de un color oscuro, y presentan escamas blanquecinas distribuidas en
diferentes regiones del cuerpo. Llegan a medir 10 mm de longitud
aproximadamente (Mufioz et al., 2006). Presentan dimorfismo sexual la hembra
presenta antenas filiformes verticiladas, mientras que le macho plumosas,
generalmente la hembra es de un mayor tamafio. La hembra presenta habitos
hematéfagos, mientras que el macho se alimenta de azucares (Maciel et al.,
2010).

2.2.3 Ciclo de vida

La eclosiéon de huevos se ve favorecida por condiciones humedas y célidas. Una
vez que emerge la larva permanece en un ambiente acuatico en donde se
alimenta y cambiara a la fase de pupa. La etapa larvaria dependera de la
disponibilidad de alimento y condiciones ambientales (Nelson, 1999). En
condiciones Optimas la duracién de esta fase es de tan solo 5 dias, pero puede
extenderse hasta 14 dias. La fase de pupa también es acuatica, y durante este
periodo no se alimenta, pero si presenta movimientos, tienden a mantenerse en
la superficie. La fase adulta puede extenderse hasta 40 dias si existen
condiciones favorables, regularmente la hembra tiene una vida media mayor que
el macho, y es ella quien presenta el habito hematofago. Las hembras copulan al
poco tiempo de emerger (Nelson, 1999).
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2.2.4 Dafos

De todas las especies de insectos que se conocen, Aedes aegypti es el que
causa mas problemas al ser humano (Cassab et al., 2011). El habito hemato6fago
lo presentan las hembras, durante el cual trasmiten agentes que ocasionan
enfermedades como el virus del dengue (DENV, arbovirus del género Flavivirus
de la familia Flaviviridae), virus del chikungunya (CHIKV, arbovirus del género
Alphavirus de la familia Togaviridae), virus del Zika (CHIKV, arbovirus del género
Alphavirus de la familia Togaviridae) (OMS, 2020). Ocasionando cuadros clinicos
diversos que pueden conllevar a la perdida de la vida en escenarios extremos
(Kouri, 2006) se estimé en el mes de enero de 2020 un incremento de casos de
dengue y chikungunya en comparacion con el afio anterior donde se reportaron
alrededor de 125 mil casos en todo el continente americano con una letalidad del
0,021% con una estimacion de 3 millones de casos en un afio siendo México,
Honduras, Bolivia y Paraguay los paises donde se han reportado el mayor
namero de casos, en especial en zonas donde las temperaturas superan los 32
°C (ONU, 2020). Incluso se ha llegado a presentar algunos casos en que se llega
a afectar la inocuidad de los productos agricolas debido a que los mosquitos
buscan cualquier lugar con humedad para depositar sus huevos, estos lugares
también suelen ser espacios donde las plantas pueden llegar a reserva un poco

de agua tras un riego o lluvia (Rey y Launibos, 2015).

2.2.5 Métodos de Control
2.2.5.1 Control cultural

Se recomienda la eliminacion de maleza y de recipientes que puedan contener
agua (botes, llantas, contenedores de basura, etc.), asi como charcos o aquellos
lugares que puedan funcionar como criaderos potenciales, en especial los
lugares abandonados (Achee, 2015). En lugares como cementerios se
recomienda la eliminacion del agua de floreros, estas medidas de saneamiento
son importantes para evitar la reproduccion de este vector (Santacoloma-Varon
et al., 2010).

15



2.2.5.2 Control biolégico

Existen diversos organismos que han mostrado un control eficiente de larvas de
A. aegyti, como Mesocyclops thermocyclopoides (Schaper et al.,, 2000). L
herramienta recurrente para el control de larvas de Aedes aegypti es Bacillus
thuringiensis subsp. israelensis que ha sido incluido en programas de manejo de
este insecto (Delgado, 2005). A nivel experimental se han evaluado a los hongos
entomopatégenos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae como
promisorios en el control del vector (Mosqueira et al., 2014) de igual manera se
han realizado estudios que demuestran que el nematodo Romanomermis
culicivorax es capaz de parasitar larvas de |, I, Il y IV instar llegando a valores

del 80-98% de parasitismo (Santamarina-Mijares et al., 2000).

2.2.5.3 Control quimico

En México la Secretaria de Salud a través del Centro Nacional de Programas
Preventivos y Control de Enfermedades (CENAPRECE) recomienda el uso de
diversas moléculas para el control de mosquitos; para larvas recomienda el uso
de temefos, spinosad, novaluron, y metopreno, mientras que para el control de
adultos recomienda el uso de piretroides como alfacipermetrina, fenotrina,
bifentrina, deltametrina, lambda cyhalotrina, permetrina, y transflutrina, a los
orfanofosforados como clorpirifos y pirimifos-metil, y a los carbamatos propoxur
y bendiocarb (CENAPRECE, 2017).

2.3 Familias botanicas con potencial insecticida

Alrededor del mundo existe una gran diversidad de especies vegetales que han
demostrado capacidad de causar un efecto sobre diferentes parametros
bioldgicos de los insectos, estos efectos van desde afectar algan proceso del
desarrollo que impida continuar su crecimiento normal limitando aquellas
hormonas encargadas del crecimiento y desarrollo de los insectos, modificando
la reproduccion de los insectos de tal manera que estos no puedan poner

huevecillos o que estos se encuentren atrofiados ademas alterando funciones
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celulares que los lleven a una muerte directa (Wachira et al., 2014). Las
publicaciones son bastas que listan a las plantas con alguna propiedad
insecticida, Heal, (1950) documenta alrededor de 2,500 especies distribuidas en
247 familias boténicas; mientras que Simmonds et al. (1992) mencionan a 278
especies de 58 familias que presentan un alto potencial insecticida. Dentro de las
especies vegetales mas conocidas y usadas, se encuentra el neem (Azadirachta
indica), tabaco (Nicotiana tabacum), piretro (Tanacetum cinerariaefolium),
rotenona (Lonchocarpus sp), riania (Ryania speciosa), y la higuerilla (Ricinus

communis) (Silva et al. 2002).

A continuacion, se enlista algunas especies vegetales exoticas, introducidas y
algunas otras nativas de México con propiedades insecticidas de las familias
Asteraceae, Cuscutaceae, Euphorbiaceae y Lamiaceae, familias en donde se
encuentran distribuidas las especies utilizadas en esta investigacion siendo estas
especies que aqui se presentan las mas representativas en el estado de Hidalgo

y parte del Estado de México.

Cuadro 1. Plantas de la familia Asteraceae usadas como insecticidas

Familia Especie Ncgm%rr? Uso agricola Otros usos
. Sitophilus zeamais y
: Ambrosia Artemisia  repelente en maiz para Medicinal
psilostachya DC. mamiferos
Barkleyanthus . Ornamental,
S , Repelente en el cultivo
salicifoli H.E. Jarilla de iitomate v chile artesanal,
o Robins. & Brett. J y medicinal
o
o ..
o Tagetes erecta L. Cempasuchil Nematodos e insectos Medicinal,
O ornamental
2
C_hrysa_nthemum . De esta planta deriva  Ornamental,
cinerariaefolium Piretro las piretrinas medicinal
(Trevir.) P
Dittrichia viscosa Olivarda Util contra acaros Medicinal

(L) W.

*Informacion: Nedelcheva et al., 2007; Villavicencio-Nieto et al., 2010
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Cuadro 2. Plantas de la familia Cuscutaceae usadas como insecticidas

Familia Especie Nompre Uso agricola Otros usos
comun
Cuscuta tinctoria Cabello de Repelente de -
: ; . medicinal
Martius angel insectos
(O]
s Cuscuta
Q H . .. ..
< campestris Fideo Insecticida en huertos Medicinal
o
(%)
=] .
O Cuscuta Barbas Repelente de Industrial,
corymborosa mosquitos medicinal

*Informacioén: Villavicencio-Nieto et al., 2010; Bhan et al., 2015.

Cuadro 3. Plantas de la familia Euphorbiaceae usadas como insecticidas

. . Nombre .
Familia Especie , Uso agricola Otros usos
comun
Usado en cultivos
Croton pulcher L
Soliman para repeler
Mull. Arg. . .
mamiferos e insectos
Euphorbia
furcillata Humb., Hierba de la Util contra pulgas,
© Bonpl. & Kunz. pulga pulgones y acaros
© var. furcillata
&
S Ricinus . : Util contra gusanos, e .
2 . Higuerilla . g ' Medicinal
o communis L insectos voladores
=
Q.
o l_Jsado edn pequefios
- : invernader m .-
Mercurialis annua Mercurial ernaderos como Medicinal
repelente de
pulgones
) . . Alimenticio,
Hura crepitans Jobillo Repelente acaricida .y
medicinal

*Informacion: Pacheco-Sanchez, 2009; Villavicencio-Nieto et al., 2010; Wong, 2016.
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Cuadro 4. Plantas de la familia Lamiaceae usadas como insecticidas

Familia Especie Nompre Uso agricola Otros usos
comun
Stachys coccinea Conejito Re_pelente de Medicinal
Jacq. insectos
Hyptis verticillata Hierba negra Re.pelente de Medicinal
Jacq. insectos
Q . .
@©
3 Malrrub|um Manrrubio FunC|c|)na contra Medicinal
3 vulgare L. pulgones
S
© Rosmarinus . Medicinal,
- o Romero Control de paratrioza . .
officinalis L alimenticio
Repelente de Alimenticio
Mentha spicata Hierbabuena pulgones, hormigas y LT
medicinal

babosas.

*Informacion: Barrientos-Gutiérrez, 2013; Ogayo et al, 2019; Atico-Braga,2020

2.4 Plantas de estudio con potencial insecticida.

En esta seccion se presentan las plantas que se estudiaron, la caracteristica de
seleccion fue la abundancia debido a que pueden estar presentes en sitios
urbanos y rurales asimismo pueden ser encontradas la mayor parte del afio,
ademas de ser plantas que suelen presentarse en cultivos agricolas y en sitios
urbanizados por lo cual son consideradas plantas malezas, de esta manera se
les puede dar otro uso sustentable, por otra parte se ha reportado investigaciones
sobre el potencial que tienen estas plantas para poder ser usadas como
insecticidas. A continuacion, se describen algunos antecedentes de las plantas

estudiadas

2.4.1 Cuscuta campestris

Es una planta parasitica de la familia Cuscutaceae con tallos de color anaranjado,
la forma de identificacion de esta especie es a través de sus flores que son de 2

a 6mm de longitud, el cédliz es sinsépalo o en ocasiones con los sépalos
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separados. Posee una corola simpétala, campanulada, tabular o levemente
urceolada. Los I6bulos son ordinariamente ovales a lanceolados, extendidos,
comunmente con apéndices de forma de laminas (Ortega-Rubio, 2010). Es
considerada una maleza anual que se reproduce por medio de semilla durante
todo el afio necesitando una temperatura optima de 30 °C para su germinacion.
(Igbal et al., 2014) Es considerada una planta que tiene propiedades medicinales,
la infusion de tallos y semillas de esta planta es Util para trata problemas renales
y hepéticos (CONABIO, 2009).

Hasta ahora trabajos relacionados con actividad plaguicida se ha descrito que
una fraccion del extracto crudo de éter de petréleo de Cuscuta reflexa produjo un
efecto similar a los insecticidas reguladores de crecimiento en Dysdercus
cingulatus (Hemiptera: Pyrrhocoridae), el analisis quimico de este extracto arrojo
la presencia del triterpenoide maragenina (Figura 1), compuesto causante de
este efecto regulador. (Srivastava et al.,1990).Por otro lado el extracto de acetona
de Cuscuta hyalina contra mosquitos de la especie Culex quinquefasciatus donde
demostraron que la CLso de este extracto a las 24 h en larvas de 3er instar fue
de 303 ppm, ademas dosis menores causaron un retraso en el cambio a la fase
adulta (Mehra y Hiradhar, 2002) aun que los autores no mencionan gue tipo
metabolitos estan asociados a la actividad biolégica en otros trabajos sobre la
quimica de esta planta se describe la presencia de alcaloides, flavonoides,
lignanos, compuestos fendlicos ,saponinas, taninos y acidos grasos (Noureen et
al., 2019). Asimismo, Se evaluaron extractos de petrdleo, hexano y metanol de
C. reflexa solos y en combinacion con temephos, obteniendo resultados
alentadores en el control de larvas de Anopheles y Culex (Bhan et al., 2015). Por
otra parte, se ha demostrado que las especies de esta planta tienen en comun
compuestos caracteristicos de su compaosicion quimica siendo compuestos como

Quercetina, Kaempferol, Miricetina, entre otros (Ahmad et al., 2017)
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Figura 1. Maragenina

2.4.2 Ricinus communis L.

Es una planta considerada arvense de la familia Euphorbiaceae, planta de porte
alto arbustivo de un color verdoso pasando por azul grisiceo y en ocasiones
rojiza, el tallo es engrosado y ramificado, las hojas son laminadas orbiculares
palmitolobadas con un borde irregular dentado glanduloso, el fruto es una
capsula semiglobosa con espinas cortas y gruesas (Rzedowski y Rzedowski,
2001). Es una planta ruderal, que se puede encontrar todo el afio, en algunas
zonas de México puede ser cultivada debido a las propiedades que presentan los
aceites en su semilla (CONABIO, 2009). Se ha destacado la importancia
fitoquimica que tiene esta planta debido a sus compuestos con distintas
propiedades ya que posee distintos terpenos como tujona, cineol, pineno,
alcanfor, y canfeno, que han demostrado altas capacidades antioxidantes y
laxantes (Kadri et al., 2011).

A la fecha se han realizado distintos trabajos relacionados con la actividad
insecticida de esta planta donde se evaluo el efecto del extracto hidroetandlico
de R. communis contra el picudo del agave Scyphophorus acupunctatus
(Coleoptera: Dryophthoridae), encontrando un efecto repelente, atribuido a la
presencia de los flavonoides quercetina, quercitrina y rutina (Figura 2) (Pacheco-
Sanchez, 2009). Por otra parte, se han realizado bioensayos de alimentacion
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para determinar la toxicidad del extracto de R. communis contra larvas de
Anopheles gambiae encontraron que la mortalidad aumentaba a mas dias de
exposicion obteniendo una CLso de 2.55 mg/ml (Wachira et al., 2014). Asi mismo,
se evalug el efecto del aceite de R. communis para el control de Rhyzopertha
dominica en granos almacenados, encontrando mortalidades del 100% (Wong-
Corral et al., 2016).

Figura 2. Moléculas flavonoides en Ricinus communis. 1. Quercetina. 2.
Quercitrina. 3. Rutina

2.4.3 Parthenium hysterophorus L.

Es una hierba perenne perteneciente a la familia Asteraceae, llega a alcanzar
alturas de hasta 70cm, al principio de su desarrollo se pueden observar hojas
arrocetadas basalmente posee hojas alternas, ovales y pinnadas con segmentos
lanceolados de color verde-grisaceo a azulado verdoso, flores liguladas de
menos de 1 mm de longitud (Villasefior & Espinosa, 1998). Se considera una
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planta ruderal que crece en campos de cultivo y a lado de caminos, estudios han
demostrado que tiene partenina lo cual afecta otras plantas y al ganado
(Rzedowski y Rzedowski, 2004). En algunos casos se ha reportado que esta
planta contiene propiedades medicinales y es utilizada para bajar fiebres y en

casos de neuralgias (Rzedowski y Rzedowski, 2001)

Como antecedentes de actividad insecticida, el extracto acuoso de diferentes
partes de la planta de Parthenium hysterophorus (hojas, flores y raiz) contra
larvas de Spodoptera frugiperda, de mostrando que los extractos acuosos de raiz
y flores presentaron un efecto sobre larvas de tercer instar, en comparacion con
otras partes de la planta (Villate-Gémez et al., 2006). Otro estudio utilizando la
misma polaridad, pero sobre larvas del tercer instar de Aedes aegypti, evidencio
mortalidades de hasta un 100% a las 24 h de exposicion (Amir et al., 2017). Del
mismo modo la particion hexanica de un extracto obtenido de una mezcla
cloroformo y metanol (1:1) de P. hysterophorus, evidencio actividad insecticida
contra larvas de Plutella xylostella L. (Reddy et al., 2017). Los estudios
fitoquimicos han demostrado que se pueden encontrar grandes cantidades de
Germacreno, Partenina, Alantolactona e Isolantolactona (Figura 3) (De Miranda
et al.,2014).

Figura 3. Metabolitos secundarios presentes en Parthenium hysterophorus. (1
Germacreno. (2 Partenina. (3 Alantolactona. (4 Isolantolactona
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2.4.4 Leonotis nepetifolia (L.)

Esta planta se reporta como una especie invasora considerada maleza de la
familia Lamiaceae, es una especie herbacea y robusta con una altura de hasta 2
metros, posee tallos erectos y simples ramificados en forma de cuadro. Las flores
se encuentras agrupadas en complejos glomerulosos de hasta 6 cm de didmetro,
las flores son de color naranja a rojizo con un aspecto aterciopelado (Rzedowski
y Rzedowski, 2001). Tiene habitos arvenses, se puede encontrar cerca de
caminos e incluso alrededor de habitats humanos, es una planta perenne que
puede ser cultivada para uso ornamental y medicinal (Sivicoff, 2016). Se ha
comprobado que esta planta tiene propiedades medicinales, la infusién de hojas
de esta planta es usada como antiinflamatorio, reduccion de niveles de azucar

en sangre ademas de efecto antidiarreico (Villavicencio-Nieto, 2010)

Se evaluaron extractos a partir de acetona, cloroformo, etanol y acetato de etilo
de Leonotis nepetifolia contra Artemisa salina y Sitophilus oryzae, mostrando la
mejor actividad insecticida en el extracto obtenido a partir de cloroformo (Udaya-
Prakash et al., 2013). Por otra parte, se evalud la oviposiciéon de Tetranychus
urticae donde se menciona que el extracto metandlico es capaz de generar un
efecto anti-oviposicion (Ogayo et al., 2015). Asimismo, destacan la actividad del
extracto metanolico de L. nepetifolia en una concentracién del 12% es efectivo
en el control de arafia roja en el cultivo de frijol (Ogayo et al., 2019). Otros
estudios han destacado la composicion fitoquimica de esta planta destacando la
presencia de flavonoles como: luteolina, apigenina y cirsiliol (Figura 4) (De
Oliveira et al., 2019).

OH O

Figura 4. Metabolitos secundarios de Leonotis nepetifolia. (1Luteonina. (2
Apigenina. (3 Cisiliol
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2.4.5 Cosmos bipinnatus

Es una especie llamativa debido al color de sus inflorescencias, es considerada
maleza en algunas regiones, mientras que en otras se considera como parte de
la flora regional, pertenece a la familia Asteraceae llegando a medir un maximo
de 2 metros, el tallo es erecto poco ramificado, hojas con peciolos alados
pinnados dos veces, inflorescencia paniculada de 8 ligulas de color rosado
(Villasefior & Espinosa, 1998). Tiene un habito ruderal y arvense, se puede
encontrar en zonas con considerable humedad, en pastizales y en superficies
rocosas, es una planta anual que se suele encontrar entre los meses de marzoy

agosto (Rzedowski y Rzedowski, 2008).

Vallejo-Gonzalez y Najera-Rincon (2016) examinaron la actividad insecticida de
Cosmos bipinnatus sobre Sitophilus zeamais, destacan que el aceite esencial
obtenido por arrastre de vapor en autoclave, a los diversos componentes que
tiene el aceite esencial de C. bipinnatus genera un efecto de toxicidad contra S.
zeamais. Por otra parte, evaluaron el efecto del extracto etandlico de Cosmos
bipinnatus contra larvas de Culex quinquefasciatus concluyendo que a una
concentracion de 1.27 mg/ml se produjo un efecto larvicida y que el extracto a
base de hexano a una concentracién de 1.16 mg/ml muestra un efecto sobre
pupas (Modise et al., 2016). Asimismo, se evaluaron el extracto metandlico de
Cosmos bipinnatus utilizando solo las hojas de esta planta, concluyeron que la
ClLso es de 442.6 ppm y la CLoo de 1225.93 ppm en larvas de Aedes aegypti
(Mohankumar et al., 2016). Estudios quimicos de esta planta han demostrado
gue posee distintos componentes quimicos de los cuales predominan los
monoterpenos de entre los cuales se encuentran Ocimeno y (Figura 5)
(Olajuyigbe & Ashafa, 2014).
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Figura 5. Metabolitos secundarios presentes en Cosmos bipinnatus. (1
Ocimeno. (2 Sabinena

2.4.6 Mentha spicata

Es una planta de la familia Lamiaceae conocida por su uso medicinal, también es
una especie “aromatica” con hojas sésiles lanceoladas mas o menos lisas de
color verdoso, la inflorescencia es simple o ramificada con flores actinomorfas de
1 a 3 mm de didmetro (Rzedowski y Rzedowski, 2001). Es una de las especies
mas conocidas en la medicina tradicional por sus propiedades calmantes y
relajantes, es una especie cultivada y también se puede encontrar en bosques
de pino, ademas se conoce su uso como repelente de insectos y mamiferos

ademas de su uso relajante en humanos (Villasefior & Espinosa, 1998).

El aceite esencial de Mentha spicata tiene efectos adversos en diferentes estados
de desarrollo de Drosophila auraria (Diptera: Drosophilidae) ocasionando
disminucién en la eclosién de huevos, evitando el desarrollo de larvas y causando
la muerte de adultos, ademas se reportd que la aplicacion de este extracto puede
inducir malformaciones en distintos instares de desarrollo (Konstantopoulou et
al., 1992). Por otra parte, el aceite esencial de Mentha spicata sobre adultos de
Callosobruchus chinensis encontrando que este aceite puede generar efectos de
reduccion de oviposicion, larvicida, y repelente (Kedia et al. (2014). Asimismo, el
aceite esencial de Mentha spicata es funcional contra adultos y ninfas de Myzus
persicae ya que en adultos genera un efecto repelente mientras que en ninfas
indujo mortalidad a concentraciones de 0.5 % (Teixeira et al., 2014). El estudio
de la composicion quimica del del extracto metanodlico de Mentha spicata
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demuestré que el compuesto que se encuentra mayormente en la planta son los

terpenos de entre los cuales destaca Carvona Limoneno y Mirceno (Figura 6)
(Scherer et al., 2013)

CH3

H,C

CH,

CHs;

ch CH2

HsC

CHs

Figura 6. Metabolitos secundarios presentes en Mentha spicata. 1) Carvona. 2)

Limoneno. 3) Mirceno.
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Capitulo 3: Toxicidad de extractos botanicos como método
de control para Spodoptera frugiperda (Smith) Y Aedes
aegypti L.

3.1 Resumen

Spodoptera frugiperda y Aedes aegypti se consideran plagas en la agricultura y
en la salud humana respectivamente por lo cual surge la necesidad de
implementar distintos métodos de control como el uso de extractos botanicos. A
través del método de extraccion metandlica se obtuvieron seis extractos de
plantas malezas donde Cuscuta campestris fue el extracto con el mejor
rendimiento. El extracto de Parthenium hysterophorus genero el porcentaje mas
alto de mortalidad para larvas de Spodoptera frugiperda (23.7%) en comparacion
con los demas extractos y Cuscuta campestris presento actividad anti alimentaria
sobre larvas de Spodoptera frugiperda generando el 66.4% de reduccion de peso
en comparacion con el testigo. El extracto metandlico de Leonotis nepetifolia
demostré actividad insecticida sobre larvas de tercer instar de Aedes aegypti
produciendo una mortalidad del 96.6% a una dosis de 1000mg/L. De Parthenium
hysterophorus se observd la presencia de alcaloides y terpenos, posibles
compuestos del efecto insecticida mientras que Leonotis nepetifolia y Cuscuta
campestris presentaron compuestos fendlicos siendo los posibles responsables
del efecto insecticida en Aedes aegypti y el efecto antialimentario en Spodoptera

frugiperda.

3.2 Introduccién

Actualmente existen problemas fitosanitarios que se presentan en todos los
cultivos que pueden llegar generar grandes pérdidas de entre 80% hasta el 100%
del total del cultivo (Chirinos et al., 2020) los cuales llegan a ser perjudiciales y
limitan a la flora y fauna benéfica, la salud humana, la inocuidad de los alimentos,
etc., generando un aumento en los costos de produccion (Leng et al. 2011).
debido a la problematica en el uso y manejo de insecticidas de origen quimico
herramientas para el control de plagas que han coadyuvado al uso de plaguicidas

de origen quimico y el uso de estos se reduzca considerablemente tales como el
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uso productos a base de extractos botanicos que en diferentes casos
documentados han llegado a mantener el nivel de dafio de las plagas por debajo
del umbral econémico (Zepeda-Jazo, 2018; Rodriguez et al., 2014). La
investigacion de estas alternativas, ha conllevado a una exhaustiva busqueda de
componentes de una gran variedad de plantas con posible uso en el manejo de
problemas fitosanitarios, adquiriendo importancia como auxiliares y/o alternativas
al uso de plaguicidas sintéticos y con un menor impacto en el ambiente (Dietz et
al.,1991). En el planeta existe una gran variedad de vegetales que han
demostrado capacidad de causar un efecto sobre diferentes parametros
bioldgicos de los insectos, desde modificar su metabolismo, causar un efecto
repelente e incluso ocasionar la muerte inmediata (Wachira et al., 2014). Dentro
de las especies vegetales mas conocidas y usadas, se encuentra el neem
(Azadirachta indica), tabaco (Nicotiana tabacum), piretro (Tanacetum
cinerariaefolium), rotenona (Lonchocarpus sp), riania (Ryania speciosa), y la

higuerilla (Ricinus communis) (Silva et al. 2002).

En la agricultura mexicana se ha observado que distintos cultivos llegan a ser
afectados por una gran variedad de plagas alcanzando severos niveles de dafio,
en los que destaca el gusano cogollero Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) que es considerado como la principal plaga del cultivo
de maiz, y que actualmente ocasiona inconvenientes importantes en diferentes
regiones agricolas de América, Africa y Asia, en donde la principal medida de
eliminaciéon es el control quimico (Gonzalez-Maldonado et al., 2015). Por otra
parte, a nivel mundial uno de los principales problemas en salud publica es el
causado por la enfermedad conocida como dengue, ocasionada por un arbovirus
transmitido por Aedes aegypti L. (Diptera. Culicidae), organismo que se combate
principalmente con el uso de productos quimicos donde los mas usados suelen
ser de la familia de los piretroides y organofosforados, los cuales han generado
resistencia en diversas poblaciones en México debido a su constante uso
ademas de la problematica de contaminacion del ambiente y de la salud humana

por el uso de estos productos (Muiioz et al., 2006).
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3.3 Materiales y Métodos
3.3.1 Recoleccion de material vegetal

Se recolectaron cinco especies de plantas arvenses (Ricinus communis, Leonotis
nepetifolia, Cuscuta campestris, Parthenium hysterophorus, Cosmos bipinnatus)
y una aromatica (Mentha spicata) (Tabla 5). Las muestras vegetales fueron
recolectadas en condiciones de luz solar a las 12:00 pm aproximadamente, que
se obtuvieron de diferentes areas del estado de Hidalgo y Estado de México. Se
recolecto la parte aérea de la planta (tallo y hojas). El material fue sometido a un
proceso de secado para lo cual fue extendido en papel periédico por un periodo
de 4 dias evitando la incidencia de luz solar directa a una temperatura de 35-38
°C, posteriormente, el material vegetal fue trasladado a una habitacion con
sombra y entrada de aire donde se mantuvo por 11 dias mas a una temperatura
de 25-27 °C, un total de 15 dias de secado para cada planta, al culminar, se
llevd a laboratorio para poder procesar la extraccion.

Cuadro 5. Descripcion de especies vegetales recolectadas para evaluar su
potencial insecticida.

I\_Iom,b.re Ubicacion EpocNa del Flor Parte
Cientifico ano
Pachuca, Hidalgo Junio -
C. campestris 20°08'10.8"N 98°43'24.9"W Primavera Si Tallo
Altitud: 2673 m
Texcoco, Estado de México Julio -
R. communis 19°31'01.3"N 98°50'35.6"W verano Si Hoja
Altitud: 2275 metros
b Pachuca, Hidalgo Mayo -
hysterobhorus 20°01'33_.9"N 98°46'07.2"W Primavera Si Hoja
Altitud: 2339 m
Texcoco, Estado de México Abril -
M. spicata 19°30'15.8"N 98°42'47.5"W Primavera No Hoja
Altitud: 2859 metros
Mineral del Chico, Hidalgo Mayo - Hoja y
C. bipinnatus 20°09'07.8"N 98°45'41.0"W Primavera Si tallo
Altitud: 2596 m
Texcoco, Estado de México Mayo - Hoja y
L. nepetifolia 19°31'18.0"N 98°49'21.8"W . Si
Primavera Tallo

Altitud: 2433 metros
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3.3.2 Obtencién de extractos

El material vegetal deshidratado fue triturado en un molino manual (Almet MOL-
01 Acero, Giza products S.A. de C.V.), posteriormente se sometidé a un proceso
de pulverizacién en un mezclador (Oster BEST02-E01), y finalmente se tamizo
(tamiz, JPLAB DN20OMESHX, apertura 0.90 mm, 900 micras) para obtener
particulas de menor tamafo. Del material obtenido de este proceso, 200 g de
cada especie, de manera separada, fueron colocados en un matraz balon de
boca esmerilada con capacidad de 2 L y se le adicioné 1 L de metanol 99.9%
(CHsOH); Se adapt6 un refrigerante recto de 60 cm al matraz en forma de reflujo
(Figura 7), la mezcla fue colocada en una parrilla de calentamiento (Fristaden
SH-3 Joan-Lab) y la mezcla se llevé a punto de ebullicion de metanol (aprox 60

°C) y se mantuvo a temperatura constante durante 90 minutos.

Extraccion de material vegetal Eliminacion del disolvente

Recolecta de
material
vegetal

Filtrado del extracto para
eliminacion de material vegetal

Obtencion del peso

seco de la planta Extraccion por reflujo de
metanol por 1h 30min

Evaporacion del disolvente al
vacio a 40 °C a 225mBars

Figura 7. Esquema de metodologia de extraccidén metandlica (Soxhlet)

Al culminar el tiempo de reflujo se dejé reposar y enfriar, después el contenido
se filtr6 con ayuda de algoddn de fibra de vidrio y un embudo para eliminar
“basura mecanica”. La mezcla se concentré por medio de destilacion a presién
reducida con un rotavapor a 40 °C y 225 mBar, durante aproximadamente 20-30
minutos o hasta sequedad. El extracto obtenido se pes6 y se determiné el

rendimiento obtenido a partir de 200 g de material vegetal seco. El concentrado
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se mantuvo en frascos de color ambar de 200 ml a temperatura ambiente,

evitando la incidencia de luz solar.
3.4 Bioensayo para Spodoptera frugiperda

3.4.1 Insectos

Se utilizaron insectos de una poblacion de gusano cogollero que ha sido
mantenida en condiciones de laboratorio por mas de 10 afios y que se encuentra
libre de la presion de insecticidas, proporcionada por el Laboratorio de

Toxicologia de Insecticidas del Colegio de Postgraduados Campus Montecillos.

3.4.2 Acondicionamiento de extractos vegetales

En contenedores de plastico de 30 ml de capacidad de manera independiente se
agregdo 1 g de cada extracto vegetal, posteriormente se les agregd 50 pl de
Tween® 80 como emulsificante, esta mezcla fue mezclada durante un minuto con
un agitador de metal, posteriormente se agregaron 9 ml de agua destilada, se
mantuvo en agitacion con una barra de agitacion magnética (PTFE, Perfk) por un

periodo de 5 minutos, tiempo en el cual se obtenia una solucion homogénea.

3.4.3 Bioensayo

Se utilizé el método de capa (Marcon et al. 1999), donde se utilizaron charolas
para bioensayo (Bio-Assay Tray Bio-BA-128; C-D International, Incorporated®)
colocando en cada cavidad 1 mL de dieta artificial para gusano cogollero (Fall
Armyworm, Southland Products Incorporated®, Lake Village, AR). Una vez
solidificada la dieta se agregaron 50 pL de los extractos a las cavidades,
adicionalmente se afiadieron dos controles que consistieron en la aplicacién de
agua destilada, y de agua destilada + Tween 80. Posteriormente se dejaron secar

por un periodo de 2 h a temperatura ambiente.

Por cada tratamiento se realizaron cuatro repeticiones, cada repeticion consistio
en 16 larvas neonatas de S. frugiperda sin alimentar, las cuales se colocaron

individualmente en las cavidades tratadas, posteriormente se cubrieron con
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plastico auto adherible (Pull N’ Peel Tab Bio-Cv-16; C-D International, Inc.). Las
charolas fueron mantenidas en camaras de cria a 27+2 °C, 70+5% humedad

relativa, y fotoperiodo 16:8 (L:D). El experimento se repitié en dos ocasiones.

Siete dias después de la exposicidon se evaluo la mortalidad y el peso promedio
de larvas vivas. Se consideraron muertas aquellas larvas que no presentaban
movimiento al ser tocada por un pincel. Las larvas vivas se pesaron juntas y se

obtuvo el peso promedio de larva viva.

3.4.4 Analisis Estadistico

Previo al andlisis estadistico los datos del porcentaje de mortalidad se trataron
con la funcion arcoseno de la raiz cuadrada del porcentaje de respuesta/100.
Mientras que el promedio de peso de larvas vivas se transformé a la funcion
log10(x+1). Posteriormente, se realiz6 un andlisis de varianza, mediante el
procedimiento PROC GLM y una prueba de comparacion de medias (Tukey test,
P < 0.05) utilizando el paquete estadistico SAS, version 9.4 (SAS Institute 2016).
Con el promedio de peso de larvas vivas de cada tratamiento, se calculo el
porcentaje de inhibicion de peso respecto al control agua + Tween ® 80, con la

formula siguiente:

% Inhibicién de peso = 100 -
Peso en el control

Peso en el tratamiento X 10({|

3.5 Bioensayo para Aedes aegypti
3.5.1 Insectos

Se utilizé la poblacibn New Orleans A. aegypti, mantenida bajo condiciones
controladas a una temperatura de 27+2°C, humedad 70x5 % y fotoperiodo 12:12.
Grupos de 500 huevos se depositaron en charolas de plastico conteniendo 3 L
de agua de la llave. Las larvas se alimentaron cada 2 dias con croquetas molidas

para perro Dog Chow®.
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3.5.2 Bioensayo

El efecto de los extractos vegetales sobre larvas de A. aegypti se determiné
utilizando el bioensayo propuesto por la WHO (2005), donde grupos de 20 larvas
de tercer instar tardio se colocaron en vasos de plastico que contenian 99 ml de
agua destilada y se agregé un mL de cada concentracion de extracto vegetal. Se
evaluaron tres concentraciones de cada extracto: 1000, 100, y 10 mg/L. El
porcentaje de mortalidad se determind a las 96 horas. Se realizaron cuatro
repeticiones. El experimento se repiti6 en dos ocasiones. Todos los insectos
tratados fueron mantenidos bajo condiciones controladas a una temperatura de
27+2°C, humedad 70+5 % y fotoperiodo 12:12. Los datos de mortalidad fueron
sujetos a un analisis de varianza mediante el procedimiento PROC GLM y una
prueba de comparacion de medias (Tukey test, P < 0.05) utilizando el paquete
estadistico SAS, version 9.4 (SAS Institute 2016). Previamente el porcentaje de
mortalidad se transformo a la funcién arcoseno de la raiz cuadrada del porcentaje
de respuesta/100.

3.5.3 Toxicidad de Leonotis nepetifoliay Cuscuta campestris

Se utiliz6 el procedimiento descrito anteriormente. Se evaluaron nueve
concentraciones diferentes del extracto de Leonotis nepetifolia y Cuscuta
campestris sobre larvas de tercer instar tardio de A. aegypti, para cada
concentracion cuatro repeticiones fueron realizadas. El experimento fue repetido
en dos ocasiones. En todos los casos, los individuos tratados se mantuvieron en
condiciones controladas a 27 + 2°C, humedad relativa 70 + 5 % y foto fase 16:8
h luz: oscuridad. Los datos de mortalidad se sometieron a un analisis Probit
mediante el procedimiento PROBIT (SAS Institute 2016), para determinar las

concentraciones que causaron el 50 y 95% de mortalidad.
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3.6 Exploracion preliminar de compuestos presentes en los extractos
con mayor potencial biolégico

3.6.1 Resonancia Magnética Nuclear 'H

Se utilizé un equipo de Resonancia Magnética Nuclear Brucker de 400 MHz, las
muestras se disolvieron en cloroformo deuterado (CDCls), metanol deuterado
(MeOD) y dimetilsulfoxido (DMSO-ds), los espectros obtenidos se procesaron en
el programa MestReNova 14.1y se referenciaron con el disolvente de la muestra,
la adquisicion de los espectros fue nicamente de protén (*H) con puntos de 30°

y 16 scans.

3.6.2 Analisis por Cromatografia en Capa Fina

Se utilizaron placas cromatogréficas de fase normal TLC Silica gel 60 F, Merck
KGaA Germany y para el analisis cualitativo se prepararon los siguientes

reactivos:

¢ Revelador de cloruro férrico 5% como revelante de compuestos fendlicos.

¢ Reactivo de Draguendorf: 8 g de nitrato de bismuto pentahidratado en 20
ml de &cido nitrico al 30 % con una solucién de 27.2 g de yoduro de potasio
en 50 ml de agua. Se deja en reposo por 24 horas, se decanta y se afora
a 100 ml. Para determinar la presencia de Alcaloides

e Cloruro de cobalto al 3% de sal de cobalto y Acido sulfarico al 5%
(revelante universal)

e Solucion de Permanganato de potasio y Carbonato de sodio al 3% para

determinacioén de terpenos.

Las placas se migraron con mezclas de disolventes hexano-AcOEt (1:1),
hexano-AcOEt (1:3), CHCI3-MeOH (1:1) y CHCI3-MeOH (1:3), posteriormente

se impregnaron con soluciones revelantes.
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3.7 Resultados

3.7.1 Rendimiento de extraccion

A partir de varios lotes de extraccion se observo variacion de rendimiento en las
extracciones de las plantas de estudio en funcién del peso promedio obtenido
tras retirar el metanol de cada extracto, donde se puedo observar que en C.

campestris (Figura 8) es de donde se obtienen mayor rendimiento (cuadro 6).

Cuadro 6. Rendimiento de extraccion de cada planta

Planta Rendimiento (%)
Ricinus communis 13.37+£0.4
Cuscuta campestris 229720
Cosmos bipinnatus 20.11 £ 0.6
Leonotis nepetifolia 1497 +£3.4
Parthenium hysterophorus 14.13+£0.5
Mentha spicata 1224 +£1.1
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Figura 8. Peso promedio de extraccion por extracto vegetal
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3.7.2 Bioensayo en larvas de Spodoptera frugiperda
3.7.2.1 Mortalidad de larvas se Spodoptera frugiperda

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre experimentos
(F1,63 = 3.10, P= 0.845), por lo que, el analisis se realizé de manera combinada.
A los 7 dias después de la exposicion de Spodoptera frugiperda a los extractos
vegetales existieron diferencias significativas respecto a la mortalidad entre los
tratamientos evaluados (F7,63 = 4.88, P= 0.0003) (Tabla 7), la prueba de
comparacion de medias separo cinco grupos. La mayor mortalidad se obtuvo con
el extracto metandlico de Parthenium hysterophorus, seguido por los de Cuscuta
campestris y Cosmos bipinnatus (Figura 9). El extracto a base de Leonotis
nepetifolia presentd la menor mortalidad en larvas de S. frugiperda. En ambos
experimentos la mortalidad en los tratamientos control a base de agua y agua +

Tween® 80 fue menor de 5.2%.

Cuadro 7. Porcentaje de mortalidad en larvas de S. frugiperda

Tratamiento Mortalidad (%)
Agua 5.2+1.8bc
Agua + Tween 49+27¢c
Ricinus communis 12.1+1.7 abc
Cuscuta campestris 178+ 1.4 ab
Cosmos bipinnatus 17.8+3.1ab
Leonotis nepetifolia 99+1.1abc
Parthenium hysterophorus 23.7+45a
Mentha spicata 16.7 + 2.3 abc

* Medias en la misma columna seguidas por la misma letra no son estadisticamente
diferentes (P < 0.05, Tukey test)
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Figura 9. Porcentaje de mortalidad de larvas de Spodoptera frugiperda tratadas
con extractos vegetales.

3.7.2.2 Reduccion de peso de larvas se Spodoptera frugiperda

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la variable peso
promedio de larvas vivas entre experimentos (Fi,63 = 0.02, P=0.8942), por lo que,
el analisis se realiz6 de manera combinada. A los 7 dias después de la exposicion
de Spodoptera frugiperda a los extractos vegetales, existieron diferencias
significativas respecto al peso promedio de larvas vivas entre los tratamientos
evaluados (F7,63 = 20.60, P= <0.0001) (Tabla 8), la prueba de comparacion de
medias agrupo a los tratamientos en cuatro grupos. El menor peso fue obtenido
en los tratamientos a base de Cuscuta campestris (19.8 + 2.6 mg) y Parthenium
hysterophorus (20.7 + 3.3 mg), que se tradujo en un porcentaje de reduccion de
peso 66.4 y 64.9% respectivamente. Ambos extractos coinciden con los que
indujeron la mayor mortalidad en larvas de S. frugiperda. Por su parte, las larvas
tratadas con el extracto a base de Leonotis nepetifolia presentaron el mayor peso
(Figura 10y 11).
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Cuadro 8. Peso promedio y porcentaje de reduccion de peso de larvas vivas de

Spodoptera frugiperda a 7 dias después de la exposicion de diferentes
extractos vegetales.

Tratamiento Peso (mg) Reduccion de peso (%)

Agua 68.7+6.5a

Agua + Tween 589+32a
Ricinus communis 29.4+21bc 50.1
Cuscuta campestris 198+26¢ 66.4
Cosmos bipinnatus 32.3+x1.2b 45.2
Leonotis nepetifolia 35.5+15b 39.7
Parthenium hysterophorus 20.7+3.3cC 64.9
Mentha spicata 29.0+£ 3.4 bc 50.8

* Medias en la misma columna seguidas por la misma letra no son estadisticamente
diferentes (P < 0.05, Tukey test).

** E| porcentaje de inhibicion de peso se calculé tomando en consideracion la mortalidad
del testigo agua+Tween®80.
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Figura 10. Peso promedio de larvas vivas de Spodoptera frugiperda a 7 dias
después de la exposicion de diferentes extractos vegetales.
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Figura 11. Porcentaje de reduccién de peso de larvas vivas de Spodoptera
frugiperda a 7 dias después de la exposicidon de diferentes extractos vegetales.

3.7.3 Bioensayo con Aedes aegypti

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la mortalidad de
larvas de A. aegypti entre experimentos (F1,120 = 0.05, P= 0.8169), por lo que, el
andlisis se realizO de manera combinada. A las 96 horas después de la
exposicion de larvas de tercer instar de A. aegypti a tres concentraciones de los
extractos vegetales (1000, 100, y 10 mg/L), existieron diferencias significativas
respecto en la mortalidad inducida (Fi9,63 = 129.12, P= <0.0001). Los controles
sin la adicion de extractos presentaron una mortalidad menor al 1%. Para mejor
comprension de los resultados obtenidos estos se presentan en relaciéon a la

dosis aplicada, que se detallan a continuacion

3.7.3.1 Mortalidad a 1000 mg/L

A una concentracion de 1000 mg/L todos los extractos mostraron la mayor
mortalidad sobre larvas de A. aegypti. Este efecto fue variable entre extractos,
donde el extracto a base de Leonotis nepetifolia presento la mayor mortalidad del
96.6%, seguido por el extracto de Cuscuta campestris con una mortalidad del

66.4% (Tabla 9). Posteriormente el grupo que present6 una mortalidad alrededor
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del 50% fueron los tratamientos con Mentha spicata (57.3%) y Ricinus communis
(49.3%) (Figura 12).

Cuadro 9. Porcentaje de mortalidad de Aedes aegypti a las 96 h después de la
exposicién a una concentracion de 1000 mg/L de diferentes extractos vegetales.

Tratamiento Mortalidad
Agua 0.1+0.6f
Agua + Tween 0.0x0.0f
Ricinus communis 49.3+4.8 bc
Cuscuta campestris 66.4+26Db
Cosmos bipinnatus 12.1+28d
Leonotis nepetifolia 96.6 +2.0a
Parthenium hysterophorus 456+3.6¢C
Mentha spicata 57.3+5.4 bc

* Medias en la misma columna seguidas por la misma letra no son
estadisticamente diferentes (P < 0.05, Tukey test).
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communis campestris bipinnatus nepetifolia hysterophorus  spicata

Figura 12. Porcentaje de mortalidad de Aedes aegypti a las 96 h después de la
exposicidén a una concentracién de 1000 mg/L de diferentes extractos vegetales.

3.7.3.2 Mortalidad a 100 mg/L

A una concentracion de 100 mg/L existio una reduccion de la mortalidad sobre
larvas de A. aegypti. El extracto a base de Cuscuta campestris presentd una
mortalidad mayor al 50% (Figura 13), mientras que los demas tratamientos

presentaron mortalidades menores al 9.5% (Tabla 10). Es importante mencionar
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que el extracto de Leonotis nepetifolia no presentd un efecto sobre larvas a la
concentracion de 100 mg/L.

Cuadro 10. Porcentaje de mortalidad de Aedes aegypti a las 96 h después de la
exposicién a una concentracion de 100 mg/L de diferentes extractos vegetales.

Tratamiento Mortalidad
Agua 0.1+0.6f
Agua + Tween 0.0x0.0f
Ricinus communis 8.5+1.3de
Cuscuta campestris 545+ 3.8 bc
Cosmos bipinnatus 1.8+ 1.8ef
Leonotis nepetifolia 0.1+0.1f
Parthenium hysterophorus 0.7+£0.7f1
Mentha spicata 9.5+1.6de

* Medias en la misma columna seguidas por la misma letra no son
estadisticamente diferentes (P < 0.05, Tukey test).
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Figura 13. Porcentaje de mortalidad de Aedes aegypti a las 96 h después de la
exposicion a una concentracion de 100 mg/L de diferentes extractos vegetales.

3.7.3.3 Mortalidad a 10 mg/L

No se presento actividad insecticida a 10 mg/L de los extractos vegetales sobre
larvas de tercer instar de A. aegypti (Cuadro 11), a excepcién del tratamiento con

extracto de Cuscuta campestris donde indujo una mortalidad del 7.7% (Figura
14).
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Cuadro 11. Porcentaje de mortalidad de Aedes aegypti a las 96 h después de
la exposicién a una concentracion de 10 mg/L de diferentes extractos vegetales.

Mortalidad (%)

Tratamiento Mortalidad
Agua 0.1+0.6f
Agua + Tween 0.0+x0.0f
Ricinus communis 0.3+£0.8f
Cuscuta campestris 7.7+1.6de
Cosmos bipinnatus 0.1+0.6f
Leonotis nepetifolia 0.0x0.0f
Parthenium hysterophorus 0.0+£0.0f
Mentha spicata 0.0+x0.0f

* Medias en la misma columna seguidas por la misma letra no son estadisticamente diferentes
(P < 0.05, Tukey test).
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Figura 14. Porcentaje de mortalidad de Aedes aegypti a las 96 h después de la
exposicidén a una concentracion de 10 mg/L de diferentes extractos vegetales.

3.7.4 Toxicidad de Leonotis nepetifolia sobre larvas de A. aegypti

Se encontré que el extracto de Leonotis nepetifolia comienza a ser bioactivo a
una concentracion de 320 mg/L mostrando 3.2% de mortalidad. La CLso a las 96

horas de exposicion fue de 602.8 mg/L, mientras que la CLos fue de 1155 mg/L.

A medida que aumenta el tiempo de exposicion disminuye la CLso (Tabla 12).
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Cuadro 12. Concentracion letal 50 y 95 del extracto Leonotis nepetifolia a 96,
72,y 48 horas después de la exposicion.

, N « Pendiente LCso LCos
Tiempo n DF + SE (FLY* (FL)*
602.8 1155

96 horas 1280 6 5.82+1.50 (457.0-884.6) (816.7 — 4335)
662.5 1355

72 horas 1280 4 5.29+0.30 (633.7 - 694.8) (1233 — 1523)
48 horas 1280 4 3.97+0.29 891.4 2311

(829.7 — 972.6) (1938 — 2921)
* n = nimero de larvas tratadas; DF = Grados de libertad; SE = Error estandar; LC =
Concentracioén Letal = mg/L; FL = Limite de confianza at 95%.

3.7.5 Toxicidad de Cuscuta campestris sobre larvas de A. aegypti

Se encontré que el extracto de Cuscuta campestris comienza a ser bioactivo a
una concentracion de 10 mg/L mostrando 7.5% de mortalidad. La CLso a las 96
horas de exposicion fue de 249.1 mg/L, mientras que la CLos fue de 15284 mg/L.

A medida que aumenta el tiempo de exposicion disminuye la CLso (Tabla 13).

Cuadro 13. Concentracion letal 50 y 95 del extracto Cuscuta campestris a 96,
72,y 48 horas después de la exposicion.

. Pendiente LCso LCos
* *
Tiempo n DF +SE (FL)* (FL)*
249.1 15284
96 horas 840 5 092¢0.14 1155 5362) (4061 - 298951)
338.2 39282
72 horas 1280 5 079:0.14 (1394 _9076) (7027 - 3658062)
48 horas 1280 5  0.68:0.11 806.8 210851

(369.3 — 2830) (25317 — 47982466)
* n = nimero de larvas tratadas; DF = Grados de libertad; SE = Error estandar; LC =
Concentracion Letal = mg/L; FL = Limite de confianza at 95%.
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3.7.6 Analisis Cromatografico y de Resonancia Magnética Nuclear de
extractos

3.7.6.1 Andlisis del extracto de Cuscuta campestris

En el andlisis cualitativo por cromatografia en capa fina de fase normal, eluida
con el sistema metanol-cloroformo (1:1) y revelado con soluciones indicadoras
de familias de compuestos arrojé del extracto de Cuscuta campestris (Figura 15)
los siguientes resultados: En la placa 1 revelada con CoClz 3% y H2SO4 5% y
calor se observaron bandas que se tifien de color amarillo cercanas al punto de
aplicacion (rf = 0.494), estos resultados sugieren que los compuesto presentes
en este extracto son de alta polaridad ademas que su color es indicativo de
compuestos de naturaleza aromatica o fendlica; debido a estos resultados se
procedio al andlisis cualitativo de compuestos fendlicos con la solucion de FeCls
al 5% donde en la placa 2 se observaron bandas de color azul marino
caracteristicas de compuestos fendlicos (rf = 0.494) las cuales tienen el mismo rf
de las placa 1, incluso los metabolitos en el punto de aplicacion también se
revelaron con el indicador concluyendo que se trata de compuestos de naturaleza
fendlica u aromética de alta polaridad probablemente por la presencia de
multiples grupo OH o derivados con azucares (glicosidos). Basados en la
existencia de compuesto polares en el extracto de Cuscuta campestris se
procedio al andlisis cualitativo de alcaloides por medio de la solucién indicadora
de Dragendorf, en la placa 3 demuestra que el extracto es negativo al test de
alcaloides. Para confirmar los resultados obtenidos por analisis cualitativo por
cromatografia en placa fina se realizd un experimento de resonancia magnética
nuclear de hidrégeno (*H) del extracto de Cuscuta campestris en metanol
deuterado (figura 16) se observaron sefiales con desplazamientos tipicos de
azucares 6= 3 — 4.5 ppm y compuestos fendlicos 6= 6.5 — 8 ppm principalmente;
un dato importante en el espectro fue la proporcion del tamafio de las sefales ya
gue la cantidad de sefiales de hidrégenos de compuestos aromaticos es
aproximadamente la mitad de los hidrégenos de azucares segun el andlisis de

integrales, haciendo de este un extracto rico en sustancias aromaticas.
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Figura 15. Cromatografia en capa fina del extracto metandlico de Cuscuta
campestris. 1) Compuestos polares. 2) Positivo a compuestos fendlicos. 3)
Negativo a alcaloides
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Figura 16. Espectro de RMN de *H a 400 MHz del extracto metandlico de
Cuscuta campestris en MeOD



3.7.6.2 Anélisis del extracto de Parthenium hysterophorus

En el andlisis cualitativo por cromatografia en capa fina de fase normal, eluida
con el sistema hexano-acetato de etilo (1:1) y revelado con soluciones
indicadoras de familias de compuestos arroj0 del extracto de Parthenium
hysterophorus (Figura 17) los siguientes resultados: En la placa 1 revelada con
CoCl2 3% y H2S04 5% y calor se observaron bandas que se tifien de diferentes
colores (Café, azul, amarillo, rojo) lo bastante alejados del punto de aplicacién (rf
=0.942), estos resultados sugieren que los compuesto presentes en este extracto
son de baja polaridad ademas que su color es indicativo de compuestos
organicos y alcaloide; debido a estos resultados se procedio al andlisis cualitativo
de terpenos con la solucion de KMnO4 y Na2COs al 3% donde en la placa 2 se
observaron bandas de color café dando positivo a terpenos (rf = 1) las cuales
tienen un rf similar al de la placa 1. Basados en la existencia de compuesto de
baja polaridad en el extracto de Parthenium hysterophorus se procedi6 al analisis
cualitativo de alcaloides por medio de la solucion indicadora de Dragendorf, en la
placa 3 demuestra que el extracto es positivo al test de alcaloides mostrado con

una banda de color rojo en el punto de aplicacion (rf = 0.05).

Figura 17. Cromatografia de Parthenium hysterophorus. 1) Compuestos de baja
polaridad. 2) Positivo a terpenos. 3) Positivo a alcaloides
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De igual manera, se realizo un experimento de resonancia magnética nuclear de
hidrogeno (*H) del extracto de Parthenium hysterophorus en dimetilsulféxido
(figura 18), esto con la finalidad de corroborar los resultados obtenidos en el
andlisis de cromatografia de capa fina donde se obtuvieron las siguientes: Se
observaron sefales con desplazamientos tipicos de azucares (6= 3 — 4.5 ppm) y
una pequefia traza de compuestos aromaticos (6= 7 — 8 ppm) especialmente. Se
observaron semejanzas con terpenos con picos sencillos debido a que estos
recorren el espectro (6= 1 — 8 ppm). También se devela la presencia de alcaloides
debido a la presencia de picos triples y en ocasiones cuadruples (6= 2 — 9 ppm);
un dato importante en el espectro fue la proporcion del tamafio de las sefales ya
gue la cantidad de sefiales de hidrégenos de compuestos aromaticos es inferior
a los hidrégenos de azucares destacando que la presencia de otros compuestos

como alcaloides o terpenos son los causantes de posibles actividades

insecticidas.
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Figura 18. Espectro de RMN de *H a 400 MHz del extracto metandlico de
extracto de Parthenium hysterophorus en DMSO -D6
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3.7.6.3 Anélisis del extracto de Leonotis nepetifolia

En el andlisis cualitativo por cromatografia en capa fina de fase normal, eluida
con el sistema hexano-acetato de etilo (1:1) y revelado con soluciones
indicadoras de familias de compuestos arrojo del extracto de Leonotis nepetifolia
(Figura 19) los siguientes resultados: En la placa 1 revelada con CoCl2 3% y
H2S04 5% y calor se observaron bandas que se tifien de diferentes colores (Café,
azul, amarillo, rojo) a lo largo de toda la placa (rf = 0.888), estos resultados
sugieren que los compuesto presentes en este extracto son de baja y alta
polaridad ademas que su color es indicativo de compuestos organicos y
aromaticos; debido a estos resultados se procedié al analisis cualitativo de
compuestos fendlicos con la solucion de FeCls al 5% donde se observo en la
placa 2 bandas de color café dando positivo a compuestos fendlicos (rf = 0.944).
Basados en la existencia de compuesto de dos tipos de polaridades en el extracto
de Leonotis nepetifolia se procedié al andlisis cualitativo de alcaloides por medio
de la solucién indicadora de Dragendorf, en la placa 3 demuestra que el extracto

es negativo al test de alcaloides.

Figura 19. Cromatografia de Leonotis nepetifolia. 1) Compuestos de baja y alta
polaridad. 2) Positivo a compuestos fenélicos. 3) Negativo para alcaloides
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Asimismo, se realiz0 un experimento de resonancia magnética nuclear de
hidrogeno (*H) del extracto de Leonotis nepetifolia en Dimetilsulfoxido (figura 20),
esto con la finalidad de validar los resultados del analisis de cromatografia de
capa fina donde se obtuvieron las siguientes: Se observaron sefiales con
desplazamientos tipicos de azucares (6= 3 — 4 ppm) y una pequefia traza de
compuestos aromaticos con sefiales débiles (6= 6.5 — 7.7 ppm) se pudo observar
que son compuestos fendlicos de tipo flavonoide debido al patron que se observé
en los picos ya que estos suelen ser sencillos y distribuidos en parte del espectro
en especial donde se sitian los compuestos aromaticos, por otra parte, no se
observan sefiales que denoten la presencia de alcaloides, ademas un dato
importante en el espectro fue la proporcion del tamafio de las sefiales ya que la
cantidad de sefiales de hidrogenos de compuestos aromaticos parece ser una
minima cantidad en comparacion con otros compuestos encontrados como en el

caso de azucares.
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Figura 20. Espectro de RMN de H a 400 MHz del extracto metandlico de
extracto de Leonotis nepetifolia en DMSO -D6
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3.8 Discusion

Las caracteristicas que deben considerarse para demostrar que un extracto
puede ser funcional contra ciertas plagas son el rendimiento que se genera tras
la extraccion y el efecto que este llegue a causar en los organismos a evaluar.
Los resultados de rendimiento de extraccion demostraron que el extracto de
Cuscuta campestris es el que generd el porcentaje mas alto, por lo cual puede
ser considerado como un extracto que es facil de conseguir, esta disponible en
diversos lugares ademas se puede obtener una buena cantidad de extracto al
utilizar una cantidad considerable de material vegetal seco.

En cuanto a la funcionalidad de los extractos, en este trabajo se espero que cada
uno de los extractos evaluados generaran algun tipo de efecto sobre los
organismos experimentales ya que de acuerdo a los antecedentes de estas
plantas pueden generar cierto grado de mortalidad, efecto antialimentario e
incluso causar modificaciones en su organismo. Estos extractos han sido puestos
a prueba con distintos organismos insectiles pero que han demostrado que la
eficiencia podria ser igual 0 mayor si es puesto a prueba en distintas plagas. Al
ser puestos a prueba los extractos metandélicos de Ricinus communis, Leonotis
nepetifolia, Cuscuta campestris, Parthenium hysterophorus, Cosmos bipinnatus
y Mentha spicata se esperdé que cada uno de los extractos pudiera generar un
porcentaje de mortalidad adecuado para el manejo de Aedes aegypti y
Spodoptera frugiperda pero los resultados demostraron que solo 3 de estos
extractos (Leonotis nepetifolia, Cuscuta campestris y Parthenium hysterophorus)
pudieron generar un efecto antialimentario y mortalidad en larvas de mosquito y
gusano cogollero. Los resultados obtenidos demostraron variacibn en la
respuesta de Spodoptera frugiperda y Aedes aegypti a diferentes extractos
vegetales asi como una variacién en la mortalidad inducida en cada especie

evaluada.

Para Spodoptera frugiperda se obtuvieron niveles de mortalidad menores al
23.7% siendo el extracto de Parthenium hysterophorus el que demostré el mayor

efecto de mortalidad de los 6 extractos evaluados, estos resultados son
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contrastantes con lo obtenido por Villate-Gémez et al. (2006), que reportan
mortalidades del 100% en larvas de tercer instar de S. frugiperda tratadas con
extractos acuosos de raiz, tallo, y flores de P. hysterophorus esta variacion de
efecto bioldgico probablemente esta relacionado al método de extraccion ya que
mediante el tipo de disolvente utilizado en la extraccion se puede obtener
distintas polaridades quimicas ocasionando una variacion en la mortalidad
(Kumar et al. 2012; Shivakumar et al. 2013) por lo tanto, los extractos acuosos
no extraen el mismo tipo y cantidad de metabolitos por extraccion a reflujo. Por
otro lado, el analisis fitoquimico de P. hysterophorus mostro la posible presencia
de terpenos y flavonoides este tipo de familia de compuestos estan relacionados
con el efecto antialimentario ya que se ha demostrado que esta planta contiene
grandes cantidades de germacreno, partenina, alantolactona e isolantolactona
como metabolitos secundarios (De Miranda et al., 2014). Por otra parte, se ha
demostrado que el uso de estos compuestos en contra de otros organismos del
orden Lepidoptera pueden llegar a producir grandes mortalidades lo cual puede
hacer mencion de que dichos compuestos puedan estar especializados en
distintos organismos o incluso que estos organismos pueden metabolizar estos
compuestos de manera natural y asi no ser afectados (Ebadollahi et al., 2010;
Kaur et al., 2016) por lo tanto, se considerd que el extracto de Parthenium
hysterophorus al presentar terpenos pudieron generar un efecto antialimentario y
al observarse la presencia de alcaloides, se pudo generar la respuesta de
mortalidad al entrar en contacto la larva de gusano cogollero con el extracto ya
que se puede asegurar que la presencia de estos compuestos generan
mortalidades superiores al 80% en distintos insectos (Tesfu et al., 2013; Ali et al.,
2018). Al observarse compuestos de baja polaridad se puede inferir que el efecto
antialimentario es debido a lactonas sesquiterpenicas y probablemente el
compuesto que genere mortalidades altas con este extracto puede ser un

compuesto de una polaridad alta (Viegas-Junior, 2003).

Regularmente el pardmetro ideal en la busqueda de herramientas para el manejo
de plagas es la mortalidad aguda, sin embargo, existen otras cualidades de los

extractos vegetales que pueden ser aprovechadas en el manejo de plagas, como
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el efecto repelente, disminucion de la fecundidad y reproduccion, disminucién de
la alimentacion, entre otros (Isman, 2006). A pesar de la baja mortalidad obtenida
sobre S. frugiperda, los extractos evaluados mostraron una inhibicion del peso a
los 7 dias de exposicidn, el cual atribuimos a un efecto antialimentario, los dos
extractos que indujeron la mayor inhibicion de peso fueron aquellos a base de P.
hysterophorus y Cuscuta campestris. En el caso de Cuscuta campestris, en el
andlisis fitoquimico demostré que esta planta tiene abundante cantidad de
compuestos fenolicos, siendo estos en su mayoria metabolitos secundarios de
tipo “flavonoles y/o flavonas” como quercetina, hiperosido, kaempferol, miricetina,
entre otros (Ahmad et al., 2017). Otros estudios dedicados a evaluar el
comportamiento alimentario de Spodoptera frugiperda (Murillo et al., 2014)
demostraron que los compuestos de tipo flavonoide estdn fuertemente
relacionados con la seleccion de alimento por parte de insectos del orden
Lepidoptera, debido a que estos organismos presentan receptores de potencial
transitorios siendo un grupo de canales io6nicos importantes en todas las
modalidades sensoriales donde se han demostrado que estos receptores son
generadores de la respuesta de inhibicion de la alimentacién, por lo tanto son
detectores de compuestos no gratos para el organismo de entre los cuales se
encuentran los compuestos fendlicos (Carroll et al., 2006; Xu, 2020). Por otra
parte, el estudio de algunos flavonoides como en el caso de la quercetina ha
demostrado ser un gran aliado para un correcto manejo integrado de plagas
debido a que al ser aplicado en larvas de otros lepidépteros como Helicoverpa
armigera ha demostrado ser un inhibidor de alimentacion lo cual se ve expresado
en el peso de las larvas (Chen et al., 2018), por lo tanto se puede atribuir dicho
efecto sobre las larvas de Spodoptera frugiperda debido a la presencia de
flavonoides en el extracto de Cuscuta campestris. Ademas, estos extractos se
catalogan como candidatos para estudios posteriores, sobre el efecto
antialimentario que puedan inducir sobre larvas de Spodoptera frugiperda, por
otra parte el estudio del comportamiento de los extractos vegetales contra gusano
cogollero han demostrado que los compuestos de la familia de los terpenos

generan un efecto doble; es decir se produce una inhibicion del crecimiento
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debido a que dichos compuestos interfieren con los receptores de ecdisona
(hormona de crecimiento) en larvas de Spodoptera frugiperda lo cual genera un
retraso en el crecimiento y la mortalidad del organismo, asimismo el organismo
blanco es capaz de detectar la presencia de estos compuestos mediante
receptores quimicos y es capaz de evitarlos causando el efecto antialimentario
(Romo-Asuncion et al., 2016; Rodriguez, 2003).

El efecto de los extractos vegetales obtenidos sobre larvas de tercer instar de
Aedes aegypti fue contrastante a lo mostrado sobre larvas de S. frugiperda, lo
gue hace suponer que los compuestos obtenidos provocan una respuesta
diferente en la especie objetivo, razén por la cual los hace atractivos, ya que
muestran un nivel de especificidad que nos puede aportar en reducir el impacto
gue pueden tener estos extractos al aplicarse en extensiones amplias sobre
organismos no blanco. El extracto de Leonotis nepetifolia presentd la mayor
mortalidad (96.6%) a una concentracion de 1000 mg/L sobre larvas de tercer
instar de A. aegypti, pero esta actividad disminuy6 considerablemente cuando se
aplicé una dosis de 100 mg/L ya que solo se observo tan solo el 0.1% de
mortalidad, el experimento de toxicidad indica que dosis superiores a 420 mg/L
inducen mortalidad a las 48 horas de exposicion, y para las 96 horas se encontré
una ClLso de 602.8 mg/L y una CLgs de 1155 mg/L. Por su parte, el extracto
metandlico de Cuscuta campestris a concentraciones de 1000 y 100 mg/L indujo
una mortalidad de 66.4 y 54.5% respectivamente, colocandolo como un extracto
prometedor en el control de larvas de A. aegypti. Resultados similares fueron
obtenidos por Bhan et al. (2015) donde el extracto metandlico de C. reflexa
mostro efecto insecticida sobre larvas de los mosquitos Anopheles sp. y Culex

sp. a las 72 horas de exposicion.

El efecto de Leonotis nepetifolia puede ser atribuido a la presencia de
compuestos fendlicos de tipo flavonas y/o flavonoles. Algunos estudios
fitoquimicos han demostrado que esta planta contiene metabolitos secundarios
que presentan distinta actividad biologica, atribuyendo este resultado a los

flavonoles como: luteolina, apigenina y cirsiliol, presentes como metabolitos
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secundarios en la planta de L. nepetifolia (De Oliveira et al., 2019). Ademas se
ha demostrado la actividad insecticida de diferentes extractos contra Aedes
aegypti destacando que estas plantas contienen el compuesto luteonina que es
capaz de generar mortalidades del 100% en larvas de ler instar de Aedes
aegypti, asi mismo, la quercetina (compuesto encontrado en C. campestris)
también puede ayudar para el control de estos insectos, ya que al ser combinado
con distintos insecticidas quimicos provocan un efecto sinérgico y logra hacer
una reduccion significativa en las poblaciones de Aedes aegypti (Al-Massarani et
al., 2019; Duangkaew et al., 2018). Ambos extractos al presentar compuestos
aromaticos de tipo flavonoide, pueden presentar dos diferentes mecanismos de
accion, de los cuales ponen a disposicién el compuesto del extracto hacia los
organismos blancos en este caso las larvas de mosquito. El primer mecanismo
de accion es mediante la alimentacion por filtracion ya que se ha demostrado que
las larvas de Aedes aegypti no son capaces de seleccionar su alimento y entra
libremente a su sistema por lo cual, al ingresar el compuesto flavonoide a su
sistema digestivo, puede provocar una intoxicacion generando la muerte
(Macédo et al.,, 1997). Por otra parte, estos metabolitos secundarios pueden
ponerse en contacto con las larvas al simpatizar con el medio acuético de manera
que, mediante la cuticula, el metabolito puede ponerse en contacto con el sitio
de accion, puede bloquear los sitios enzimaticos, afectar el sistema nervioso
central e incluso el sistema respiratorio como consecuencia de la penetracion del
metabolito secundario al organismo (Alvarez-Londofio et al., 2013; Pérez &

Lannacone, 2004).

Los resultados de los experimentos de busqueda de extractos metandlicos con
propiedades insecticidas, demostraron que Parthenium hysterophorus y Cuscuta
campestris contienen componentes que presentan actividad anti alimentaria
sobre Spodoptera frugiperda, mientras que los extractos de Leonotis nepetifolia
y Cuscuta campestris presentaron actividad insecticida sobre larvas de tercer
instar de Aedes aegypti. Con base a los efectos obtenidos de los diferentes
extractos metandlicos con mayor actividad bioldgica, se puede inferir que a corto

plazo el uso de extractos botanicos en la agricultura puede ser un método que de
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manera coordinada y conjunta con otras tacticas de control pueden contribuir a
un excelente manejo de plagas, ademas, el uso en combinacion con distintos
agroquimicos sintéticos parece ser un método que actualmente esta mitigando el
uso de productos que pueden ser perjudiciales para el ambiente inclusive para el
ser humano (Cantrell et al.,, 2012), ademas de promover la rotacion de
agroquimicos con distinto modo de accion previniendo el desarrollo de resistencia
de las plagas a los productos sintéticos y que de esa manera se dificulte el

manejo de estas.

Otro punto importante a considerar es de la eleccién del extracto a utilizar en
contra de los organismos de estudio donde el rendimiento de extraccion, la
abundancia de la planta y la facilidad de recoleccién son puntos importantes a
considerar para la eleccién de la planta de la cual se obtendra el extracto. En este
caso Cuscuta campestris, Parthenium hysterophorus y Leonotis nepetifolia
fueron las plantas que presentaron estas caracteristicas ya que son faciles de
obtener, se pueden encontrar en zonas urbanas y rurales, y fueron las tres
plantas que obtuvieron el mejor rendimiento de extraccidon respectivamente
siendo asi extractos con potencial de uso como productos biorracionales contra
Spodoptera frugiperda y Aedes aegypti ademas el trabajar con la parte aérea de
estas plantas genera distintos beneficios que conllevan a una produccién
sostenible ya que al utilizar la parte aérea, no se ve comprometida la vida del
organismo vegetal, ya que este puede regenerarse y seguir produciendo mas
hojas y demas 6rganos vegetales, lo cual nos lleva a la baja posibilidad de afectar
los recursos naturales y no se vea comprometida la disponibilidad de estos a

generaciones futuras.

Estudios posteriores deberan ser conducidos para determinar que otros
organismos vegetales, meétodos de extraccion, fracciones 0 grupos activos

presentan esta actividad.
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3.9 Conclusiones

El extracto metandlico de Cuscuta campestris fue el extracto que presento
un mayor rendimiento de extraccidbn en comparacion con los demas
extractos obtenidos, por lo tanto, se considera candidato para futuras

investigaciones.

Los extractos metandlicos de Parthenium hysterophorus y Cuscuta
campestris contienen componentes que presentaron actividad anti
alimentaria sobre Spodoptera frugiperda, mientras que los extractos de
Leonotis nepetifolia y Cuscuta campestris presentaron actividad

insecticida sobre larvas de tercer instar de Aedes aegypti.

El extracto de Cuscuta campestris presenta compuestos polares de tipo
fendlicos, mientras que el extracto de Parthenium hysterophorus contiene
compuestos de baja polaridad siendo estos terpenos y alcaloides. Para el
caso de Leonotis nepetifolia se encontraron compuestos de alta y baja
polaridad de entre los cuales se observO una pequefia traza de

compuestos fenolicos.
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