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RESUMEN

Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) comUnmente conocida como
gusano cogollero del maiz; es una de las principales plagas del maiz; actualmente se ha registrado que
éste insecto ataca muchos otros cultivos de gran importancia econémica como hortalizas y
leguminosas. Por lo que hoy en dia S. frugiperda es considerada una plaga polifaga, por lo cual se

deben acrecentar los esfuerzos para establecer medidas sustentables para su control.

Este trabajo se orientd a determinar la actividad insecticida de Dysphania ambrosioides
(nombre comun: Epazote; Sinonimia: Chenopodium ambrosioides) verde y morado; a nivel

laboratorio utilizando S. frugiperda.

Derivado de las evaluaciones se logro determinar que el fitoextracto metanolico de las partes
aéreas (hojas y tallos) de D. ambrosioides verde mostro la mayor actividad insecticida contra S.
frugiperda. El empleo de 500 ppm del fitoextracto produjo una mortalidad corregida superior al 34 %
en larvas y del 54 % en pupas. El extracto que presento efectividad se probd en una segunda evalaucion
a 125, 250, 500 y 750 ppm. Este extracto gener6 un reduccion significativa del peso larval con respecto
al testigo; impidiendo el desarrollo correcto de las pupas y los adultos; provocando un 24 % de pupas
deformes y el 12 % de los adultos que emergieron posteriormente mostraron deformaciones en las

alas.

A través de cromatografia en capa fina y espectroscopia de infrarrojo, se logro distinguir que

el fitoextracto activo contiene compuestos naturales que en su estructura quimica estan presentes
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grupos funcionales caracteristicos de hidroxilo, alcoholes secundarios y sistemas aromaticos que
presentan dobles enlaces conjugados; estos grupos funcionales frecuentemente se presentan en

flavonoides, taninos y terpenos.

Este trabajo permitié comprobar el potencial fitoinsecticida de las partes aéreas (hojas y tallos)
de Dysphania ambrosioides verde contra S. frugiperda a nivel laboratorio, como propuesta sustentable

para su control.
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ABSTRACT

Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) commonly known as fall army
worm is one of the main pests of corn; Currently it has been recorded that this insect attacks many
other crops of great economic importance such as vegetables and legumes. Therefore, today S.
frugiperda is considered a polyphagous pest, so efforts to establish sustainable measures for its control

must be increased.

This work was oriented to determine the insecticidal activity of green and purple Dysphania
ambrosioides (common name: Epazote; Synonymy: Chenopodium ambrosioides); at laboratory level

using S. frugiperda.

Derived from the bioessays, it was determined that the methanolic phytoextract of the aerial
parts (leaves and stems) of green D. ambrosioides showed the greatest insecticidal activity against S.
frugiperda. The use of 500 ppm of the phytoextract produced a mortality of more than 34 % in larvae
and 54 % in pupae.The phytoextract that showed efectiveness was tested in a second evacuation at
125, 250, 500 and 750 ppm. Likewise, it generated a significant reduction of larvae weight with respect
to the control; preventing the correct development of pupae and adults; causing 24 % of deformed

pupae and 12 % of the adults that emerged later showed deformations in the wings.

Through thin layer chromatography and infrared spectroscopy, it was possible to distinguish
that the active phytoextract contains natural compounds, and in their chemical structures are present

characteristic functional groups such as hydroxyl of secondary alcohols and aromatic systems that

XVI



have conjugated double bonds; these functional groups frequently occur in flavonoids, tannins and

terpenes.

This work allowed to verify the phytoinsecticide potential of the aerial parts (leaves and stems)
of green Dysphania ambrosioides against S. frugiperda at laboratory level, as a sustainable proposal

for its control.
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INTRODUCCION

El gusano cogollero Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) es una plaga
nativa del continente americano, sin embargo actualmente se han dado registros de su existencia en
algunos paises de Africa y Europa. S. frugiperda es la principal plaga del maiz, aunque ataca de igual
forma muchos otros cultivos de gran importancia econémica principalmente las gramineas (Poaceae).
Considerada S. frugiperda una plaga poligafa, se debe mejorar y acrecentar las medidas para su

control en campo (Gonzélez et al., 2015).

El gusano cogollero es combatido con insecticidas quimicos, muchos de los cuales causan
efectos nocivos a la salud del ser humano y fauna, afectando principalmente a abejas; presentan
permanencia prolongada en el medio ambiente, principalmente en suelo y cuerpos de agua afectando

a peces e invertebrados acuaticos.

Se estima que S. frugiperda como plaga en México causa un 50 % de pérdidas en los cultivos
del maiz (Blanco et al, 2014). Debido al uso indiscriminado y excesivo de los insecticidas quimicos
ha provocado que muchas plagas desarrollen resistencia quimica, y el gusano cogollero no es la
excepcion, el desarrollo de resistencia quimica. Por lo que en los ultimos afios se han incrementado
los esfuerzos en la busqueda de alternativas amigables con el ambiente para coadyuvar en el combate
de plagas, una de estas es el control con insecticidas botanicos. Una de las principales ventajas de los
insecticidas botanicos, radica en su biodegradabilidad; por lo que su permanencia en el ambiente suele

ser por periodos cortos.
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En este sentido se inserta la presente investigacion por lo que se propuso estudiar la actividad
insecticida a nivel laboratorio de Dysphania ambrosioides (Chenopodiaceae, Sinonimia:
Chenopodium ambrosioides) en contra de Spodoptera frugiperda. Esta especie se caracteriza por no
presentar plagas insectiles y fangicas por su alto contenido de aceite esencial, es mas propensa a
presentar malezas. El potencial del epazote ha sido evaluado para el combate de diferentes plagas
agricolas, por ejemplo, plagas que atacan granos almacenados y también plagas que atacan a los

cultivos (Tagliari et al., 2010; Knaak et al., 2012; Vazquez et al., 2015).

En este trabajo de investigacion se muestra el estudio sistematico de la evaluacion bioldgica de
diversos fitoextractos organicos de D. ambrosioides verde y morado en contra de S. frugiperda. Los
resultados muestran que D. ambrosioides tiene potencial como fitoinsecticida para controlar

eficientemente a S. frugiperda en sus diferentes estadios
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CAPITULO 1

1.1. Antecedentes
1.1.1. Gusano cogollero (Spodoptera frugiperda) J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae)

Spodoptera frugiperda cuyo nombre comun es gusano cogollero, es un insecto plaga nativo del
continente Americano. Es un insecto polifago que en su estado larval exhibe habitos fitéfagos®. En la
época de los noventas se reportd que S. frugiperda como insecto plaga, atacaba 80 especies de 23
familias de plantas, al paso del tiempo la cifra de plantas hospederas del gusano cogollero ha
aumentado significativamente en el continente Americano, ya que, se encuentra presente en 186
especies vegetales de 42 familias de plantas, siendo la mas afectada la familia Poaceae (Cazmuz,
2010), donde se encuentran plantas basicas para la dieta humana, como maiz, sorgo y trigo. Si bien
son varias las plantas hospederas de S. frugiperda, esta plaga tiene cierta preferencia para ovipositar
en el cogollo del maiz y alimentarse de la planta (Jaramillo et al., 1989), porque selecciona hojas y
brotes tiernos para alimentarse. Esta plaga provoca diferentes niveles de dafio en los cultivos (Alvarez,

1991; Murillo, 1991).

En Meéxico, el gusano cogollero es una plaga que puede llegar a causar pérdidas econémicas
hasta del 50 % en el rendimiento del cultivo del maiz (Blanco et al., 2014). En Meéxico se localiza
principalmente en zonas célidas. Los estados del pais con mayor produccién de maiz son Sinaloa (22

%), Jalisco (14 %), Estado de México (8 %), Michoacan (7 %), Guanajuato (6 %), Guerrero (5 %),

! Que se alimenta de materias vegetales.



Veracruz (5 %), Chiapas (5 %), Chihuahua (4 %), Puebla (4 %) y los demas estados representan el 20
% restante (Agencia de Servicios a la Comercializacion y Desarrollo de Mercados Agropecuarios,

2018).

Figura 1. Larva? de Spodoptera frugiperda

1.1.1.1. Clasificacion taxondmica

El gusano cogollero pertenece a la familia Noctuidae; mariposas con alas grandes, fuertes y
recubiertas de una gran cantidad de escamas. Los adultos de esta familia generalmente realizan sus
diferentes actividades basicas durante la noche, porque poseen hébitos nocturnos®. La clasificacion

taxondmica del gusano cogollero es la siguiente (Fernandez, 1994).

2 Animal que se encuentra en la primera etapa del desarrollo pos embrionario de los animales que experimentan
desarrollo indirecto.
% Que busca su alimento y desarrolla sus principales actividades durante la noche.
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Reino: Animalia
Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Lepidoptera
Familia: Noctuidae
Género: Spodoptera

Especie: Spodoptera frugiperda

1.1.1.2. Ciclo de vida de Spodoptera frugiperda

S. frugiperda es un insecto con metamorfosis completa u holometabolo, su ciclo de vida en
Latinoamérica (Figura 2) comprende cuatro estados bioldgicos y seis estadios larvales y tiene una

duracion aproximada de entre 24 a 40 dias (FAO, 2017).

Este insecto permanece entre tres a cinco dias como huevecillo, estos miden aproximadamente
0.5 mm de diametro tienen forma esférica, son un poco aplanados en la parte superior y su superficie
externa esta estriada radicalmente. El color de estos es blanco amarillento, presentan brillo nacarado
cuando estan recién puestos, se tornan de un color gris rojizo cuando las larvas van a eclosionar. Son
depositados en grupos compactos formando varias capas generalmente de cien o mas huevos
individuales, cubiertos por una especie de telarafia compuesta por secreciones de la hembra y escamas
de su cuerpo, la cual parece proporcionarles cierta proteccion contra algunos agentes bioticos y

abioticos (Capinera, 1999).



Las hembras adultas
viven 10 dias en promedio La polilla hembra del
gusano cogollero del
maiz puede depositar
hasta 1000 huavos o
total duratite su vida.

(hasta 21 dias).

Puede producir varias
generaciones al afio
(dependiendo de la
temperatura).

FASE DE PUPA
8-30 dias LOS HUEVOS

Los huevos se depositan en masas
de 50-200 huevos.

FASE LARVAL

(seis estadios): 14-22 dias

Los huevos edosionan

en 2-3 dlas.

®FAD, 2017
1742465/1 /0617

Figura 2. Ciclo de vida del Spodoptera frugiperda en América Latina
(Fuente: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion, 2017)

El insecto permanece entre 14 a 22 dias como larva, el primer alimento de estas al eclosionar es
el corion del huevo*. Recién eclosionadas miden aproximadamente 1.5 mm de largo, de color
blanquecino, con cabeza negra y prominente, el cuerpo esta cubierto de pelos finos. Presentan una
coloracidn variable conforme avanza el desarrollo, que va del color verdoso hasta gris oscuro. La
coloracion también depende del alimento que ingieren. En su posicion dorsal, puede distinguirse una

faja media longitudinal de color café oscuro, y un par de franjas laterales de color café mas claro a

4 Cuerpo redondo u ovalado, con una membrana o cascara exterior, que ponen las hembras de algunos animales y
que contiene en su interior el embridn de un nuevo ser y el alimento necesario para que crezca.
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ambos lados de la anterior. Presentan un escudo cervical café oscuro; la cabeza es de color café
amarillento, mas estrecha que el cuerpo, y presenta la sutura epicraneal muy destacada y en forma de

Y invertida. (Garcia et al. 2012).

En su maximo desarrollo alcanza 34 a 44 mm de longitud; en esta especie se presentan seis a
siete instares larvales y se observan habitos canibalistas entre ellas y con respecto a un gran nimero
de larvas de otras especies, después del tercer estadio. Las larvas que emergen durante los primeros
30 dias de edad de la planta son las que ocasionan mayor dafio en el cultivo. Por lo que las orugas que
provienen de huevecillos puestos en los primeros cinco dias de edad de la planta de maiz causan la
defoliacion completa y ademas dafia el meristema apical en desarrollo, generalmente no permanecen
en el cogollo durante toda su vida larvaria, si no que antes de madurar descienden al suelo y dafian el
cuello de la planta causandole la muerte. El dafio que provocan es muy evidente ya que las hojas se
observan rasgadas y con abundantes excrementos (Willink et al., 1993a y 1993 b). Cuando las larvas
buscan las plantas, penetran verticalmente el cogollo, donde permanecen ocultas hasta que bajan al

suelo para pupar.

Las larvas se entierran aproximadamente 2,5 cm bajo el suelo, donde realiza una galeria de
unos siete centimetros de largo, al final de la cual forma su celda pupal, acorta sus segmentos, muda

por Ultima vez y se convierte en pupa.



El estado pupal tiene una duracion de 7 a 13 dias, la pupa® del gusano cogollero es obtecta, de
aproximadamente de 18 mm de longitud, color café oscuro, lisa y brillante; el cremaster esta

constituido por dos espinas pequefias en forma de “V” invertida (Capinera,1999).

Después de su emergencia, el insecto adulto permanece entre 10 y12 dias como palomilla. En
ese estado bioldgico el aspecto del insecto es variable; entre 30 a 35 mm de longitud alar, térax y
abdomen pubescentes y de color ceniciento, las antenas son filiformes. Ambos sexos son facilmente
atraidos hacia la luz. Las palomillas tienen un periodo precopulatorio de 1 o 2 dias, y otro de
preoviposicién de cerca de dos dias. Las condiciones apropiadas para el desarrollo del insecto deben

ser a través de un ambiente calido, hiumedo y lluvioso (Capinera, 1999).

El macho tiene alas anteriores de color pardo oscuro, con una franja notoria en el margen
externo; en la region central de cada una de ellas, cerca al margen costal, muestra un area reniforme,
y paralelamente hacia el borde anal existe otra mancha elipsoidal de color claro con el centro oscuro.
En el borde externo existe una mancha blanca conspicua y en cada ala se presentan otros arabescos.

Las alas posteriores son blancas, pero muestran en el borde externo un ribete oscuro.

La hembra posee las alas anteriores de color gris, mas homogéneas comparadas con las del
macho; se observan en ellas arabescos, aunque menos conspicuos. Estas copulan més de una vez y

llegan a ovipositar en promedio, hasta 890 huevecillos.

> Animal que se encuentra en la fase de desarrollo posterior a la forma de larva y anterior a la forma adulta, entre
los animales que experimentan metamorfosis completa.



1.1.2. Control del Spodoptera frugiperda

1.1.2.1. Control de Spodoptera frugiperda con insecticidas sintéticos

El gusano cogollero ha sido cominmente combatido con insecticidas sintéticos. El control del
gusano cogollero en campo requiere de dos a cuatro aplicaciones de insecticidas quimicos por

temporada (Hruska y Gould, 1997). Tejeda et al., 2016; compararon la efectividad biol6gica de 6
insecticidas sintéticos comerciales (LorsbanT'VI 480 EM, Decis® Forte, Rimon® 100 CE, Denim®

19 CE, PalgusTNI y Mustang Max®) contra el gusano cogollero. Todos los insecticidas comerciales
probados tuvieron efecto en S. frugiperda respecto al testigo. En la Tabla 1. Se muestran algunos

insecticidas comerciales que son usados contra el gusano cogollero.

1.1.2.2. Controladores biol6gicos de Spodoptera frugiperda

Flores, 2000; reportd que la especie S. frugiperda es susceptible a 53 especies de parasitoides,
de 43 géneros y 10 familias, ademas este insecto muestra susceptibilidad a 20 especies de
entomopatdgenos. La bacteria Bacillus thuringiensis (Berliner) es la méas utilizada en el control
bioldgico de larvas de lepiddpteros y se le considera un agente de control bioldgico clave dentro de

un programa de manejo integrado de plagas, siendo tan eficaz como los insecticidas quimicos

convencionales.



Tabla 1. Insecticidas quimicos utilizados actualmente para el control de S. frugiperda

Cipermetrina
Piretroide
C22H19CIoNO3

Arrivo200 CE
Piretroide
C22H19CI2NO3

Exalt
Spinosine
Palgus
Spinosine
Pounce
Permetrina

Aldrin
Organoclorado
C12HsCle

Irritante para 0jos y sistema respiratorio, en altas concentraciones. Causa dermatitis

con el contacto prolongado. Si se inhala provoca dolor de cabeza, desgano, suefio
e inconsciencia. Altamente toxico para abejas, peces e invertebrados acuaticos. Es
fotodegradable y se degradada por bacterias en condiciones aerobias

Al ser inhalado o por contacto ocular produce temblores, convulsiones, pérdida de
control, pérdida de coordinacion e incremento de la sensibilidad al sonido. Al
contacto con la piel produce ardor y comezén. Es altamente tdxico para peces y
artrépodos acuaticos. Ligeramente toxico en aves.

Recientemente aplicado es altamente toxico para abejas. Moderadamente toxico
para organismos acuaticos. Muy baja toxicidad para aves.

Ligeramente toxico para humanos y animales domésticos. Puede provocar
irritacion severa, por lo que se deberd evitar su ingestion, inhalacion y contacto con
la piel y ojos.

Es extremadamente toxico para peces e invertebrado acuaticos, y para abejas. Se
dispersa facilmente con el viento

Es volatil y su evaporacion en el suelo es la principal fuente de emisién a la
atmosfera, por lo que es altamente persistente. Provoca dolor de cabeza, mareos,
nduseas, vémitos, convulsiones hasta el coma. Baja solubilidad en agua, alta
disolucién en solventes organicos, grasas y aceites.

1.1.3. Dysphania ambrosioides (epazote)

Recientemente existio una reclasificacion de familia Chenopodiaceae (actualmente familia
Amaranthaceae y subfamilia Chenopodioidae), entre las especies reclasificadas, se encontro la especie

vegetal conocida comunmente como epazote (Figura 3), la cual se conocia como Chenopodium

ambrosioides, y que actualmente esta clasificada como Dysphania ambrosioides.

La Real Academia Espafiola de la Lengua define la palabra epazote de la siguiente manera
(RAE, 2018): “Planta herbdcea anual, de la familia de las quenopodidceas, cuyo tallo, asurcado y
muy ramoso, se levanta hasta un metro de altura. Tiene hojas lanceoladas, algo dentadas y de color

verde oscuro, flores aglomeradas en racimos laxos y sencillos, y semillas, nitidas y de margen obtusa.

Se toman en infusion las hojas y las flores .



El epazote al ser una planta con gran contenido de aceites esenciales, que no es propenso a
enfermedades por hongos o a sufrir el ataque de plagas insectiles, en cambio es propenso a presentar

malezas.

Figura 3. Hojas y tallos de Dysphania ambrosioides

1.1.3.1. Clasificacion taxonomica
Reino: Plantae
Phylum: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Carophyllales
Familia: Amaranthaceae
Subfamilia: Chenopodioidae
Género: Dysphania

Especie: Dysphania ambrosioides (L.) Mosakyn & Clemants

1.1.3.2. Descripcion botéanica de Dysphania ambrosioides

Segun Rzedowksi (2001) el epazote tiene las siguientes caracteristicas:

1. Habito y forma de vida: Planta erguida o ascendente, glandulosa.
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2. Tamafio: De 40 a 1 m de alto.

3. Tallo: Simple o ramificado.

4. Hojas: Pecioladas, oblongas a lanceoladas, de tres a diez centimetros de largo por uno a
cinco centimetros de ancho, gradualmente reducidas hacia la parte superior, subenteras o

sinuadodentadas.

5. Inflorescencia: En forma de espiga con numerosas flores, dispuestas en panicula piramidal.

6. Flores: Sésiles, dispuestas en panicula piramidal, con o sin hojas interpuestas; perianto de 1

mm de largo, glanduloso.

7. Frutos y semillas: El fruto es circular de casi 1 mm de ancho, envuelto por el perianto,
pericarpio delgado que se desprende facilmente, glanduloso. La semilla es de unos 0.7 mm de

diametro, con el margen obtuso, de color negro, brillante y lisa.

Las plantulas de esta especie presentan un hipocotilo cilindrico, de 8 a 20 mm, con o sin pelos;
cotiledones sesiles, lineares, de 3.5 a 13 mm de largo y 0.5 a 1 mm de ancho, sin pelos; sin epicotilo;

hojas opuestas (Espinosa y Sarukhan, 1997). Esta especie se caracteriza por ser fuertemente aromatica.

1.1.3.3. Distribucién geogréafica de Dysphania ambrosioides

El epazote es una planta originaria del continente americano, por lo tanto, en México, es una
planta nativa. Ademas, se ha adaptado bien en los climas de los tropicos y templados de otros

continentes.
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1.1.3.4. Usos de Dysphania ambrosioides

El epazote es principalmente utilizado en el tratamiento de enfermedades parasitarias como
ascariasis, helmintiasis y amibiasis (Osuna, Tapia y Aguilar, 2005, p.132). Igualmente es usado para
otras enfermedades gastrointestinales como diarrea, disenteria blanca. Para estos fines principalmente
se emplean las hojas, ramas y raiz en infusion. Ademas del uso medicinal, los organismos de esta

especie son usados en la cocina mexicana como condimento (Hernandez, 2012).

1.1.3.5. Fitoquimicay farmacologia de Dysphania ambrosioides

El género Chenopodium comprende aproximadamente 150 especies, y de acuerdo a la revision
realizada por Kokanova et al., 2009; reportaron la presencia de fenoles (derivados del fenol: alcoholes,
aldehidos y glucdsidos), lignanos, cumarinas, flavonas, flavonol y sus glicosidos, flavononas e
isoflavonas, catequinas y fitoesteroles (Figura 4). Con respecto a compuestos de tipos terpeno se
reportan monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, carotenoides, saponinas, también se menciona la

presencia de compuestos de tipo alcaloide, amida, amina y algunas vitaminas.

Diversos estudios quimicos han sido realizados a especies vegetales pertenecientes a la familia
Amaranthaceae, en lo concerniente a aceites esenciales, se han reportado una amplia variedad de
flavonoides como el kaempferol (1), esteroles como el B-mirceno (2) o el geraniol (3), compuestos
estrogenos tipo esteroidal (Kokanova, et al., 2009) , alcaloides y Cumarinas (Rizk, 1986). De las
partes aereas de C. murale se han reportado tres flavonoides: Kaempferol (1); herbacetina (4),

quercetina (5): monoterpenos (2 y 3) y una cumarina, la escopoletina (6) (Mohammed, et al., 2012).
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Figura 4. Diferentes metabolitos hallados en la familia Chenopodiaceae

1.1.3.5.1. Principales metabolitos secundarios presentes en Dysphania ambrosioides

En Dysphania ambrosioides se ha reportado la presencia de kaempferol y sus glicésidos,

quercetina, isorhammentina, espinasterol, avenasterol, monoterpenoides como el ascaridol, geraniol,

acetato de citronelilo, limoneno y diferentes monoterpenos asi como sesquiterpenoides mono y

biciclicos (Kokanova et al. 2009).

En los diferentes 6rganos del epazote se han hallado diferentes metabolitos (Osuna, 2005,

p.131), los cuales se enlista a continuacion:

e Flor: aceite esencial, componentes fenolicos, acidos feralico y vanilico.
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e Fruto: kaempferol, flavona y aceites esenciales.

o Semillas: aceite esencial; saponinas; esteroles; monoterpenos; ascaridol, p- cimeno y otros

compuestos como salicilato de metilo y limoneno.

e Hojas: ambrosido y ramnosido de kaempferol.

e Raiz: saponinas; geraniol, mirceno, alcanfor, p-cimeno, terpineno; &cido butirico;

espinasterol y otros compuestos como urea y limoneno.

Se ha reportado que el aceite esencial del epazote contiene las siguientes sustancias (Osuna,

2005, p.131):

e Monoterpernos: ascaridol, p-cimeno, a-terpineno, metadino, pinocaureol, metadieno,

alcanfor, B-pineno y mirceno.

Sesquiterpenos: limoneno y terpineol.

e Terpenos: betaina y santonina.

e Flavonoides: kaempferol, ramnosido y ambrosido.

e Acidos: citrico, tartarico, succinico y butirico.

e Saponinas, alcanos (salicilato de metilo), aceites volatiles, quenopodiosidos Ay B.

En el tamizaje fitoquimico realizado a Chenopodium ambrosioides por Paixao et al. 2014, se
reportd que la abundancia de compuestos correspondia a fenoles y taninos compuestos de tipo

alcaloidico.
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Jaramillo et al., 1989; reportaron que el aceite esencial recuperado de las hojas de C.
ambrosioides presentd mayoritariamente terpenos como a-terpineno (60,29 %), seguido de p-cimeno

(20,49 %), 4-careno (7,96 %) y trans-ascaridol (1,91 %).

Omidbaigi et al., 2005; mencionaron que el aceite esencial del epazote contiene como
componentes quimicos mayoritarios, terpenos como el a-felandreno (40 %), a-pineno (13.5 %),

ascaridol (8.6 %), 6-3-careno (35.26 %) y pinocarvona (9.52 %).

1.2. Marco tedrico

1.2.1. Agriculturay Agrobiodiversidad

Se estima que la agricultura surgio hace aproximadamente 10,000 afios (Janick, 2002; Diamond,
2012) y se calcula que se han utilizado aproximadamente 7,000 especies de plantas como fuente
alimentaria. Esta diversidad ha ido disminuyendo intensamente durante los ultimos 50 afos,
ocasionando que muchas variedades locales desaparezcan. Hoy en dia el 90 % de los requerimientos
caldricos y de proteinas de la dieta humana se cubre con Unicamente 15 tipos de cultivos de vegetales
o0 plantas y ocho especies de animales domésticos, y la mitad de la ingesta de energia de origen vegetal

proviene de tan solo tres especies: trigo, arroz y maiz (Rapoport, 2007).

La agrobiodiversidad incluye la diversidad a nivel ecosistema, especie y genes, engloba por un
lado a las especies de plantas y animales, cultivadas y domesticadas para la alimentacion y otros usos,

asi como sus parientes silvestres. Tambien incluye a los componentes que sostienen a los sistemas de
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produccion agricola o agroecosistemas (microorganismos del suelo, depredadores, polinizadores,
etc.), y a las dindmicas y complejas relaciones entre las sociedades humanas, las plantas cultivadas y
los ambientes en que conviven, lo que repercute en las politicas de conservacion de los ecosistemas
cultivados, de promocion de la seguridad alimentaria y nutricional de las poblaciones humanas, de

inclusion social y del desarrollo local sustentable (Santilli, 2017).

1.2.2. Interaccién planta-insecto

Las plantas tienen interacciones ecoldgicas con diversos seres vivos como microorganismos
como bacterias u hongos, con animales herbivoros como mamiferos e insectos. Al ser organismos que
se encuentran anclados al suelo han desarrollado diferentes adaptaciones que les han permitido
sobrevivir, esto ha llevado a las plantas a generar una gran diversidad fitoquimica (Harborne, 1993)
En la mayoria de las plantas hay compuestos volatiles que son comunes, por ejemplo: alcoholes,

aldehidos, esteres y terpenoides (Granados et al., 2008).

Las plantas logran identificar los dafios producidos en ellas por ciertos insectos o depredadores
y desarrollan para su proteccion una respuesta a través de biosintetizar sustancias quimicas repelentes,
para asi tener un menor gasto energético en la resolucion de estos procesos y enfocar la energia en

otros procesos (Bryant et al., 1992).

Las diferentes especies vegetales son capaces de producir metabolitos especificos para,
generalmente, repeler ciertos insectos que son perjudiciales para ellas por lo que han desarrollado
respuestas bioquimicas como la produccién metabolitos secundarios con actividad antioxidante,
antimicrobianos o para defensa contra herbivoros (Croteau et al., 2000), Asi como metabolitos para
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la atraccion de ciertos insectos para su proteccion como son parasitoides o depredadores de los

insectos herbivoros

Los insectos también han desarrollado estrategias bioquimicas para lograr resistencia ante los
metabolitos secundarios que los afectan, por ejemplo, la detoxificacion, en caso de que lleguen a

ingerir partes de la planta con metabolitos que les causen dafio (Granados et al., 2008).

1.2.3. Plaguicidas

1.2.3.1. Evolucion de los plaguicidas

Un plaguicida es toda aquella sustancia toxica, disefiada para interferir o modificar los
mecanismos fisiologicos fundamentales en invertebrados como insectos, aracnidos y también en
mamiferos como por ejemplo roedores, inclusive aquellos que son compartidos por otros animales,
incluido el ser humano, a quienes en determinadas circunstancias podria llegar a ocasionar la muerte

(OMS, 1992; OPS/OMS, 2009).

Los primeros plaguicidas utilizados por el humano, insecticidas principalmente, eran de origen
natural, es decir, estaban compuestos por elementos que se encuentran en la naturaleza, o por mezclas
de estos. A partir de la segunda guerra mundial los plaguicidas naturales comenzaron a ser sustituidos
por insecticidas organicos sintéticos. En el afio de 1942 se introduce el uso del DDT (dicloro difenil
tricloroetano) y en afios siguientes herbicidas, entre otros compuestos organoclorados y

organofosforados.
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El uso de los plaguicidas sintéticos no sélo tuvo influencia en el desarrollo agricola, también
tuvo una funcion muy importante indirectamente para el control de enfermedades transmitidas por

vectores, como el paludismo y el dengue (Mellado, 2007).

Entre los afios 1960 y 1970 se introducen los fungicidas y al mismo tiempo se comienzan a
observar las manifestaciones de los efectos ecotoxicolégicos ocasionados por los insecticidas
quimico-sintéticos, iniciando el registro de estas incidencias a la salud humana. Para los afios entre
1970 y 1980 se introducen la tercera generacion de plaguicidas, piretroides y sulfonilureas. Para

finales del siglo XX se introducen los plaguicidas ecoldgicos como esterilizantes y feromonas.

1.2.3.2. Legislacion del uso de plaguicidas en México

En Meéxico, la legislacion referente a los plaguicidas se establece en la Norma NOM- 003-STPS-
1999 cuyo objetivo es establecer las condiciones de seguridad e higiene para prevenir los riesgos a los
que estan expuestos los trabajadores que desarrollan actividades agricolas de almacenamiento,
traslado y manejo de insumos fitosanitarios o plaguicidas e insumos de nutricion vegetal o
fertilizantes. Esta Norma Oficial Mexicana esta contenida en la Ley Federal del Trabajo, el vigilar el

cumplimiento de esta Norma corresponde a la Secretaria del Trabajo y Prevision Social.

La Norma NOM-003-STPS-1999 ademas del objetivo, campo de aplicacion y referencias de
otras Normas de uso y seguridad de plaguicidas, contiene definiciones (glosario), las obligaciones del
patrén y del personal expuesto a los plaguicidas, las condiciones de seguridad e higiene para toda
accion o labor realizada con los productos utilizados. También tiene un apartado de anexos médicos
previos, periddicos y de emergencia, asi como de las acciones que se deben llevar a cabo en caso de
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exposicion aguda o intoxicacion. En caso de accidente como fuga o derrame contiene una guia de
referencia para las acciones a tomar. Es decir, que, esta Norma es completa en cuanto acciones

preventivas y posteriores.

1.2.3.3. Consecuencias del uso de plaguicidas

Los plaguicidas son toxicos para la fauna que se encuentra en los campos agricolas asi como
para los insectos benéficos para el equilibrio de los cultivos (Dietz et al., 1991). La toxicidad el ser
humano se genera a través de dos vias; por encontrarse en contacto constante con estas sustancias se
produce toxicidad aguda y grave principalmente para los trabajadores (irrigadores o fumigadores) o

para los que los fabrican (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion de los plaguicidas quimico organico sintéticos

Uso (OMS, 2009) Insecticida Fungicida Herbicida Nematicida
Esfera donde permanecen .
(OMS, 2009) Aire Suelo/ Subsuelo Agua
Vida Media No Moderadamente Persistente Permanente
(Ramirez y Lacasafna, 2001)  persistentes persistente
Nivel de Toxicidad (OMS, De baja T6xXiCOS NOCIVOS Altamente
2009) peligrosidad toxicos
Via de toxicidad (OMS, 2009) Oral Aguda  Por inhalacién Dérmica Crénica
Trastornos provocados MUEGCiEos
b Efectos Efectos Sistema Carcinogénicos

(OMS, 2009 Reigart y

Roberts, 1999) cutaneos oftalmoldgicos  Inmunoldgico  Reproductivos

Neurolégicos

Una de las desventajas de los plaguicidas radica en que no solo son téxicos para el organismo

que se desea erradicar, sino que también son toxicos para fauna que se encuentra en los campos
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agricolas y consume los insectos plaga o benéficos para el equilibrio de los cultivos, como los
polinizadores (Dietz et al., 1991). Otra desventaja de los plaguicidas es que son una fuente movil de
contaminacion quimica en el ambiente, afectan al aire, agua y suelo; en este Gltimo como compuestos

recalcitrantes que son dificiles de eliminar.

En los paises en vias de desarrollo, como lo es México, no hay suficientes datos derivados de
las actividades de supervision de los plaguicidas, principalmente porque no se cuentan con los recursos
econdémicos para realizar analisis quimicos, los cuales,si se llegan a realizar, se hacen con muestras
de momentos criticos del afio (Ongley, 1997). Con estos analisis se construyen bases de datos, aunque

con faltantes de épocas del afio donde no se realizan muestreos.

El consumo de hortalizas que contengan residuos de plaguicidas produce intoxicacion
dependiendo de la sensibilidad del consumidor podrian tenerse efectos indeseables (Henao et al.,
1993). Como consecuencia al uso continuo e irracional de los plaguicidas sintéticos se ha conducido
a las plagas a generar resistencia ante estos, por lo que combatirlas o controlarlas se torna cada vez

maés problematico, resultando en grandes pérdidas econémicas.

Los dafos ocasionados por las plagas a los cultivos se producen a través de afectar varios de sus
Organos como son: raices, tallos, hojas, flores, frutos y semillas, en forma parcial o total. Una vez que
la plaga afecta al cultivo o planta, puede producirse la inutilizacion de los 6rganos que se desean
cosechar, puede perderse la capacidad de produccion, o bien puede ocurrir la destruccién total del

individuo vegetal (Vazquez, et al., 2015).

Sin embargo, un aspecto de suma importancia se refiere a que por el uso excesivo e inadecuado

de los controladores quimicos han causado en todos los lugares donde se han aplicado severos dafios

19



ambientales. Esto ha ocurrido principalmente por desconocimiento sobre los riesgos para el ambiente
que se encuentran asociados al uso de sustancias toxicas y recalcitrantes a largo, mediano o corto

plazo (Mellado, 2007).

1.2.4. Insecticidas botanicos

Con la meta de la sustentabilidad, se ha buscado estudiar y desarrollar alternativas de origen
natural, que sean capaces de combatir las plagas, esperando los impactos en la salud y en el ambiente

mucho menos perjudiciales o nulos (Regnault et al, 2005).

Los fitoinsecticidas que son preparados de especies vegetales son controladores efectivos de
plagas, con menor potencial toxico sobre insectos benéficos y para el ser humano En comparacion
con los plaguicidas quimicos, la principal ventaja que tienen los insecticidas botanicos es su
biodegradabilidad, es decir, que no permanecen en el ambiente por largos periodos de tiempo, por lo

que resultan mas seguros que los equivalentes sintéticos.

Los insecticidas botanicos en su mayoria, presentan un efecto insectistatico, es decir, que logran
inhibir el desarrollo y comportamiento de los insectos (Rodriguez, 1996); a diferencia de los
insecticidas quimicos los cuales tienen un efecto biocida. Hoy en dia diversos grupos de investigacion
alrededor del mundo, potencian esfuerzos para determinar el potencial insecticida de plantas o partes
de ellas sobre diversos blancos como son insectos, hongos o bacterias que enferman a las plantas.
Algunas especies vegetales que han sido estudiadas pertenecen a familias botanicas como Asteraceae,

Solanaceae, Meliaceae, Lauraceae, Piperinaceae. Anonaceae, Caprifoliaceae, Fabaceae,
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Tropaeolaceae, Sterculiaceae, Polypodiaceae, Tameraceae, Rutaceae, Sapindaceae, Smilaceae, entre

otras (Guzmén et al., 2011).

Para la produccion sustentable de un fitoinsecticida, la especie a utilizar debe ser perenne, estar
ampliamente distribuida y ser abundante o ser cultivable, requerir de bajo mantenimiento, no tener un
alto valor economico y ser eficaz a bajas dosis. Se debe evitar utilizar las raices o cortezas;
preferentemente deben utilizarse los diferentes 6rganos renovables de las plantas, como hojas, tallos,
flores, semillas, los érganos no utilizados o residuos generados pueden ser utilizados en otros

procesos. (Ahmed y Grainge 1986; Rodriguez, 1993).

1.2.5. Estudios sobre especies vegetales contra Spodoptera frugiperda en México

Céspedes et al., 2000; determinaron la actividad biologica de una mezcla de epimeros de
fotogedunin, gedunin y cedrelanolide, compuestos aislados del extracto de diclorometano de Cedrela
salvadorensis y Cedrela dugessi, respectivamente; en contra de larvas neonatas de S. frugiperda; y
emplearon como control positivo Toosendanin®, que es un compuesto natural activo que fue aislado
de Melia azedarach. Demostrando que todos los compuestos que inhibieron el crecimiento larval

comparados con el control.

Céspedes et al., 2001; evaluaron los Argentatinidos A y B, aislados del extracto metanolico de
partes aéreas de Parthenium argentatum (Asteraceae), en contra de larvas neonatas de S. frugiperda.
Toosendanin®, un insecticida comercial derivado de Melia azedarach (Cinamomo) se us6 como
control positivo. Encontrando que Argentatina A, Argentatina B y extracto de metanol causaron

inhibicion significativa del crecimiento a los 7 dias y aumentaron el tiempo de desarrollo de larvas.
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Las concentraciones letales medias reportadas fueron del 17.8 ppm para Argentatina A, de 36.1 ppm
para Argentatina B y de 6.4 ppm para extracto de metanol. Como se puede observar que el extracto

maés activo fue el de Argentatina A, y resultando como menos activo el de Argentatina B.

Pérez et al., 2001; determinaron la composicion de un extracto de semilla de Carica papaya
(Caricaceae) con cloroformo por GC-MS. Se identificaron varios fitocompuestos, y los componentes
de mayor concentracion fueron acido oleico (45.97 %), palmitico (24.1 %) y acido estearico (8.52 %).
Las actividades insectistatica e insecticida del extracto y los tres principales componentes fueron

probados.

Céspedes et al., 2005; evaluo el extracto metanolico de las raices y partes aéreas del garambullo,
Myrtillocactus geometrizans (Cactaceae). El extracto metandlico mostro actividad insecticida e
insectistatica (regulacion del desarrollo y crecimiento) contra de S. frugiperda y Tenebrio molitor
(Coleoptera:Tenebrionidae). La actividad insectistatica se observdo a 5 y 50 ppm vy los efectos

insecticidas entre 50 y 300 ppm.

Franco et al., 2006; evaluaron el efecto toxico de las semillas diferentes variedades de Carica
papaya (Caricaceae) sobre larvas de S. frugiperda. Los resultados mostraron que los polvos de todas
las variedades de papaya estudiadas causaron mortalidad en las larvas a diferentes tiempos,
concluyendo que estos polvos resultaron toxicos porque ocasionaron una mortalidad igual o superior

al 90 % en 72 h.

BermuUdez et al., 2009; estudiaron la actividad insecticida en contra de larvas del gusano

cogollero, de tres especies del género Lupinus (Fabaceae) que es una especie rica en alcaloides de
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quinizolidina. Resultando ser la especie L. stipulatus la mayor actividad toxica de las tres especies

ensayadas.

Guzman et al., 2010; evaluaron la actividad biologica de los extractos metandlicos y de
fracciones de Ipomoea pauciflora (Convolvulaceae) en contra el gusano cogollero. Los extractos
crudos de las hojas produjeron un 46.16 % de mortalidad y reduccion del peso en el tercer y quinto

estadio.

Aldana et al., 2010; evaluaron la actividad insecticida de extractos organicos de Bursera
copallifera y Bursera grandifolia (Burseraceae) sobre larvas de primer estadio de S. frugiperda. 500
ppm del extracto acetonico de hojas de B. copallifera redujeron en un 50 % el peso en larvas a los 14
dias y provocé un 47 % de mortalidad larval. Los extractos acetdnico y metandlico de las hojas de B.
grandifolia produjeron un 37 y un 45 % de mortalidad larval, respectivamente, a los 14 dias de tiempo
de desarrollo. El extracto hexanico caus6 una mortalidad larval del 37%, y produjo deformidad en un

44 % de las pupas, y un 14 % de adultos que emergieron mostraron deformidades.

Hernandez et al. 2010; probaron extractos de diferente polaridad de Ipomoea pauciflora
(Convolvulaceae). La mortalidad mas alta que se produjo en larvas de S. frugiperda fue con 4 mg/ml
de los extractos de las semillas; hexano (96.9 %) y cloroformo (93.8 %). El anélisis fitoquimico revelo
la presencia de &cidos grasos y aldehidos que indican que los extractos pueden inducir toxicidad letal

o afectar el peso.

Ramos et al., 2010; estudiaron las semillas y las hojas de Ricinus communis (Euphorbiaceae)
frente a S. frugiperda, determinando actividades insecticidas e insectistaticas de extractos de metanol,

hexano y acetato de etilo.
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Salinas et al., 2012; evaluaron la actividad bioinsecticida de extractos orgénicos de Tagetes
erecta (Asteraceae) en larvas neonatas del gusano cogollero. El extracto acetonico de hojas a 500
ppm mostrd un efecto antialimentario respecto a los extractos florales de esta especie ocasionando
una reduccion del 50 % del peso de las larvas. Los tres extractos de hoja de T. erecta provocaron alta
mortalidad larval, con hexano (48 %), acetona (60 %) y etanol, un 72 %. Los extractos de T. erecta

de hojas presentaron una actividad téxica causando una mortalidad en pupas del 40 al 80 %.

Aldana et al., 2012; evaluaron el efecto bioldgico de los extractos acetonicos y hexanicos de
Argemone mexicana (Papaveraceae), Allium sativum (Amaryllidaceae) y Castela tortuosa
(Simaroubaceae) sobre larvas de Spodoptera frugiperda; realizando bioensayos® in vitro a 500 ppm.
Los tres extractos causaron un efecto antialimentario; corroborado a los 14 dias, siendo el extracto de
C. tortuosa el que ocasiono el peso mas bajo. El extracto acetdnico de C. tortuosa presento actividad

toxica, causando una mortalidad en pupas del 79 %.

Ramos et al., 2012 determinaron la composicién del extracto hexanico de hoja de Ricinus
communis (Euphorbiaceae) por cromatografia de gases- espectrometria con masas (GC-MS), mostrd
que los compuestos resultantes fueron acido linolenico (47,76 %), acido linoleico (15,28 %), acido
palmitico (13.01 %) y &cido esteérico (1.73 %). Se evaluaron las actividades insectistaticas e
insecticidas de los dos componentes principales, acido linolenico y &cido linoleico, sobre el desarrollo

larval de S. frugiperda. La viabilidad larval media (LVso) los valores de é&cido linolenico y acido

linoleico fueron 0,849 x 103 ppmy 0,857 x 103 ppm, respectivamente.

& Experimento cientifico que investiga los efectos de una sustancia en un 6rgano aislado o en un organismo vivo.
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Leon et al., 2013; evaluaron la actividad biol6gica de dos nuevos glucésidos de resina aislados
de exudados de Ipomoea murucoides (Convulvalaceae) en larvas de S. frugiperda. Las larvas
sobrevivientes se pesaron el dia siete y las pupas se incubaron hasta que emergieron las polillas. Los
resultados mostraron que los compuestos 1 y 2 no causaron mortalidad significativa en las larvas de

S. frugiperda pero redujeron el peso de las larvas.

Valladares et al., 2014; estudiaron Crescentia alata (Bignoniaceae) en contra de S. frugiperda.
Después de siete dias de exposicion en la dieta con 200 ppm se produjo un 90.76 % de reduccion del
peso larval. Se identificaron iridoides en las fracciones activas de C. alata, a los cuales se les atribuye

actividad antialimentaria y el efecto letal logrado.

Romo et al., 2016; evaluaron la actividad de las partes aéreas (hojas y tallos) del mirto, Salvia
microphylla (Lamiaceae) sobre S. frugiperda. Este extracto present6 actividad insecticida a partir de

la concentracion de 500 ppm, obteniendo un 35 % de viabilidad larval.

1.2.6. Estudios de Dysphania ambrosioides sobre insectos plaga

1.2.6.1. Dysphania ambrosioides sobre lepiddpteros plaga

Novo et al., 1998; estudiaron la actividad antialimentaria sobre larvas de Anticarsia gemmatalis
de cuatro especies vegetales entre las cuales se encuentra Chenopodium ambrosioides L. Los
resultados indicaron que el extracto crudo de etanol de C. ambrosioides al 5 % mostré destacado

efecto antialimentario.
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Tavares y Vendramin, 2005; probaron el material vegetal seco y molido de D. ambrosioides
colectada en periodo de floracion. Los fitoextractos obtenidos de los 6rganos individuales no
presentaron actividad insecticida, sin embargo el fitoextracto de la planta completa presenté actividad

insecticida, con un 95 % de mortalidad a los 5 dias de tratamiento.

Tagliari et al. 2010; reportaron un la mortalidad corregida de S. frugiperda resultante de la
aplicacion de macerado e infusion de hojas de C. ambrosioides. La mortalidad corregida con el

macerado fue de 31 % y de 38 % con la infusién.

Knaak et al., 2012; reportaron la evaluacion de los extractos acuosos de 19 plantas medicinales
sobre Spodoptera frugiperda. Se aplicaron 100 L de cada extracto acuoso en la dieta artificial, el
tratamiento de las hojas de D. ambrosioides no provocé anomalias o deformaciones, y el peso

promedio de las pupas tratadas no mostro diferencia significativa con respecto al grupo testigo.

Trindade et al., 2015; probaron el extracto acuoso de C. ambrosioides aplicado en hojas de maiz
contra S. frugiperda, las concentraciones al 2 % y 6 % redujeron el peso de las pupas
significativamente respecto a las demas concentraciones empleadas. Ninguna concentracion

disminuyo la viabilidad larval y pupal significativamente respecto al testigo.

Vazquez et al., 2015; reportaron la actividad de cinco especies pertenecientes a la familia
Chenopodiaceae sobre Copitarsia decolora “oruga de la col”, entre las especies estudiadas se
encontraba Dysphania ambrosioides, y como resultados reportaron que el empleo del aceite esencial
al 0.5 % redujo significativamente el peso de las larvas tratadas en un 33 % con respecto al grupo

control.
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1.2.6.2. Dysphania ambrosioides sobre coledpteros de granos almacenados

Tapondjou et al., 2002; evaluaron C. ambrosioides en contra del “gorgojo del trigo o del grano”
Sitophilus granarius (Coleoptera: Curculionidae), mencionando que cuando se emple6 la especie
vegetal en polvo en una concentracién de 6.4 % produjo una mortalidad del 100 % del insecto a los

dos dias de tratamiento.

Gomez et al., 2016; reportaron la evaluacion del polvo de C. ambrosioides en contra del
“gorgojo del maiz” Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae). Concluyendo que el empleo del
polvo de C. ambrosioides en concentraciones (p/p) del 1, 2 y 3 %, ocasionaron mortalidades del

insecto que superaron el 90 % después de 15 dias de tratamiento.

1.2.6.3. Dysphania ambrosioides sobre dipteros

En el estudio realizado por Denloye et al., 2010; evaluaron el aceite esencial de las hojas de
epazote en larvas del primer al cuarto estadio y en adultos del insecto plaga Anopheles gambiae
(Diptera: Culicidae). Reportando que la dosis letal media de C. ambrosioides sobre A. gambiae fue

del 1.01 pL/L.

1.2.7. Efecto de Dysphania ambrosioides en mamiferos de laboratorio

Moreno et al., 2013; estudio la toxicidad subcrdnica de infusiones de C. ambrosioides en ratones
albinos suizos NIH. La administracion por via oral de infusiones de “epazote” no causé efectos
significativos en parametros toxicoldgicos en peso corporal, en hematologia 0 en quimica sanguinea;

tampoco se provocaron alteraciones anatomopatolégicas sobre los 6rganos y tejidos.
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Zavala et al., 2016; estudiaron la toxicidad aguda de un extracto alcoh6lico de Chenopodium
ambrosioides en Ratas Long-Evans. El extracto se administrd por via oral mediante sonda orogéstrica
en dosis de 2000 mg/Kg. Las ratas fueron sometidas previamente a un ayuno de 16 a 18 horas. Como
resultados se observé que el extracto alcoholico de “epazote” no produjo mortalidad; sin embargo en
las primeras horas post-administracion las ratas mostraron signos de letargo y somnolencia atribuibles
a una leve toxicidad. En las observaciones posteriores, se observo un increment6 en cuanto al peso de

los animales experimentales en ambos grupos.

1.2.8. Actividad bioldgica de productos naturales en insectos
De acuerdo con Vazquez-Luna et al., 2007; algunas metabolitos secundarios actian en los
insectos de las siguientes formas:

Alteracion del desarrollo del insecto, se evita que éste alcance un crecimiento 6ptimo.

Inhibicién en la alimentacion, se bloquea la absorcidon de los nutrimentos basicos para el

crecimiento del insecto, por lo que los insectos mueren por inanicion.

Repelencia, actividad que ejercen los compuestos con efectos irritantes sobre los agentes que

intentan atacar a la planta.

Por otro lado existe un fendmeno llamado hormesis, que es la respuesta a la dosis que se
caracteriza por una estimulacion por dosis bajas y una inhibicidn para dosis altas, lo que resulta en
una curva de respuesta en forma de J o de U invertida. Un compuesto toxico que produzca el efecto

de hormesis tiene a bajas dosis el efecto contrario al que tiene en dosis mas altas.
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1.2.9. Técnicas analiticas para identificacion de productos naturales

1.2.9.1. Espectroscopia infrarroja’

Tabla 3. Vibraciones caracteristicas de grupos funcionales por espectroscopia infrarroja

Numero de onda (em™) Asignacién
Alcohol y fenoles
3600 Estiramiento O-H del alcohol
3550-3500 Estiramiento O-H del fenol
1300-1000 Estiramiento C-O
Eteres
1100 Estiramiento C-O-C

Aldehidos y cetonas

2900-2700 Estiramiento C-H del aldehido

1740-1720 Estiramiento C=0 del aldehido alifitico

1730-1700 Estiramiento C=0 de la cetona alifitica

1720-1680 Estiramiento C=0 del aldehido aromaitico

1700-1680 Estiramiento C=0 de la cetona aromatica
Eteres

1750-1730 Estiramiento C=0 alifatico

1730-1705 Estiramiento C=0 aromatico

1310-1250 Estiramiento C-0O aromatico

1300-1100 Estiramiento C-O alifatico

Acidos carboxilicos

3300-2500 Estiramiento O-H
1700 Estiramiento C=0
1430 Flexion C-O-H en el plano
1240 Estiramiento C-O
930 Flexion C-O-H fuera del plano
Anhidridos
1840-1800 Estiramiento C=0
1780-1740 Estiramiento C=0
1300-1100 Estiramiento C-O

7 Técnica analitica utilizada para determinaciones cualitativas de compuestos a partir de sus grupos funcionales.
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Es una técnica analitica que distingue los enlaces presentes en moléculas organicas, a través
de provocar excitaciones vibracionales mediante la administracion de energia. En el espectro de
luz infrarroja las moléculas muestran bandas de absorcion en in intervalo de 100 cm-1 hasta 4000

cm-1.

Cada enlace, producen una banda de absorcion de energia caracteristica para cada tipo de enlace
de acuerdo a los atomos que lo forman, y de esta manera se pueden distinguir los grupos funcionales
presentes en la molécula organica. A mayor fuerza en enlace quimico, mayor es la energia que se debe
absorber para favorecer la vibracién de los nucleos involucrados en el enlace. En la Tabla 3 se
muestran algunos grupos funcionales presentes en moléculas organicas y los rangos de vibracion que

los caracteriza (Rubinson y Rubinson, 2001).

1.2.9.2. Andlisis cualitativo de metabolitos secundarios por cromatografia en capa

fina (TLC)®

Dentro de los métodos clésicos de andlisis quimico empleados en la calidad y control, se
encuentra la cromatografia en capa fina (TLC), a través del cual se puede identificar el nimero de
componentes presentes en una muestra organica, detectando de acuerdo a la abundancia presente en
la muestra, a compuestos mayoritarios (compuestos de interés) y compuestos minoritarios

(impurezas). La TLC continua siendo un método de analisis de calidad importante, porque presenta

8 Método de analisis que permite la separacion de gases o liquidos de una mezcla por adsorcion selectiva,
produciendo manchas diferentemente coloreadas en el medio adsorbente; esta basado en la diferente velocidad
con la que se mueve cada fluido a través de una sustancia porosa.
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varias ventajas entre ellas que es rapida, sencilla, adecuada separacion de componentes quimicos y

deteccion por procedimientos fisicos y quimicos (Figura 5., Bhawani et al., 2010).

A B

Figura 5. Ejemplos de placas cromatograficas con compuestos naturales. A. Terpenoides, placa revelada con
reactive de Liebermand. (B). Flavonoides, placa revelada con cloruro de aluminio
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CAPITULO 2

2.1. Justificacion

En México, el gusano cogollero es una plaga que puede llegar a causar pérdidas econdémicas
hasta del 50 % en el rendimiento del cultivo del maiz. Los insecticidas que se emplean para controlar
y erradicar de los cultivos a Spodoptera frugiperda son dafiinos para la salud de los seres vivos y
nocivos para el medio ambiente. Recientemente la Unidn Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza prevé que para el afio 2050 la demanda de alimento aumentara de un 50 a un 60 %, por lo
que es importante promover una agricultura sostenible a nivel global. México se ubica como el quinto
pais con mayor diversidad de plantas vasculares en el mundo, se menciona un registro de mas de
23,000 especies (Rzedowski, 1991a, 1991b; Toledo 1993; Villasefior 2003 y 2004; Llorente
Bousquets y Ocegueda, 2008), por lo que cuenta con una diversidad floristica que conduce a una
variedad de metabolitos secundarios que desempefian un importante papel en el equilibrio ecoldgico

gue se da entre las relaciones entre las plantas y otros organismos.

Diferentes metabolitos secundarios presentan actividad biologica en diferentes familias de
insectos, por lo que existen areas de oportunidad para estudiar estos productos y generar nuevos
insecticidas botanicos para implementarlos en el control de plagas. Por lo que es necesario continuar
con investigaciones a nivel laboratorio que conduzcan a determinar la actividad de los principios
activos (Stevenson et al., 2012; Belmain et al., 2012; Hernandez-Moreno et al., 2013). Por lo que se
propone comprobar la posible actividad insecticida de Dysphania ambrosioides y contribuir al
conocimiento de productos naturales y su aplicacién como bioinsecticida empleando como organismo

modelo de prueba a Spodoptera frugiperda.
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2.2. Objetivo general

Determinar la actividad insecticida de Dysphania ambrosioides sobre Spodoptera frugiperda a

nivel laboratorio.

2.3. Objetivos especificos

1) Evaluar el efecto insecticida de extractos organicos de Dysphania ambrosioides sobre

Spodoptera frugiperda.

2) Determinar la composicion de los extractos organicos de Dysphania ambrosioides que

presenten mayor actividad.
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CAPITULO 3

3.1. Material y métodos

3.1.1. Obtencion de extractos organicos de Dysphania ambrosioides

El epazote verde y morado fue adquirido comercialmente en el mercado municipal Adolfo
L6opez Mateos en Cuernavaca, Morelos. EI material vegetal fresco fue separado en los diferentes

organos que lo componian: hojas y tallos; retofios y semillas.

Los tejidos vegetales separados se extendieron sobre papel kraft y se les dejé secar a temperatura
ambiente y a la sombra durante 30 dias. Posteriormente los componentes intracelulares de cada parte
de la planta se extrajeron via maceracion, empleando solventes en orden creciente de polaridad. Cada
tejido de epazote individualmente fue sumergido inicialmente en hexano, dejando en reposo por 72
horas. Pasado ese tiempo la mezcla de disolvente y el contenido quimico extraido se filtraron y el
disolvente fue retirado por destilacion a presion reducida, empleando un rotaevaporador, para por un
lado recuperar el solvente en exceso y por otro obtener el extracto organico (Chemat et al., 2012;
Sultana et al., 2009). El proceso se repitid por dos ocasiones mas para conseguir con ello una
extraccion exhaustiva de componentes quimicos (Figura 6). La misma metodologia se repitid para

cada tejido, empleando acetona y posteriormente metanol.

Extracto

Eliminacion de

Separacion, pesado y Maceracion Filtracién
secado del material 48 h exceso de solvente
vegetal

Figura 6. Obtencion y recuperacion de fitoextractos de Dysphania ambrosioides
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Los extractos de epazote verde y morado recuperados de las partes aéreas: hojas y tallos; retofios
y de semillas; fueron colocando en frascos de vidrio previamente etiquetados y tarados, colocandose
en la campana de extraccion a temperatura ambiente y fuera del alcance de la luz solar. Cada frasco
fue cubierto con papel aluminio al cual se le realizaron pequefas perforaciones para permitir la

evaporacion completa del disolvente, lo que se corrobord al llegar a un peso constante.

3.1.2. Criade larvas de Spodoptera frugiperda

Larvas de S. frugiperda se colectaron dentro del Centro de desarrollo de Productos de Productos
Bioticos del Instituto Politécnico Nacional en plantas de maiz. Las larvas se colocaron
individualmente en pequefias cajas de plastico y se trasladaron al Laboratorio de Entomologia del
Centro de Desarrollo de Productos de Productos Bioticos del Instituto Politécnico Nacional
posteriormente las larvas fueron alimentadas con dieta artificial (Burton & Perkins 1987). Los

individuos puparon al interior de los frascos y se mantuvieron ahi hasta la emergencia de los adultos.

Parejas de adultos de S. frugiperda (hembra y macho) se introdujeron en bolsas de papel, dentro
de cada bolsa también se coloco una caja de Petri con algodon impregnado de agua con miel al 10 %
para su alimentacién. Una vez que las parejas copularon y las hembras ovipositaron masas de
huevecillos al interior de la bolsa, las masas fueron recortadas de las bolsas y colocadas en pequefias
cajas o frascos plasticos, una vez que ocurre la eclosion de las larvas, se les coloca una pequefia

cantidad de dieta artificial (Figura 7).
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Colecta de larvas Elaboracion de Reproduccion de Obtencion de Obtencion de
dieta meridica adultos masas de larvas para
huevecillos bioensayo

Figura 7. Obtencion de larvas de Spodoptera frugiperda

3.1.3. Preparacion de la dieta artificial

Tanto para la cria como para realizar los bioensayos, se utilizé una dieta meridica (Burton &
Perkins, 1987) para alimentar a las larvas de S. frugiperda la cual le provee los requerimientos

nutricionales para su correcto desarrollo. Esta dieta estd conformada por los ingredientes listados en

la Tabla 4.

Tabla 4. Ingredientes utilizados en la dieta artificial (250 g)

Cantidad (g 6

Ingredientes mL)
Frijol peruano 30g
Germen de trigo 13.75¢
Levadura de cerveza 8.75¢
Acido ascorbico 0.87¢g
Acido sorbico 0.37g
Metilparahidroxibenzoato 0.55¢
Formaldehido 2.5mL
Agar 3.75¢
Agua para frijol 116 mL
Agua para agar 90 mL
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En un recipiente con agua, se remojo el frijol por 24 horas, posteriormente se enjuagd y molio
en una licuadora. Una vez molido, se le agrega el resto de los ingredientes antes mencionados (a
excepcion del agar). El agar se disolvié en 90 mL de agua, se colocé en el microondas por 1 minuto,

y se vertid en la licuadora inmediatamente para su homogenizacién con todos los ingredientes.

3.1.4. Disefio experimental

El disefio experimental para los dos bioensayos realizados en este estudio fue un disefio
completamente al azar con 25 repeticiones (n=25 larvas) por tratamiento. Las variables de respuesta

fueron peso larval a los 7 y 14 dias, mortalidad larval, peso y mortalidad de pupas.

Para el analisis de los datos de los pesos obtenidos, se utilizd el software estadistico
SigmaPlot12, en el que se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) y comparacion de medias por el

método de Dunn.

La mortalidad se calcul6 con la formula de Duso et al. (2008):

o M= ME 00
TNV

Doénde: % M= porcentaje de mortalidad; NMF= nimero de individuos muertos al final del estudio; NVI=
nimero de individuos vivos al final del estudio

Una vez obtenidos los porcentajes de mortalidad estos se corrigieron con la formula de Abott

(1987), esto para descartar la mortalidad originada por causas no relacionadas con los extractos.
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. _ %MT — %MC

Donde: % MCA=mortalidad corregida de Abott; % MT= porcentaje de mortalidad del tratamiento; % MC=
porcentaje de mortalidad del control

3.1.5. Bioensayo en laboratorio

3.1.5.1. Primer bioensayo

El primer bioensayo en laboratorio consistié en 8 tratamientos, se emplearon 25 larvas en 250

gramos de dieta artificial por cada tratamiento, afiadiendo los diferentes extractos, todos a una

concentracion de 500 ppm (Tabla 5).

Tabla 5.Tratamientos utilizados para evaluar la actividad de los fitoextractos organicos de D. ambrosioides
verde y morado sobre S. frugiperda en condiciones de laboratorio

ppm mg

Dieta artificial 0 0 25 250 mL

Extracto metandlico (hoja y tallo) de epazote morado 500 133 25 250 mL
Extracto metandlico de retofio de epazote morado 500 133 25 250 mL
Extracto metandlico de semillas de epazote morado 500 133 25 250 mL
Extracto acetdnico (hoja y tallo) de epazote verde 500 133 25 250 mL
Extracto acetdnico de retofio de epazote verde 500 133 25 250 mL
Extracto metandlico de semillas de epazote verde 500 133 25 250 mL
Extracto metandlico (hoja y tallo) de epazote verde 500 133 25 250 mL

Para el grupo control se suministré Unicamente la dieta artificial, sin afadir algun otro

ingrediente. En pequefios recipientes de plastico se colocd aproximadamente 10 mL de dieta que
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contenia el fitoextracto respectivo, dejandose gelificar por 24 h. Posteriormente con ayuda de un
pincel de pelo de marta de nimero 1, en cada recipiente se colocd una larva de tres dias de nacida.
Estos se colocaron en la cdmara incubadora a 27 £ 1 °C, bajo humedad relativa de 60-70 % y

fotoperiodo de 12-12 L-O.

3.1.5.2. Segundo bioensayo

Para establecer la concentracion Optima activa, en el segundo bioensayo se evalud el extracto
metanolico de partes aéreas (hojas y tallos) de epazote verde, que fue el Gnico que mostro efectividad,
éste bioensayo consistio en 4 tratamientos, evaluando el extracto a las concentraciones:125, 250, 500
y 750 ppm., empleando 25 repeticiones (n=25 larvas) en 250 mL de dieta artificial para cada
tratamiento y para el testigo, considerando las condiciones ambientales y las variables de respuesta

anteriormente descritas

3.1.6. Caracterizacion quimica del fitoextracto bioactivo

Con la finalidad determinar el contenido quimico del fitoextracto, se realiz6 la cromatografia en
capa fina comparativa de acuerdo a lo descrito previamente como se describié por Pothitiral &
Gritsanapan, 2008. También se realizo la espectroscopia de infrarrojo con trasformada de Fourier para

establecer los tipos de grupos funcionales mas abundantes.
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3.1.6.1. Espectroscopia infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR)

El andlisis de FT-IR, se realizé empleando un espectro de IR marca Bruker modelo: ALPHA
(No. De Serie: TN: 301538, Figura 8). Acoplado al software Opus Version 7.5, que realiza
transformada de Fourier y permite la obtencion de los espectrogramas respectivos. La muestra fue
colocada directamente sobre la plataforma para su analisis, realizando el escaneo de la muestra en un

rango de longitud de onda de 400 a 4000 cm™.

Figura 8. Espectrémetro de IR, Bruker ALPHA

3.1.6.2. Cromatografia en capa fina

En una placa de cromatografia de capa fina (CCF) de base aluminio, recubierta con una capa
delgada de un solido adsorbente (gel de silice o alimina), se depositaron en un punto en la parte

inferior de la placa, de diez a quince gotas de una disolucion del fitoextracto bioactivo.

40



La placa CCF se introdujo en una cubeta cromatografica, de forma que soélo la parte inferior de
la placa CCF quedara sumergida en el liquido eluyente. La fase movil o eluyente empleado fue

hexano-diclorometano-metanol (70:20:10), ascendié por la placa de CCF por capilaridad.

A medida que el eluyente pasé por el lugar donde se encontraba la mancha de la mezcla
problema se establecio un equilibrio entre las moléculas de cada uno de los componentes en la mezcla

que son adsorbidas y que se encontraron en disolucion.

En principio, los componentes se diferenciaron en solubilidad y por la fuerza de su adsorcion,
de forma que unos componentes se desplazaron mas que otros. Cuando el eluyente llego a la parte
superior de la placa CCF, se retir6 de la cubeta, se seco, y los componentes separados de la mezcla se

visualizaron por método fisico y quimico.

3.1.6.2.1. Visualizacion de los fitocompuestos

Si los compuestos son coloreados éstos pueden observarse a traves de manchas a simple vista.
Si no es asi, los métodos a emplear para visualizar las manchas de la mezcla seran fisicos a través de

luz ultravioleta y quimicos con sulfato cérico amoniacal y calor.
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CAPITULO 4

4.1. Resultados y discusion

4.1.1. Recuperacion de los fitoextractos

Los extractos de D. ambrosioides verde y morado recuperados de las partes aéreas (hojas y
tallos), retofios y semillas, con diferentes disolventes organicos; fueron colocados en frascos de vidrio
de boca ancha previamente limpios, etiquetados y tarados. Se taparon con papel aluminio al cual se le
realizaron pequefas perforaciones para permitir la evaporacion del disolvente, por lo que los frascos
fueron colocados dentro de campana de extraccion a temperatura ambiente y fuera del alcance de la
luz solar, para favorecer que el disolvente se evaporara. Después de 144 h los frascos con extracto
comenzaron a ser pesados Yy el peso fue registrado cada 24 h hasta que se lleg6 a un peso constante,

con lo cual se corrobord la eliminacion completa del disolvente.

Los extractos hexanicos mostraron apariencia fisica densa de color amarillo claro; los extractos
de mayor polaridad mostraron apariencia fisica viscosa, el color los extractos de epazote verde fue
verde obscuro y el color de los extractos de epazote morado fue de color café-rojizo obscuro. Todos
los extractos mostraron un olor caracteristico a hierba. El porcentaje de recuperacion de cada extracto

con respecto al peso del material vegetal seco empleado, se calcul6 usando la ecuacién 1.

g de extracto

% de recuperacion = X 100 (Ec. 1)

g de planta seca

En la Tabla 6, se muestran los porcentajes de recuperacion de los extractos de acuerdo con el

tipo de tejido y disolvente empleado; se muestran las cantidades de material vegetal procesado por
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maceracion para la obtencion de los diferentes fitoextractos que se evaluaron como insecticidas

naturales.

Tabla 6. Porcentajes de recuperacion de los fitoextractos de D. ambrosioides

D. ambrosioides Tejido u 6rgano Cantidad (g) Extracto Peso (g) recu(?egaecién
. Hexano 1.15 0.38
(Eg;;isyatzrﬁg:) 300 Acetona 2.13 0.71
Metanol 8.90 2.96
Hexano 0.95 0.79
verde Retofios 120 Acetona 1.23 1.03
Metanol 2.63 2.19
Hexano 0.29 0.62
Semillas 47 Acetona 0.46 0.98
Metanol 1.23 2.62
. Hexano 0.87 0.32
£3§2§3ﬁ3ﬁ3§) 267 Acetona  2.16 0.81
Metanol 5.45 2.04
Hexano 0.45 0.54
morado Retofios 84 Acetona 0.97 1.15
Metanol 2.03 2.42
Hexano 0.37 0.90
Semillas 41 Acetona 0.96 1.85
Metanol 1.25 3.05

Se puede apreciar en la Tabla 6, que el epazote verde mostrd los mayores porcentajes de
recuperacion en comparacién con el epazote morado. Se observa que el metanol fue el disolvente que
permitié mayor recuperacion de metabolitos porque muestra mayor porcentaje de recuperacion. Las
partes aéreas rindieron mayor recuperacion de fitoextracto. Sin embargo, las semillas de epazote
morado mostraron mayor porcentaje de recuperacion en comparacion con las semillas del epazote

verde.
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Debido a que la dieta meridica es base agua y que los fitoextractos son de naturaleza organica y
de baja polaridad, se observo que para la mayoria de los fitoextractos existié incompatibilidad para
solubilizarlos en la dieta. Por lo que sélo fue posible evaluar la actividad insecticida de los

fitoextractos que se muestran en la Tabla 7, siendo la mayoria los que fueron recuperados con metanol.

Tabla 7. Fitoextractos de D. ambrosioides que lograron ser solubilizados en la dieta meridica para su evaluacion

insecticida
Morado Verde
Hojas y tallos Hojas y tallos Acetona
Metanol Retofios  Hojas y tallos Metanol
Metanol Semillas Retofios Acetona
Metanol Semillas Metanol

Sélo el 40 por ciento de los fitoextractos fueron solubles totalmente en la dieta meridica y la
mayoria de estos fueron los recuperados con metanol. Por lo que aquellos extractos insolubles no

lograron ser evaluados.

4.1.2. Actividad insecticida de Dysphania ambrosioides sobre Spodoptera frugiperda

4.1.2.1. Determinacion de la actividad insecticida de extractos organicos de Dysphania

ambrosioides contra Spodoptera frugiperda

Primer bioensayo. En la Tabla 8, se muestra el efecto de los diferentes tratamientos con
extractos organicos de epazote verde y morado sobre el peso promedio de las larvas a los 7 y 14 dias,
asi como el peso promedio de las pupas. A los 7 dias, cinco de los tratamientos incrementaron los
pesos larvales respecto al testigo, observandose un ligero incremento de peso en larvas, aunque no

una diferencia significativa. El unico tratamiento que presenté diferencia significativa (H= 48.879;
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gl=7; p=<0.001) fue el extracto metandlico de hojas y tallos de epazote verde, inhibiendo el peso de

las larvas en un 68.75 % respecto al testigo (Tabla 8).

A los 14 dias el peso promedio de las larvas, la diferencia significativa (H= 27.814; gl= 7; p=
<0.001) se presento con el extracto metandlico de hojas y tallos de epazote verde, inhibiendo el peso
en un 25.92 % respecto al testigo. Los extractos metandlicos de epazote morado de semillas y retofios

aumentaron ligeramente el peso respecto al testigo.

Tabla 8. Peso de larvas y pupas de S. frugiperda sobrevivientes a los 7 y 14 dias de tratamiento con fitoextractos
de D. ambrosioides a 500 ppm.

Tratamiento Peso de Larvas (Mg)&  pesg de Pupas
D. Enagrsslr(;l]des 7 dias 14 dias (mg)&
Hojas y tallos Acetona 6.6 £25a 161 + 60 ab 201+18a
Verde Hojas y tallos Metanol 2.0+0.7b 100+ 30b 160+20b
Retofios Acetona 6.6+25a 157 + 60 ab 207+ 27a
Semillas Metanol 59+30a 133+ 76 ab 215+ 28 a
Hojas y tallos Metanol 6.8+3.0a 148 £ 60 ab 212+ 3la
Morado Retofios Metanol 70+34a 170+ 120 a 205+ 28 a
Semillas Metanol 76+£3.0a 176 £80a 216+ 30a
Testigo 6.4+30a 135 + 50 ab 211+17a

&Medias con las mismas letras en cada columna no son significativamente diferentes (P = 0.05).

En el peso promedio de las pupas, el Unico tratamiento que exhibi6 una diferencia significativa
respecto al testigo, fue el extracto metandlico de hojas y tallos de epazote verde. La inhibicion del

peso fue de 24.17 % respecto al testigo.

El fitoextracto metandlico de las hojas y tallos de D. ambrosioides produjo reduccién de peso

en larvas y pupas de S. frugiperda, por lo que este fitoextracto mostré una actividad antialimentaria.
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Los porcentajes de mortalidad corregida que presentaron las larvas y pupas de los diferentes
tratamientos empleados se muestran en la Tabla 9. La mortalidad mas alta en el estado larval y pupal
fue provocada por el extracto metandlico de hojas tallos de epazote verde, con 34.78 % de mortalidad

larval y 54.16 % de mortalidad pupal.

Tabla 9. Mortalidad de larvas y pupas de S. frugiperda con fitoextractos de D. ambrosioides.

Tratamiento con Fitoextractos % de Mortalidad corregida
organicos de
D. ambrosioides [500 ppm] Larval ~ Pupal Total
Hojas y tallos Acetona 0 8.3 8.3
Verde Hojas y tallos Metanol 34.78 54.16 88.94
Retofios Acetona 4.34 8.3 12.64
Semillas Metanol 8.69 8.3 16.99
Hojas y tallos Metanol 0 8.3 8.3
Morado Retofios Metanol 17.39 4.1 21.49
Semillas Metanol 8.69 4.1 12.79
Testigo 0 0 0

4.1.2.2. Determinacion de la actividad insecticida del fitoextracto activo de Dysphania

ambrosioides contra Spodoptera frugiperda

Segundo bioensayo. El fitoextracto de D. ambrosioides verde fue evaluado a nivel laboratorio
sobre S. frugiperda en cuatro concentraciones 125, 250, 500 y 750 ppm, para determinar la
concentracion bioactiva como insecticida, conservando las condiciones del bioensayo inicial (Tabla

10).

Todas las concentraciones ensayadas del fitoextracto metandlico de D. ambrosioides verde
produjeron reduccién en el promedio de los pesos larvales a los 7 y 14 dias y en los pesos pupales, en

comparacion con el testigo (Tabla 10),.

46



El peso larval promedio que presento diferencia significativa a los 7 dias, ocurrio con el
tratamiento a 250 ppm del fitoextracto, produciendo una reduccion de peso del 21.11 % con respecto

al testigo (H = 10.815; gl = 4; p = 0.029).

A los 14 dias de tratamiento el peso larval promedio que presentd diferencia significativa fue
el tratamiento en el que se empled el fitoextracto a 500 ppm, la reduccion de peso fue del 24.88 % con

respecto al testigo (H = 13.362; gl = 4; p = 0.010).

Tabla 10. Bioactividad del fitoextracto metandlico de las partes aéreas de D. ambrosioides sobre S. frugiperda.

Concentracién (ppm) Peso de larvas (mg)
Fitoextracto Metandlico de Peso de pupas
Partes aéreas de D. 7 dias 14 dias (mg)
ambrosioides
125 ppm 969+357b 3999+46.7a 220.8+313a
250 ppm 949+315b 381.0+64.2a 229.2+375a
500 ppm 108.5+33.9a 311.8+189b 2195+25.0a
750 ppm 117.0+£35.7a 366.6+118.a 214.8+30.3a
Testigo 120.3+31.4a 4151+56.0a 221.8+35.1a

Asi mismo existio reduccion del peso en pupas, no encontrandose diferencia significativa entre

el peso de las pupas tratadas con respecto al testigo (H = 0.708; gl = 4; p = 0.950).

Respecto a lo previamente mencionado por Vazquez et al., 2015 quienes estudiando cinco
quenopodiaceas y entre las cuales se encontré D. ambrosioides, reportaron que los extractos acuosos
de estas especies no mostraron diferencia significativa en la reduccion del peso larval de Copitarsia

decolora (Lepidoptera:Noctuidae).
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Los resultados mostrados en este trabajo respecto de la reduccion del peso pupal, concuerdan
con los reportados por Knaak et al., 2012; quienes mencionaron que el uso del macerado e infusion
de las hojas de D. ambrosioides (C. ambrosioides) no produjeron reduccion estadisticamente

significativa del peso de pupas de S. frugiperda.

El fitoextracto metandlico de las hojas de D. ambrosioides verde a las concentraciones de 125,
250 y 500 ppm producen un porcentaje de mortalidad adecuado en larvas de S. frugiperda, sin
embargo , la mortalidad mas alta en larvas se obtuvo con 250 ppm del fitoextracto con cerca del 46
% de mortalidad larval. En la literatura se reporté que 500 ppm del fitoextracto metandlico de las
hojas Bursera grandifolia produjeron un 45 % de mortalidad larval en S. frugiperda (Aldana et al.,
2010). Ante esto observamos que el fitoextracto de D. ambrosioides tiene mayor bioactividad como

insecticida.

Tabla 11. Porcentajes de mortalidad de larvas, pupas de S. frugiperda y mortalidad total tratados con extracto
metanolico de partes aéreas de D. ambrosioides verde a 125, 250, 500 y 750 ppm, incorporados en una dieta

meridica.
Concentraciones de Fitoextracto % de Mortalidad corregida
metandlico de partes aéreas de

D. ambrosioides verde [ppm] Larval Pupal Total
125 ppm 25.00 8.33 33.33
250 ppm 45.83 4.16 49.99
500 ppm 29.16 16.66 45.82
750 ppm 16.66 20.83 37.49

Testigo 0 0 0

El fitoextracto metanodlico de las hojas de D. ambrosioides verde a la concentracion de 750 ppm

produjo cerca del 21 % de la mortalidad de las pupas . De acuerdo con los datos de la literatura 500
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ppm del fitoextracto metandlico de las hojas Bursera grandifolia produjeron un 35 % de pupas

deformes (Aldana et al., 2010).

En el caso de la mortalidad total, la mas elevada se obtuvo con el tratamiento a 250 con 49.99

% de mortalidad total, seguida por la concentracién a 500 ppm con 45.82 % de mortalidad total.

Lo anterior permite observar que el fitoextracto de D. ambrosioides es competitivo para realizar

un control fitoquimico contra S. frugiperda.

4.1.2.2.1. Deformaciones en las pupas de Spodoptera frugiperda

Las pupas que se produjeron a partir del bioensayo donde se emple6 el fitoextracto metanolico
de las hojas de D. ambrosioides verde, presentaron deformaciones de un 8 % al 28 %, el mayor
porcentaje de deformaciones se produjeron con el tratamiento de 500 ppm. Sin embargo, 750 ppm

del fitoextracto produjeron 24 % de pupas deformes (Figura 9).

En la Figura 9 la pupa testigo, corresponde a aquella que se observa completa, sin deformaciones
o anormalidades en algin segmento o en la cuticula (Capinera, 1999). Asi mismo se muestran
ejemplos de las pupas resultantes de los tratamientos con el fitoextracto metanolico de las hojas de D.

ambrosioides verde, en todas las concentraciones evaluadas.
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Cabeza y torax

500 ppm 750 ppm

Figura 9. Pupas deformes con diferentes concentraciones del fitoextracto metandlico de las hojas de D.
ambrosioides verde

En la Figura 9, la pupa testigo, corresponde a aquella que se observa completa, sin
deformaciones o anormalidades en algun segmento o en la cuticula (Capinera, 1999). Asi mismo se
muestran ejemplos de las pupas resultantes de los tratamientos con el fitoextracto metanolico de las

hojas de D. ambrosioides verde, en todas las concentraciones evaluadas.

50



Las principales deformidades en las pupas que se pueden observan corresponden a la formacién
de sacos en la region cefalica (ver circulos rojos), discontinuidad de la cuticula que recubre el térax y
abdomen (ver circulos azules) e invaginacion (ver circulo amarillo), la cual se muestra en la vista
frontal de la pupa de imagen ‘c’ de 125 mg. deformidades que impidieron el desarrollo éptimo del
insecto y que lo condujeron a su muerte. Efecto de anormalidades en pupas de S. frugiperda en la
region de térax y abdomen han sido observadas previamente por Sosa, et al., 2019; mediante el empleo

de una fraccion Il de Vernonanthura nebularum (Asteraceae).

En los tratamientos con 500 y 750 ppm de fitoextracto metandlico de las hojas de D.
ambrosioides verde, se produjo ademas el impedimento de la formacion continua de la cuticula en la
region abdominal (ver circulos azules) de las pupas imdgenes ‘a’ a 500 y 750 ppm. Estas

deformaciones en las pupas impidieron la emergencia de adultos y condujeron al insecto a la muerte.

4.1.2.2.2. Deformaciones en adultos de Spodoptera frugiperda

Los adultos derivados de las larvas tratadas con el fitoextracto metandélico de las hojas de D.
ambrosioides verde presentaron deformidades principalmente en alas (Figura 10). La concentracion
de fitoextracto que provocd el porcentaje més alto de deformidades en adultos fue a 500 ppm, con lo

cual se produjo un 12 % de individuos deformes en las alas y atrofiadas (b).
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Alas

250 ppm 500 ppm 500 ppm

Figura 10. Adultos deformes de S. frugiperda tratados con diferentes concentraciones del fitoextracto
metandlico de las hojas de D. ambrosioides verde

Para los adultos de S. frugiperda que emergen con deformidades después de atravesar un
tratamiento de control fitoquimico las consecuencias negativas para su incorporacién en el ambiente
natural son: la imposibilidad de volar lo que las expone a ser susceptibles de depredacidn por enemigos
naturales (Hernandez et al., 2018; Garcia et al., 2012), imposibilidad de alimentarse lo que las

conduciria a muerte y también tendrian imposibilidad para copular y reproducirse.
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Cuando se producen adultos con anormalidades en alas, posterior a un tratamiento de control
fitoquimico se compromete la generacion de huevecillos, abatiéndose dramaticamente y reduciéndose
la poblacién de la siguiente generacion. Por lo que el control fitoquimico asegura la reduccién de

nuevas generaciones de insectos plaga (Paredes, et al., 2013; Rashid, et al., 2003).

4.1.3. Analisis quimico del fitoextracto activo de Dysphania ambrosioides contra

Spodoptera frugiperda

El fitoextracto metanolico de las partes aéreas (tallos y hojas) de D. ambrosioides verde, que
resulto bioactivo como insecticida en contra de S. frugiperda, fue analizado a través de espectroscopia
de infrarrojo acoplada a transformada de Fourier (IR-FT) y por cromatografia en capa fina (TLC);
para identificar el tipo de grupos funcionales y el nimero de compuestos mayoritarios contenidos en

el fitoextracto activo.

4.1.3.1. Espectroscopia de infrarrojo acoplada a transformada de Fourier del fitoextracto

activo de Dysphania ambrosioides contra Spodoptera frugiperda

El espectro de IR-FT del fitoextracto metandlico de las partes aéreas (tallos y hojas) de D.
ambrosioides verde, se muestra en la Figura 11, y en la Tabla 12 se muestran los valores de las

vibraciones de los enlaces estimulados y la asignacion de los mismos.
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Figura 11. Espectro de IR-FT del fitoextracto metandlico de las partes aéreas de D. ambrosioides verde

De acuerdo con lo reportado por Okhale, et al., 2012; quienes realizaron el estudio fitoquimico
del polvo de las partes aéreas de C. ambrosioides y quienes reportaron la presencia de terpenos,
esteroles, saponinas, taninos, alcaloides, flavonoides y fenoles. Las estructuras quimicas de estos
compuestos contienen grupos funcionales como anillos aromaticos, dobles enlaces entre carbonos
(C=C), heteroatomos en estructuras aromaticas 0 no aromaticas como nitrégeno (N) y oxigeno (O),

hidroxilos (-OH). Los cuales pueden ser identificados a través de las vibraciones en IR-FT.
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A través del andlisis de los datos generados del espectro de IR-FT es posible distinguir grupos
funcionales caracteristicos para los tipos de compuestos naturales reportados previamente por Okhale,

et al., 2012; para las partes aéreas de C. ambrosioides.

Tabla 12. Vibraciones observadas en el IR-FT del fitoextracto metandlico de las hojas de D. ambrosioides verde
y grupos funcionales asignables

3359 R-NH-R’ / Alcaloides
3259 O-H Alcohol
3234 (poliméricos) Taninos
2975 >C=0 Carbonilo de aldehido
2934 B Resonancia de Fermi
Metileno adyacente a grupo
2855 -CH;- aldehido
1625 -CH=CH- Aromaticos
1403 —CH- Proton vinilico adyacente a un N
(amina)
C=0 Carbonilo de Cetona
1350 ~ ~ .
(sefial pequeria) Flavonoides
Para alcohol terciario
1173 C-0 (>C-OH)
1079 C-0 Para alcohol secundario (>CH-
OH)
811 -CH=CH- Alqueno trisustituido
711 '(CH?).”' Benceno monosustituido
Aromatico

4.1.3.2. Cromatografia en capa fina (TLC) del fitoextracto activo de Dysphania

ambrosioides contra Spodoptera frugiperda

La TLC de los constituyentes quimicos mayoritarios presentes en fitoextracto activo de D.
ambrosioides en contra de S. frugiperda, fueron separados empleando como sistema de elucion una

mezcla de hexano-diclorometano- metanol (60:30:10) y los componentes mayoritarios fueron
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visualizados empleando dos reveladores, uno fisico que fue luz ultravioleta en dos diferentes
longitudes de onda a 280 y 320 nm (Figura 12) y un revelador quimico: sulfato cérico amoniacal y

calor (Figura 13).

4.1.3.2.1. Revelado fisico (Luz ultravioleta)

En la Figura 12a la cual se revelo con luz UV a una longitud de 320 nm, se aprecia un
componente mayoritario como una mancha sélida oscura que quedo en la base de la placa (IV), una
segunda mancha ancha, que se aprecia como una “sombra” que eluy6 a la mitad de la placa (III), y
dos manchas delgada que eluyeron hasta la parte superior de la placa, una mancha intensa (I1) y una

mas que se aprecia como una ligera sombra (1).

La misma placa visualizada con ayuda de luz ultravioleta de onda larga a 280 nm (Figura 12b)
permitié visualizar tres manchas mas, una mancha que eluyé con el frente del disolvente (parte
superior de la placa) y que fluorece en azul (V); una segunda mancha difusa como sombra azul en la
parte media superior de la placa (V1) y una tercera mancha delgada que fluorece en azul (VII) y que

por su naturaleza polar quedo casi en el punto de aplicacion de la placa.

Para que estos compuestos puedan ser visualizados con luz ultravioleta, hace notar que
contienen en su estructura quimica dobles enlaces conjugados, como lo estarian en los sistemas de
anillo aromatico, lo que evidencia compuestos de tipo polifenol, taninos o flavonoides. La posicion

de las manchas indica también la presencia de grupos funcionales polares (como —OH), para los
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compuestos que eluyeron poco o bien que quedaron en la parte inferior de las placas; o bien ausencia

de grupos polares para los compuestos que eluyeron hasta la parte superior de la placa.

Figura 12. TLC de fitoextracto activo de D. ambrosioides en contra de S. frugiperda, revelada con luz UV. (a) luz UV a

320 nmy (b) luz UV a 280 nm.

4.1.3.2.2. Revelador quimico (sulfato cérico amoniacal)

A través del revelado con sulfato cérico amoniacal y calor se provoco la oxidacion de ciertos
compuestos que revelaron como manchas oscuras e intensas (Figura 12). A traves del revelado
quimico se logro visualizar dos manchas (V111 y 1X) indicando que de los compuestos observados a
través de luz ultravioleta corresponderian a las manchas Il y 1V; el resto de las manchas corresponden

a compuestos incapaces de ser oxidados.
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Figura 13. TLC de fitoextracto activo de D. ambrosioides en contra de S. frugiperda, revelada con sulfato cérico
amoniacal y calor

Es ampliamente conocido que el orden lepidoptera incluye un gran nimero de especies de
insectos de importancia econémica en la agricultura, por el impacto negativo que provocan (Caccia et
al., 2014). Una de las plagas que pertenece a éste género es Spodoptera frugiperda (J. E. Smith,
Lepidoptera: Noctuidae) de origen subtropical y que por ser un insecto herbivoro generalista, se
considera una plaga que requiere importante atencion para su control, porque provoca pérdidas
econdmicas sumamente altas en el sector agricola ya que suele afectar severamente diversos cultivos,
y conducir a la disminucién dramatica en los rendimientos de la produccién agricola, de entre un 17

aun 72 % (Murua et al., 2015).

Al menos todos los cultivos agricolas en muchos paises son vulnerables a infestaciones con S.
frugiperda cada afio, porque ésta plaga suele propagarse por el viento, causando migracién y brotes
de esta especie plaga cada afio en nuevos lugares. El control de esta plaga en campo requiere de
2 a 4 aplicaciones de insecticidas quimicos por temporada (Hruska y Gould, 1997). El control del

gusano cogollero suele integrar un manejo integrado de plagas, esquema que se requiere por ser
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econdmicamente efectivo y eficiente, y que genera pocos residuos (Bullangpoti et al., 2012). Por otro
lado, la coevolucidon entre las plantas y los insectos, ha conducido a que las plantas desarrollen
mecanismos de defensa quimica eficiente. Es conocido que las plantas tropicales ofrecen una fuente
abundante e intrigante de metabolitos secundarios que poseen propiedades bioldgicas atractivas, como

es la actividad insecticida (Rotundo et al., 2019).

Por lo que es sumamente relevante continuar con estudios sobre fitoquimicos (polvos, extractos
0 compuestos puros) para los cuales se demuestre su actividad insecticida, y que puedan ser empleados
para el control sustentable de insectos plaga en campo, porgue éstos fitoquimicos o compuestos de
origen natural que provienen de fuentes renovables por lo que resultan econdmicos y lo que es mas
importante, son de baja persistencia en el ambiente por ser biodegradables (Nava et al., 2012; Leng,

etal., 2011; Kubo, 1993).

En este sentido D. ambrosioides se posiciona como una especie vegetal que podria ser aplicada

para un control sustentable del insecto plaga S. frugiperda en diversos cultivos.
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CAPITULOS5

5.1. Conclusiones

El fitoextracto metandlico de las partes aéreas de D. ambrosioides verde mostré actividad
insecticida contra S. frugiperda a nivel laboratorio, a partir de 250 ppm y hasta 750 ppm generando

una mortalidad del 45 % en larvas y 20 % en pupas.

Terpenos, taninos y flavonoides fueron detectados como componentes mayoritarios en el
fitoextracto bioactivo de D. ambrosioides a través de TLC y por los grupos funcionales que se

detectaron por espectroscopia infrarroja.

Se concluye que el fitoextracto metandlico de las partes aéreas de D. ambrosioides verde
tiene actividad insecticida promisoria contra de S. frugiperda al haber reducido peso y generado
deformaciones en pupas y adultos, encontrando que es posible controlar en forma amigable esta plaga

a nivel laboratorio.
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5.2. Perspectivas

Debido a los resultados promisorios obtenidos a nivel laboratorio de D. ambrosioides contra
S. frugiperda, se recomienda continuar con los estudios fitoquimicos, analiticos y bioldgicos a nivel
laboratorio, vivero o campo del fitoextracto metanolico de las partes aéreas de de D. ambrosioides,

contra S. frugiperda y otros insectos plaga de interés econémico.
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