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Resumen

El uso indiscriminado de productos quimicos sintéticos para el control de insectos
plaga ha traido graves problemas al ambiente y a la salud humana, de acuerdo con
esto se buscan otras alternativas viables para el control de plagas como lo son el
control mecénico, fisico, genético y nuevamente se han visto como una buena
alternativa el uso de insecticidas a base de extractos vegetales, ya que son faciles

de adquirir y no representan riesgo para las personas ni para el ambiente.

Spodoptera frugiperda, conocido comunmente como “gusano cogollero”, es
considerado el insecto plaga mas importante en Latinoamérica y a nivel mundial ya
que durante su estado larval afecta principalmente cultivos de maiz mermando la
produccién en México hasta un 50%. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la
actividad biolégica de los extractos de hojas de Tournefortia hirsutissima obtenidos
con diferentes disolventes organicos (hexano, diclorometano, metanol y agua) sobre

larvas neonatas de S. frugiperda.

Los resultados del presente estudio mostraron que al alimentarse al insecto con dieta
meridica contaminada superficialmente con los tratamientos, el extracto hexénico de
hojas de T. hirsutissima mostré diferencias significativas en comparacién con los
demas tratamientos, alcanzando una mortalidad méxima del 90.1% con la
concentracion de 500 pg/cm?, este efecto fue mayor conforme se daba el aumento
de las concentraciones. En cuanto al peso de larvas y pupas sobrevivientes a
concentraciones de 100, 50 y 25 pg/cm? no hubo diferencias estadisticamente
significativas respecto al control, sin embargo, a concentraciones de 650, 500, 250
Hg/cm? las pupas presentaron malformaciones, estos resultados nos muestran que
el tratamiento hexanico en concentraciones altas posee actividad insecticida e
insectistatica, en cuanto a la CLso obtenido en el andlisis Probit en el software Polo
Plus fue de 76.070 pg/cm?.



1. Introduccion

Uno de los problemas mas comunes en la agricultura son los insectos plaga que
llegan a atacar grandes extensiones de cultivo, trayendo consigo una baja
productividad en las cosechas y por ende pérdidas economicas, debido a esto los
agricultores se ven obligados a combatirlas, en la mayoria de los casos utilizando
productos sintéticos que, por su bajo costo y en un principio su alta efectividad en el
control de plagas, han tenido un crecimiento muy importante en su uso; sin embargo,
el uso constante de estos productos trae consigo multiples dafios como son la
contaminacion del suelo, dafios a la salud humana y animal, resistencia de plagas,
acumulacion de residuos toxicos en alimentos, entre otros (Montesino et al., 2009).
Ante estas desventajas, el uso de insecticidas con base en extractos botanicos ha
resultado ser una buena alternativa para el control de plagas, ya que resultan ser
eficientes, faciles de adquirir y son amigables con el ambiente (Negrete y Morales,
2003). Histéricamente se han utilizado plantas y productos de origen vegetal como
alternativa para el control de plagas, esto se debe a que los metabolitos secundarios
de algunas especies han resultado tener una alta actividad biol6gica sobre éstas
(Clemente et al., 2003; Isman-Murray, 2008).

Una de las plagas consideradas importantes por el dafio que ocasiona a los cultivos,
principalmente de maiz, es Spodoptera frugiperda conocido cominmente como
“‘gusano cogollero”, su distribucion abarca toda Latinoamérica, es una especie
polifaga que perfora el cogollo de la planta causando poca productividad de maiz, lo
que origina hasta el 50% de pérdida de produccién en México (Blanco et al., 2014).
Para contribuir a su control, se pretende evaluar los extractos crudos de Tournefortia
hirsutissima, esta especie pertenece a la familia Boraginaceae y en campo no parece
tener insectos fitéfagos asociados de manera importante (comunicacién personal),
ademas ha mostrado tener propiedades farmacologicas y compuestos quimicos
presentes en otras especies vegetales, a los que se les ha atribuido propiedades
insecticidas e insectistaticas y han tenido resultados positivos para el control de
algunas especies de insectos plagas, por lo tanto vale la pena estudiarla con el fin
de determinar si cuenta con propiedades insecticidas, ya que el estudio sobre estas

propiedades puede traer consigo dos lineas, como es la agricultura de subsistencia



y el descubrimiento de moléculas con propiedades insecticidas que tengan la
capacidad de crear nuevas familias de insecticidas y sintetizarlas en laboratorio
(Silva et al., 2002). Por lo tanto, en este trabajo proponemos evaluar extractos de T.
hirsutissima con la finalidad de saber si ésta presenta actividad bioldgica sobre S.
frugiperda

2. Antecedentes
2.1 Extractos vegetales

Las plantas son un grupo de organismos que, al permanecer anclados por su raiz al
suelo, se ven imposibilitados de huir ante la presencia de un evento estresante, por
lo que, como respuesta a sus diversos ambientes, han desarrollado una serie de
mecanismos o estrategias que les permiten responder a los factores adversos. Una
de estas estrategias ha sido la respuesta quimica, gracias a la gran plasticidad de
vias metabdlicas que les permiten sintetizar una enorme variedad de compuestos
con diferentes actividades biolégicas que son de interés para el ser humano por la
utilidad que pueden darle, una de ellas es la capacidad que tienen algunos
compuestos para provocar respuestas adversas en los insectos, lo cual ha sido
aprovechado para el control de plagas (Alonso-Amelot, 2003; Miresmaill e Isman,
2013).

Desde hace muchos afios, estas propiedades insecticidas se conocen en moléculas
como la rotenona (Derris elliptica), el piretro (Chrysanthemum cinerariaefolium) y la
azadiractina (Azadirachta indica) que han sido aprovechados en la agricultura (Silva
et al., 2002; Montesino et al., 2009; Pérez, 2012). Varias familias de plantas se han
estudiado por poseer dichas actividades, entre ellas de manera decreciente estan
Meliaceae, Euphorbiaceae, Asteraceae, Labiatae, Fabaceae, Solanaceae (Isman-
Murray 2006; Villavicencio-Nieto, 2010 y Garcia-Mateos et al., 2004). Es importante
buscar nuevas fuentes para ampliar el conocimiento de especies vegetales que
presenten actividades bioldgicas sobre insectos plaga ya que, de las 383,671 plantas
vasculares registradas mundialmente (Ulloa et al., 2017), sélo se conocen poco mas
de 2000 plantas con propiedades insecticidas (Montesino et al.,, 2009), lo que

significa que aun hay mucho por explorar y descubrir.



2.2 Tournefotia hirsutissima (Boraginaceae)

La familia Boraginaceae esta distribuida en todo el mundo, est4 conformada por méas
de 100 géneros y alrededor de 2000 especies distribuidas en regiones subtropicales
y templadas, algunas de importancia econémica desde el punto de vista medicinal
(diuréticas, desinfectantes, hemostéticas, entre otras), ornamental y alimenticio. A
esta familia pertenece Tournefortia hirsutissima (sinonimia: Messerschmidia
hirsutissima (L.) Roem. & Schult., Messerschmidia chrysantha Mart. & Gal.) (Figura.
1) (Rzedowski y Rzedowski, 2005).

Taxonomia
Filo: Tracheophyta
Subfilo: Angiospermae

Clase: Magnoliopsida

Orden: Boraginales

Fig.1. Imagen de la planta
Tournefortia hirsutissima

Familia: Boraginaceae
Género: Tournefortia
Especie: Tournefortia hirsutissima L.

T. hirsutissima es conocida comunmente como Tlalchicinol, Tlachichinoa, lagrima de
San Pedro, hierba rasposa, tlachichinaue, tlachichinole y cancer negro, es una planta
arbustiva con hojas simples alternas, con asperezas que se aprecian al tacto; tallo y
hojas son pubescentes pudiendo causar irritacion a la piel, los pelos pueden medir
dos milimetros; presenta una inflorescencia compuesta, sus flores tienen una
coloracién blanca o amarilla- verdosa y sus frutos son bayas de color blanco

(Campos-Villanueva et al., 2004; Arrazola-Guendulay, 2018).

Las ramas se desarrollan alargandose, llegando a convertirse en plantas trepadoras,
comunmente arbustos de tres metros, pero se ha reportado que puede alcanzar los

cinco metros de altura. Es nativa del centro y sur de México, América central y



Sudameérica, aunque también crece en el estado de Florida (USA) (Richardson y
King, 2009). Este género estd presente desde el mioceno en el istmo de
Tehuantepec (Rzedowski, 1994), crece formando parte de la selva y la vegetacion

derivada de ésta (Monroy y Castillo, 2007).

Los compuestos que han desarrollado las plantas de forma constitutiva o inducible
tienen diferentes funciones en ellas, algunos de esos compuestos pueden formar
parte de sus mecanismos de defensa para reducir el ataque mecanico, de
microorganismos patogenos y herbivoros o para responder a los factores fisicos y
quimicos del ambiente, para la atraccion de polinizadores o la comunicacion intra e
interespecifica (Isman-Murray, 2006), pero el hombre les ha dado diferentes

aplicaciones.

En México esta especie es utilizada con fines curativos como las rozaduras de bebes,
cicatrizante, para la inflamacién del rifién y diabetes (Andrade-Cetto et al., 2007,
Andrade-Cetto et al., 2015; Rivera et al., 2017). En Morelos, las hojas se usan para
el lavado de heridas, refrescar el estbmago y curar las rozaduras, la diarrea por calor
y la inflamacién del rifion. El té de la planta completa se usa para curar infecciones;
las hojas si se refriegan en agua y se dejan reposando 75 minutos, se usan para
bafar a los nifios pequefios para matarles el “chincual” (salpullido en los muslos y
alrededor del ano que afecta principalmente a nifios recién nacidos) (Monroy y
Castillo, 2007).

El estudio realizado por Andrade-Cetto et al. (2015), mostr6 que los extractos
acuosos y butandlicos del tallo de T. hirsutissima tienen un efecto hipoglucémico en
ratas (n-STZ), reduciendo significativamente los niveles de glucosa en plasma a
partir de las 3 horas. Ademas, posee compuestos como Yy-sitosterol y acido
hexadecanoico que le dan la propiedad de acelerar la curacion de una herida
mediante la induccion de la produccion de queratocitos en la piel, reduciendo asi los
niveles de estrés oxidativo; también se ha observado que posee un efecto antibiético,
ya que inhibe el crecimiento de Staphylococcus aureus (Rivera et al., 2017) y tiene
actividad moderada sobre el hongo Trichophyton mentagrophytes (Gutiérrez et al.,
1996). Adler (2001) hace la revision de estudios de varias especies vegetales, entre



las cuales se encuentra T. hirsutissima, y se menciona la presencia de compuestos

fendlicos y alcaloides, aunque no muestran actividad disuasiva sobre hormigas sp.

Otros estudios reportan su aplicacion en la elaboracion de materiales biomédicos
hibridos (parte organica que puede ser de origen vegetal, mas zeolitas) para la
cicatrizacion de las ulceraciones del pie diabético; la cromatografia de gases y
espectrometria de masas mostraron que el extracto etandlico presenta 29
compuestos como son el 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol (14.92%), acido 1,2-
benzenodicarboxilico, mono(2-etilhexil) ester (21%), y y-sitosterol (16.42%) entre los
componentes mayoritarios, seguidos por el fenol 2,2'-metilenebis(4.53%), acido
hexadecanodico, etil ester (4.77%), 1-heptatriacotanol (5.0%) y &acido (E)-9-

octadecendico etil ester (4.11%) (Hernandez et al., 2016).

Con base en esto, es importante evaluar la planta para averiguar si cuenta con algun
efecto insecticida, ya que ademas de que es utilizada en el pueblo mexicano para
diversas curaciones, se ha observado en campo que no es atacada
significativamente por insectos herbivoros (comunicacion personal), por lo que es de
interés evaluar si presenta actividad biolégica sobre una especie de insecto plaga de

interés.

2.3 Gusano cogollero del maiz Spodoptera frugiperda

En el sentido antropogénico, una plaga se define como cualquier especie que
perjudica al hombre, su propiedad o al medio ambiente. Muchas de las plagas
agricolas estan conformadas principalmente por grupos de artropodos como acaros
e insectos que se alimentan de las plantas, ocasionando una disminucion en la
producciéon del cultivo, asi como también reducen el valor de la cosecha e
incrementan los costos de produccion. Una de las plagas importantes a nivel mundial
es Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) que ataca cultivos de gran importancia como
el maiz, pero se sabe que puede alimentarse de hasta 186 especies hospederas, la
mayoria de la familia Poaceae. La importancia del maiz se basa en que es un cultivo
de temporal y de riego porque forma parte de la dieta basica del mexicano y porque

este cultivo representa una fuente importante de productos lignocelulésicos para la



obtencion de biocombustibles, material de construccion e insumos biodegradables
(Carpita y McCann, 2008; Fernandez, 2002; Casmuz et al., 2010).

Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE), comunmente Illamado
gusano cogollero del maiz, gusano trozador, gusano tierrero, gusano vainero,
gusano pelon, lagarta cogollera (Figura 2), es una plaga que ocasiona dafios en
varios cultivos, principalmente en su estado larval, actuando como trozadores o
tierreros. También se le conoce con el nombre de “oruga militar tardia” ya que,
cuando escasea el alimento, las larvas se desplazan en grandes grupos “como un
regimiento”. Es una de las principales plagas del maiz en diferentes paises de la
region neotropical, atacando el cultivo en densidades variables. Esta especie ataca
principalmente el “cogollo” de las plantulas (lugar donde se encuentra el meristemo
apical) y se alimenta de las hojas en formacién, perforandolas severamente, el dafio
que producen es muy notorio debido a la observacion de hojas rasgadas y con
abundantes excrementos (Morén y Terrén, 1988; Willink et al., 1993; Casmuz et al.,
2010)

Fig. 2. Larva de Spodoptera frugiperda

El gusano cogollero se encuentra taxondmicamente dentro de la familia Noctuidae y
pertenece al orden Lepidoptera:



Phylum: Arthropoda
Subphylum: Mandibulata
Clase: Insecta
Subclase: Pterygota
Orden: Lepidoptera
Suborden: Frenatae
Superfamilia: Noctuoidea
Familia: Noctuidae
Tribu: Predeninii
Género: Spodoptera

Especie: S. frugiperda (J. E. Smith)

Los adultos son palomillas que llegan a medir aproximadamente de 30 a 35 mm de
envergadura, presentan dimorfismo sexual (Lezama, 1993). Las hembras presentan
una coloracién grisacea y oscura, con disefios menos llamativos que el macho; éste
presenta una coloracién pardo claro, con marcas oscuras y lineas irregulares palidas,
sus alas anteriores son café oscuro y grisdceas con una mancha blancuzca en el
area interior, por el contrario, la hembra no presenta esta mancha. Ambos presentan
una coloracion blanca en sus alas posteriores. Cuando se encuentran en reposo
bajan sus alas sobre su cuerpo dando una apariencia de un angulo (Nieto, 1983;
Moron y Terron, 1988).

Las hembras durante su vida fértil producen entre 1500 y 3600 huevecillos (Borbolla,
1981; Capinera, 1999), poniéndolos en grupos de 100 hasta 200 huevos por
ovoposicion. Los huevecillos son depositados sobre el haz y envés de las hojas y por
lo general estan cubiertos de segregaciones del cuerpo de la hembra, esto es con el
fin de protegerlos contra algunos agentes bibticos y abibticos; son hemisféricos de
0.5 mm de diametro aproximadamente, cuando son recién depositados su coloracion
es verde brillante, cambiando de color a tonos de café conforme transcurren los dias

y antes de la eclosion de las larvas toman un color gris claro pasando a negro (Lina,



1996). Cuando la temperatura oscila alrededor de > 25 °C las larvas emergen muy
rapido del huevo, ya que solo tiene de 2 a 3 dias para hacerlo, en esta etapa de
desarrollo, el gusano cogollero pasa por 6 o 7 estadios en los cuales los dos primeros

son de suma importancia para tomar medidas para su control (Ruiz et al., 2013).

Las larvas neonatas viven agrupadas las primeras horas y después se separan, esto
es debido a que tienen hébitos canibales, quedando generalmente una larva por
planta de maiz (Borbolla, 1981). Tienen una medida promedio del.5 mm de largo,
presentan una coloracion aperlada, la cabeza es inversamente proporcional al
cuerpo y las setas (vellosidades) que presentan son muy visibles en todo el cuerpo
(Guzman et al.,, 2016). A medida que las larvas van cambiando de estadios su
coloraciéon cambia de un color verdoso a grisaceo (Ruiz et al., 2013). Una de las
caracteristicas principales es que presentan una banda media longitudinal de color
café oscuro en la parte dorsal y un par de franjas laterales de color café mas claro a
ambos lados de la anterior (Figura 2); a partir del cuarto estado larval (L4) se hace
mas notoria una “Y” invertida o sutura epicraneal de la cabeza (Ruiz et al., 2013;
Guzman et al., 2016).

El estado de pupa se desarrolla en el suelo, cuando la larva esta lista para pupar
ésta se sepulta cerca de 2,5 cm bajo la tierra y forma una galeria de
aproximadamente 7 cm de largo, una vez que realiza esto, la larva forma una camara
pupal, después acorta sus segmentos mudando por Ultima vez para convertirse en
pupa y después de varios dias emerger como adulto (Capinera, 1999) (Figura 3). La
pupa es muy caracteristica de la familia Noctuidae, es tipo obtecta, tiene una
coloracion marrdn caoba, con una consistencia lisa y brillante dependiendo el
ambiente en donde se desarrolle, pueden presentar una longitud de hasta 18 mm,
se puede distinguir claramente el térax y abdomen; éste presenta 12 espiraculos que
se encuentran en binas a partir del segundo segmento; el cremaster (Ultimo
segmento del abdomen) tiene dos espinas que forman una “V” invertida (Labrador,
2001).
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Fig.3. Ciclo de vida de Spodoptera frugiperda. Tomado de Manejo Integral de Plagas
(Asociacion de Semilleros Argentinos).

17- 32 dias

2.6 Origen y distribucién geografica

El gusano cogollero se reconoce como la plaga americana mas importante de las
regiones tropicales y de las zonas templadas (Abbas Ali et al., 1989). Presenta una
amplia distribucién que comprende desde el sur de Canada hasta Argentina (figura
4) (Pashley 1986; Ashley, 1986). Tiene la capacidad de adaptarse a diferentes
condiciones ambientales a excepcion de climas frios, ya que carecen de mecanismo
de diapausa (Pair et al., 1991). En México, se reportd por primera vez la presencia
de este lepidoptero en el afio de 1888 en las localidades de Coatepec, Jalapa -
Veracruz y Tabasco (Lezama, 1993); hoy en dia se puede encontrar en todos los
estados del pais, principalmente en las zonas con mayor produccién de maiz como

Sinaloa, Jalisco, Michoacéan, Chiapas, Guerrero, Hidalgo, Morelos, Nayarit, Oaxaca,



Puebla, Estado de México y Colima. (Agencia de Servicios a la Comercializacion y

Desarrollo de Mercados Agropecuarios, 2018).

Zona de origen
Zona de invasion

Fig. 4 Distribucion de S. frugiperda (Germain et al., 2018)

2.7 Plantas hospederas

Datos recientes mencionan una cifra de 186 especies de plantas hospederas que
son atacadas por S. frugiperda pertenecientes a las familias Poaceae, Fabaceae,
Solanaceae, Asteraceae, Rosaceae, Chenopodiaceae, Brassicaceae y Cyperaceae
principalmente, teniendo preferencia hacia las especies de maiz, sorgo, arroz y

diversos tipos de pastos (Casmuz et al., 2010).

2.8 Métodos para su control

De acuerdo con varias investigaciones, se han implementado diversos tipos de
meétodos para el control de S. frugiperda, de los cuales el control quimico es el mas
utilizado; sin embargo, como se ha mencionado, el uso masivo de estos quimicos
produce efectos negativos sobre el medio ambiente y a la salud del hombre, asi como
la generacion de resistencia de la plaga a través del tiempo (Landazabal, 1973;
Roush y McKenzie, 1987; Yu, 1991). Es por ello, que dentro de los programas de
manejo integrado de plagas se han implementado trabajos de control bioldgico
concentrados en este insecto, utilizando enemigos naturales como insectos
parasitos, depredadores y patdgenos como hongos, bacterias, virus y protozoos.
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Otros métodos que se han empleado son el control mecanico, el cual consiste en
tomar medidas de limpieza con la finalidad de impedir que el insecto encuentre un
refugio que le pueda servir de proteccion, principalmente cuando la temperatura
desciende (Flores, 2000). El uso de Reguladores del crecimiento de insectos (RCI)
también ha resultado un buen método, ya que no presenta peligro alguno a
mamiferos y respeta a la fauna benéfica (Hassan, 1994) ademas, han mostrado muy
buenos resultados en el control del gusano cogollero, ya que actia elevando el nivel
de ecdisona en la hemolinfa, haciendo que la larva inicie la muda de forma prematura
y desordenada (Garcia y Tarango, 2009).

Actualmente, el uso de plantas transgénicas ha generado mucho interés y
controversia a nivel mundial. Estas plantas son organismos que se han modificado
genéticamente introduciéndoles a través de metodologias de ingenieria genética
ADN foraneo de diferente especie. Uno de los casos mas conocidos es la
introduccion del gen CrylAc de la bacteria Bacillus thuringiensis var. Kurstaki, a
plantas de maiz, esta bacteria expresa cristales proteicos llamados delta-
endotoxinas, que poseen efectividad insecticida contra larvas de algunas especies
de Lepidopteros (Tabashnik et al., 2003; Waquil et al., 2002). Sin embargo, se ha
reportado que la exposicion de los insectos a estas toxinas de manera continua,
culmina con el desarrollo de resistencia, por lo cual su uso dejé de ser efectivo y, por
lo tanto, se necesita explorar algunas otras alternativas para el control de estos

insectos (Tabashnik et al., 2003).

2.9 Actividad biolégica de plantas como alternativa para el control de

lepidOpteros

Céspedes et al. (2000) utilizé limonoides extraidos de Cedrela salvadorensis y
Cedrela dugesii (Meliaceae), se probd la actividad en larvas neonatas de S.
frugiperda y como resultado obtuvieron que causo un efecto en la mortalidad (LC50)
de 39, 10 y 8 ppm a los 7 dias, ademas de inhibir el crecimiento en las larvas

sobrevivientes.

Rojano et al. (2007) obtuvieron Berenjenol de las hojas de Oxandra xylopioides
(Annonaceae) y evaluaron su actividad como biocida (25, 50, 100, 200 y 400 ppm) a
las 24, 48 y 72 horas sobre S. frugipera. Se alimentaron larvas L2 con dieta artificial
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y observaron que el berenjenol resulté tener un efecto toxico, encontrandose valores

de DL50 de 319.6 ppm a las 24 horas y valores similares a las 48 y 72 horas.

Pérez et al. (2008) estudiaron el efecto de extractos botanicos de diez plantas en la
mortalidad y repelencia producida en Eupalamides cyparissias (Lepidoptera:
Castniidae), plaga de la palma aceitera (Elaeis guineensis). El tiempo de exposicion
fuede 1, 4, 8,12y 24 h. Alas 24 h, E. cyparissias presentd los mayores efectos de
mortalidad en los tratamientos con los extractos de Paullinia clavigera, Bixa orellana
y Euphorbia cotinifolia. En el caso de la repelencia, los mayores efectos sobre E.
cyparissias se encontraron en los tratamientos de extractos de P. clavigera, B.

orellana y Brugmansia candida.

Lizarazo et al. (2008) evalud el efecto insecticida y antialimentario de extractos
vegetales de Polygonum hydropiperoides (Polygonaceae), Calliandra pittieri
(Mimosaceae) y Solanum nigrum (Solanaceae) sobre larvas de S. frugiperda. Se
obtuvieron extractos vegetales utilizando solventes de alta polaridad y media
polaridad, los cuales se aplicaron sobre las larvas de segundo instar. Los extractos
de P. hydropiperoides, obtenidos con diclorometano en dosis de 1.000, 2.500 y 5.000
mg-L-1, mostraron una mortalidad de 100% a los 12 dias después de la aplicacion y
un efecto anti- alimentario del 4%. Mientras que los extractos vegetales S. nigrum y

C. pittieri en sus diferentes dosis, presentaron una mortalidad menor al 60%.

Llanos et al. (2010) evaluaron la actividad bioinsecticida de extractos organicos de
Bursera copallifera y B. grandifolia sobre larvas L1 de S. frugiperda. El extracto
acetdnico (500 ppm) de hojas de B. copallifera presentd actividad anti-alimentaria
sobre el S. frugiperda, al reducir en un 50% el peso de las larvas a los 14 dias. En
cuanto a la mortalidad en las larvas, se observo un 47%. Los extractos acetonico y
metanalico de las hojas de B. grandifolia mostraron un 37 y 45% de mortalidad en 14
dias, mientras que su extracto hexanico a partir de tallos causé una mortalidad de

37% en el mismo tiempo.

Ahmed-Barakat (2011) evalué la actividad insecticida y antialimentaria del extracto

de acetona de las hojas de Casimiroa edulis (Rutaceae) contra larvas de cuarto
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estadio de Spodoptera littoralis. El extracto crudo tuvo un valor de CL50 de 79.47
hg/cm? y concentracion subletal media (SC50) de 88.97 ug/cm?. Adicionalmente,
realizaron una separacion del extracto por cromatografia en una columna de gel de
silice (eluidas por diferentes sistemas de disolventes) y se colectaron siete
fracciones, cinco de estas fracciones (F I, F lll, F V, F VI, F VI) registraron una
esterilidad porcentual de mas de 50 % en S. littoralis. En las fracciones F |, F VI, F
VII, estaba presente el acido hexadecanoico. Los resultados sugieren que el extracto
de acetona de las hojas de C. edulis y algunas de sus fracciones son prometedores

como insecticida y antialimentarios.

Romo-Asuncion et al. (2016), evaluaron las actividades insecticida y juvenomimética
del extracto n-hexano de las partes aéreas de Senecio salignus DC. (Asteraceae) y
de Salvia microphylla Kunth (Lamiaceae) colectadas en México, contra larvas del
primer estadio de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). El extracto de S.
salignus mostré actividad insecticida a 500 ppm, ocasionando 52.5% de mortalidad
y 62.5% de mortalidad en pupas. El extracto de S. microphylla causé una mortalidad
en larvas de 65.0% a 500 ppm y una mortalidad en pupas de 82.5% con la misma
concentracion. La concentracion letal media (LC50) fue de 440 ppm para el extracto
de S. salignus y de 456 ppm para el extracto de S. microphylla. La actividad
juvenomimética de S. salignus a 500 ppm resulté en el incremento de la fase larval
de 17.3 dias y para el periodo pupal fue de 1.4 dias, también redujo el peso pupal
34.7% respecto al control (241 mg). Para el extracto de S. microphylla, a 500 ppm
causo el incremento de las fases larval y pupal 2.0 y 12.1 dias respectivamente y
reduccion del peso pupal de 14.1% respecto al control (243 mg). Los principales
compuestos del extracto de S. salignus fueron el y-sitosterol, acido hexadecanoico,
lupeol y B-amirina, y para el extracto de S. microphylla fueron el &cido oleico, y-
sitosterol, (Z,Z,2)-9,12,15-octadecatrien-1-ol, y el acido hexadecanoico. Estos
resultados indican que ambos extractos pueden ser empleados en el control de S.

frugiperda por presentar actividades juvenomimética e insecticida.
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3. Justificacion

Por los multiples efectos negativos de los insecticidas quimicos se buscan
alternativas como los insecticidas de origen vegetal. Con el avance de la tecnologia
para el estudio y descubrimiento de nuevas moléculas presentes en diferentes y
nuevas especies vegetales, en las ultimas décadas se han descubierto moléculas
novedosas que forman parte del metabolismo vegetal y que muestran diferentes
actividades biolégicas, incluida la insecticida.

Ante este panorama es importante explorar nuevas especies vegetales con actividad
bioldgica sobre insectos plaga, que estén localmente al alcance de los agricultores.
Es importante incrementar el conocimiento sobre especies de plantas que presentan
actividad insecticida a través de estudios bajo condiciones de laboratorio que es el
primer paso para etiquetar a las plantas que poseen dicha actividad (Silva et al.,
2002).
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4. Hipotesis

Los extractos crudos de Tournefortia hirsutissima poseen actividad toxica sobre

larvas neonatas de Spodoptera frugiperda

5. Objetivo general

Evaluar la actividad biol6gica de extractos crudos de Tournefortia hirsutissima sobre

larvas de Spodoptera frugiperda.

5.1 Objetivos particulares:

* Determinar si los extractos crudos (obtenidos con hexano, diclorometano, metanol
y agua) de la planta Tournefortia hirsutissima tienen actividad biol6gica sobre larvas

de Spodoptera frugiperda.

* Determinar si los extractos crudos de la planta Tournefortia hirsutissima tienen

actividad insectistatica sobre larvas de Spodoptera frugiperda.

* Obtener la CLso del extracto crudo que muestre la mejor actividad bioldgica sobre

larvas de Spodoptera frugiperda.
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6. Materiales y métodos
6.1 Mantenimiento de la colonia

La colonia de Spodoptera frugiperda se mantuvo en condiciones de laboratorio con
un fotoperiodo de 12:12 horas luz: obscuridad y una temperatura aproximada de 27
°C. Las masas de huevos obtenidos de los botes de apareamiento se colocaron en
cajas Petri de 60x15mm junto con una torunda de algodén humedo, la caja se sello
con papel parafilm para guardar aun mas la humedad y evitar la dispersion de las
larvas una vez eclosionadas, después de lo cual se colocaron 2 larvas por caja petri
de 60x15mm, estas se alimentaron con un trozo de dieta meridica (apéndice 1)
durante todo su desarrollo juvenil, el cual fue reemplazado por dieta fresca cada
tercer dia. Una vez que las larvas han completado su desarrollo, las pupas obtenidas
se colocaron en cajas Petri de 150x15 mm con algodén mojado con agua estéril para
guardar humedad.

Una vez que emergieron los adultos, se colocaron en un bote de 4 L forrado en su
interior con hojas de papel tipo bond, para su alimentacion se colocaron recipientes
de 10-15 mL con algodon humedecido de una solucion azucarada al 10%, para
posteriormente, tapar el recipiente con una malla de tela organza. Las hembras
ovipositaron sobre el papel bond, del cual se recortan los huevos.

6.2 Toma de muestra de Tournefortia hirsutissima

La planta se colectdé en el municipio de Xoxocotla (figura 5 y 6), sus coordenadas
geograficas son 18°41'06"N y 99°14'38"0 y su altitud es de 1,030 metros sobre el
nivel del mar, el municipio se ubica al sur del estado de Morelos. Con ayuda de unas
tijeras de podar se cortaron ramas con hojas. En el laboratorio se pusieron a secar
sobre una caja de cartdn colocando capas de las hojas cubiertas con hojas de papel
para evitar la luz solar, asi como para que el papel absorbiera humedad y fuera mas
rapido el secado. Para su identificacion se consulté una guia botanica y se hizo una

visita al herbario de la UAEM para confirmar su identificacion.
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Fig. 5. Xoxocotla, Morelos. INEGI, Marco Fig.6. Imagenes © 2019 Google, datos del
Geoestadistico Nacional, 2018. mapa ©, INEGI

6.3 Obtencidn del extracto mediante un tren de polaridades de solventes

Se peso el material vegetal seco y se obtuvo la cantidad de 61.2 g; con la ayuda de
un mortero se pulverizé y nuevamente se peso el polvo resultante en una balanza
analitica, el peso final fue de 60 g; enseguida en un matraz Erlenmeyer se colocé
el material bioldgico en polvo y se le agregd de inicio el disolvente organico hexano

(apolar), se sello y se dejo reposar en un lugar obscuro y fresco durante una semana.

Una vez transcurridos los 7 dias, se utiliz6 una bomba de vacio con la finalidad de
filtrar el extracto crudo (figura 7). En un matraz Kitazato se colocé un embudo de
porcelana de fondo plano, en el cual se coloca en la base papel filtro de poro mediano
para separar la mayor cantidad de biomasa vegetal. El disolvente se recuperé y se
guardd para su posterior concentracion, la biomasa se dej6 secar y se coloco
nuevamente en un matraz para adicionarle el siguiente disolvente en polaridad
(diclorometano). Este paso se repiti6 de forma secuencial reemplazando el

disolvente por metanol y finalmente por agua.

Con ayuda de un rotaevaporador marca Blichi, se concentraron los extractos crudos

por la evaporacion rapida del disolvente (figura 8). Las condiciones de trabajo para



el vacio fueron las que se muestran en el cuadro 1, una velocidad de rotacion de 100
rom y un bafio maria de 60 °C. Finalmente, el extracto concentrado se deposito en
un frasco previamente pesado y forrado con papel aluminio, se colocé en una camara
de desecacion, en donde se dejé durante varios dias hasta que el solvente restante
se evaporo por completo. Posteriormente, se volvié a pesar el frasco y por diferencia

de peso se obtuvo la cantidad de sélidos totales de extracto (rendimiento).

Fig.7. Bomba de vacio. Filtracién Fig.8. Rotaevaporador. Concentracion
del extracto crudo de extracto crudo

Cuadro 1.- Condiciones de trabajo en el rotaevaporador para la concentracién de los

extractos, a un bafio maria de 60 °C y 100 rpm.

Solvente Vacio (mbar)
Hexano 360
Diclorometano 474
Metanol 337
Agua 72



6.4 Bioensayo para determinar la mortalidad en larvas frente a diferentes

tratamientos

Para saber que tratamiento causa mayor mortalidad se realizé un primer bioensayo
utilizando placas de poliestireno Cells Wells de 24 pozos y 16 de ellos se llenaron
con 1.5 mL de dieta meridica (figura 9). De acuerdo con el rendimiento de cada uno
de los tratamientos (cuadro 2), una vez que se enfrio la dieta, se colocé sobre la
superficie 35 pl de las diluciones de los extractos segun el tratamiento a una
concentracion de 500 pg/cm? (figura 10); Se utilizaron 3 placas para cada tratamiento
y como blanco o control negativo se colocé el solvente puro (hexano, diclorometano,
metanol y agua). Las muestras se dejaron evaporar por completo y posteriormente,
con ayuda de un pincel de punta fina, se colocé una larva neonata de S. frugiperda
en cada pozo. Las placas se sellaron con papel plastico adherente “Envolpack”,
sobre el cual se colocé una toalla absorbente y la tapa sujeta con ligas para evitar
que las larvas se escaparan de sus pozos (figura 11)

Fig.9. Aplicacion de dieta meridica en cajas Fig.10. Extracto sobre la
Cell Wells dieta



Las cajas se mantuvieron bajo condiciones controladas a una temperatura de 27°C,
con fotoperiodo de 12:12 horas (luz-obscuridad). El nUmero de organismos muertos
se contabilizd6 a los 7 dias,
considerando como larvas vivas a
aguellas que respondieron al tacto. Las
larvas que sobrevivieron se pesaron en
una balanza analitica y se colocaron
individualmente en  cajas Petri
colocandoles dieta fresca, y se siguid su

desarrollo.

Fig. 11. Cajas cells wells selladas

Fig.12. extracto a diferentes concentraciones
sobre la dieta



6.4 Bioensayo para determinar la CLso (Concentracion letal para matar al 50 %

de los individuos) y la actividad insectistatica en larvas

Se realiz6 un segundo bioensayo con el tratamiento que causo mayor mortalidad de
acuerdo con los datos obtenidos en el bioensayo uno, en el cual, el mejor tratamiento

fue el hexanico con un 90.1% de mortalidad larval.

Se utilizaron placas de poliestireno Cells Wells de 24 pozos que fueron llenados con
1.5 mL de dieta meridica. Una vez que se enfrio la dieta se coloco 35 ul de las
diluciones del extracto hexanico, se utilizaron 6 concentraciones diferentes (650,
500, 250, 100, 50 y 25 pg/cm?) mas el control negativo (hexano) y se siguié el mismo

procedimiento realizado en el primer bioensayo.

6.4 Parametros evaluados

Se utilizaron 48 larvas neonatas de S. frugiperda por tratamiento en los dos
bioensayos. Las variables de respuesta fueron mortalidad y peso de las larvas a los
7y 15 dias, peso y viabilidad de pupas y adultos.

6.5 Andlisis estadisticos

El disefio experimental fue completamente al azar con 4 tratamientos para el primer
bioensayo y 6 tratamientos para el segundo, ambos con sus respectivos controles
negativos. El andlisis y el procesamiento de los datos de mortalidad se realizaron
con el paquete estadistico JMP® Trial, version 8 (2008). Se realizaron pruebas
estadisticas para verificar la distribucion normal y la homocedasticidad de los datos.
Los datos tendieron a la no normalidad y no presentaron homogeneidad de
varianzas, por lo cual se analizaron mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis, y su comparacion de medias mediante una prueba de Tukey (p<0.05). Para
determinar la concentracion letal media (CL50) se utilizaron los datos de mortalidad
larval de S. frugiperda a los 7 dias y los resultados se sometieron a un analisis Probit

en el software PoloPlus.
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7. Resultados
7.1 Rendimiento del extracto

La extraccion de los componentes se comenzd con un peso seco inicial de 60 g de
material bioldgico y se realizo la extraccion. Los rendimientos obtenidos se muestran
en el cuadro 2 con respecto a cada disolvente. El disolvente acuoso, que es el de
mayor polaridad, es en el que se obtuvo el mayor rendimiento, seguido por los

solventes organicos diclorometano, metanol y hexano.

Cuadro 2. Rendimiento de extracto obtenido por cada disolvente.

Disolvente Rendimiento (g)
Hexano 1.3
Diclorometano 1.6

Metanol 1.3

Agua 31.2

7.2 Mortalidad de los diferentes extractos obtenidos.

Para determinar cuél de los extractos causaba mortalidad en larvas neonatas de S.
frugiperda, se realiz6 un bioensayo con una Unica concentracién y a los 7 dias se
determind la mortalidad. Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento
hexanico es estadisticamente diferente a los demas tratamientos, ya que registré la
mayor tasa de mortalidad con un porcentaje de 90.1% con respecto a los demas
tratamientos a la concentracion de 500 pg/cm?, sin embargo, aunque el disolvente
hexano como control (solo disolvente) mostré un 20 % de mortalidad, entra dentro
de los limites permitidos (figura 13). Respecto a los extractos en agua, diclorometano

y metanol no mostraron diferencias significativas entre ellos ni con sus controles.
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Media(Individuos muertos (%)) frente a Tratamiento
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Figura 13. Porcentaje de mortalidad de larvas neonatas de S. frugiperda expuestas a 500
ng/cm? de extractos crudos de T. hirsutissima, a los siete dias de tratamiento. Se muestra la
desviacion estandar y las diferencias estadisticamente significativas (p= 0.0002) entre los
tratamientos con un a < 0.05.

7.3 CL50y actividad insectistatica a diferentes concentraciones

Una vez que se determiné que el extracto hexanico fue toxico a 500 pg/cm? se decidié
calcular la concentracién letal cincuenta realizando un bioensayo con 5
concentraciones diferentes, como se detallé en materiales y métodos. A los 7 dias
se determiné la mortalidad de cada una de las concentraciones y los resultados se
sometieron a un analisis Probit en el software PoloPlus. En la figura 14 se muestra
la curva de concentracién con respecto a la mortalidad de cada uno de los

tratamientos.
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Fig. 14. Curva de mortalidad con respecto a las diferentes concentraciones utilizadas
en el bioensayo. Obtenida de PoloPlus.

De acuerdo con lo observado en la figura 14, la mortalidad obtenida en el bioensayo
muestra un incremento conforme aumenta la concentracion del extracto hexanico.
Los datos obtenidos de cada una de las concentraciones permitieron el calculo de la
CL50 la cual fue de 76.070 pg/cm? (cuadro 3).

Cuadro 3. Resultados obtenidos del analisis Probit.

Activo Clso Limite Limite

(Mg/cm?) inferior superior

Extracto hexanico de T. 76.070 48.462 116.473

hirsutissima
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7.4 Efectos en las larvas sobrevivientes de S. frugiperda después de los 7 dias

de la aplicacion del extracto hexanico de T. hirsutissima

Se ha reportado que algunos extractos vegetales pueden afectar el desarrollo de las
larvas una vez que éstas fueron expuestas a él, asi que con el objetivo de determinar
si el extracto hexanico afecta el desarrollo de las larvas, se continu6 monitoreado a
las larvas sobrevivientes en el bioensayo realizado para calcular la CL50. Los

resultados se muestran en las figuras 15y 16.

Pupas de S.frugiperda
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Fig. 15. Efecto de diferentes concentraciones del extracto hexanico en el desarrollo de larvas
de S. frugiperda, en donde se muestra la viabilidad de pupas. La desviacion estandar se

muestra sobre las barras.

Como se muestra en la figura 15, menos del 5% de las larvas sobrevivientes que se
sometieron a concentraciones altas 650, 500 y 250 pg/cm? alcanzaron el estado de
pupa; mientras que a la concentracién mas baja (25 pg/cm?) alrededor del 60%
alcanzaron el estado de pupa de la misma manera que el control negativo, es
importante remarcar que el control no muestra el 100% de viabilidad, probablemente
por la manipulacion de las larvas. Estos resultados sugieren que el extracto hexanico
a concentraciones altas puede presentar mortalidad después de los 7 dias. Los
resultados que se muestran en la figura 16 se obtuvieron al monitorear el desarrollo
de las pupas para determinar si estas son capaces de llegar hasta el estado de

adulto.
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Adultos de S.frugiperda
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Fig. 16. Efecto de diferentes concentraciones del extracto hexanico en el desarrollo de larvas

de S. frugiperda, en donde se muestra la viabilidad de adultos. La desviacion estandar se

muestra sobre las barras.

Como se muestra en la figura 16, la mayoria de las larvas que llegaron a pupa,
también llegaron a adultos, tal es el caso de la concentracion baja de 25 pg/mL vy el
control, donde hubo cerca del 60% de viabilidad de adultos. Esto nos indica que una

vez que la larva pas6 a pupa ya no hubo mortalidad en ellas.

7.5 Efecto insectistatico del extracto hexanico de T. hirsutissima en el

desarrollo de larvas y pupas

El efecto insectistatico se define como aquel agente que tiene la capacidad de afectar
el crecimiento y desarrollo de algunos insectos. En este trabajo, se evalué el efecto
en el peso de larvas sobrevivientes después de la aplicaciéon del tratamiento
hexanico. Los resultados se muestran en el cuadro 4, el cual muestra el peso de las
larvas alos 7 y 15 dias, del extracto hexanico de T. hirsutissima, en donde se observa
que solamente la concentracion de 25 pg/cm? tuvo diferencias significativas a los 7
dias en comparacion con el control. Sin embargo, a los 15 dias de la aplicacion de
los tratamientos, los pesos no mostraron diferencias significativas entre ellos, lo cual
sugiere que las concentraciones empleadas afectan el peso larval en un inicio, sin
embargo, las larvas logran recuperarse y muestran el mismo peso que el control,

ademas se observan saludables (Figura 17).
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Cuadro. 4. Efecto del extracto hexanico de T. hirsutissima sobre el peso de larvas de S.

frugiperda. Las letras diferentes significan que hay diferencias significativas segun la prueba

de Dunnett.
Peso de larvas (mgQ)
Tratamiento 7 dias 15 dias

Control 8.033+2.912 a 140.0 £ 52.56 a
25 pg/cm? 11.51 + 4.423 b 178.8 £ 76.40 a
50 pg/cm? 6.991 + 3.203 a 123.7 £ 57.15 a
100 pg/cm? 5.460 + 3.168 a 78.66 + 69.26 a
250 pg/cm? ND ND

500 pg/cm? 2.4+ ND 39.60 + ND

650 pg/cm? 6.8 £ ND 44,10 £+ ND

Adicionalmente, también se analiz6 el efecto en los pesos de las pupas, los

resultados se muestran en el cuadro 5.

Cuadro 5. Efecto del extracto hexanico de T. hirsutissima sobre el peso de pupas de S.
frugiperda. Las letras diferentes significan que hay diferencias significativas segun la prueba

de Dunnett.

Tratamiento Peso pupas (mg)

Control 244 + 30.91 a
25 pg/cm? 247.9 £ 24.47 a
50 pg/cm? 238.3+29.10 a
100 pg/cm? 264.7 + 30.76 a
250 pg/cm? ND

500 pg/cm? 229.2 + ND

650 pg/cm? 289.9 =+ ND
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De acuerdo con los resultados mostrados en el cuadro 5, las pupas no presentaron
diferencias en el peso con respecto al control, sin embargo, las larvas expuestas a
concentraciones altas 650, 500, 250 ug/mL que lograron pasar a pupa presentaron

deformaciones (Figura 18). Las pupas que fueron expuestas a bajas concentraciones

del extracto hexénico lograron llegar al estado adulto como se muestra en la figura
19.

Fig.17. Larvas a los 15 dias del bioensayo Fig.18. Pupas con malformaciones
larva a =control larva b= larva expuesta a Pupas a =expuestas a 650 pg/cm? del

la concentracion de 25 pg/cm? tratamiento; pupas b= expuestas a
250 pg/cm? del tratamiento

Fig.19. Adultos de S.frugiperda expuestos
a 25 pg/cm? de tratamiento.



8. Discusién

S. frugiperda es considerado uno de los insectos plaga méas importante en
Latinoamérica, debido a que en su fase larval ataca principalmente cultivos de
gramineas, ocasionando pérdidas econdémicas importantes. Para combatir esta
problematica se han utilizado insecticidas quimicos sintéticos de manera excesiva lo
cual ha traido consecuencias como el desarrollo de resistencia a estas sustancias.
Por otro lado, también se ha intentado el control mediante toxinas (CrylAc, CrylAb,
CrylAcy CrylF) de B. thuringiensis en donde se ha tenido el mismo problema debido
a la exposicion continua a estas toxinas cuando se expresan en plantas transgénicas
(Tabashnik et al., 2003). Debido a esta problematica, en este proyecto evaluamos
diferentes extractos obtenidos de la planta T. hirsutissima, utilizando disolventes
como el hexano, diclorometano, metanol y agua. Los rendimientos obtenidos de la
extraccion con estos disolventes muestran que el mejor rendimiento para la
obtencién de metabolitos fue con el agua con un rendimiento de 31.2 g, seguido de
la extraccion con diclorometano (1.6 g) y finalmente, el metanol y el hexano con un
rendimiento de 1.3 g para ambos. Al realizar los bioensayos para determinar si éstos
provocan mortalidad en S. frugiperda, se observo que el extracto obtenido con el
hexano fue el que produjo una mayor mortalidad (90.1%), respecto a la extraccién
con agua (19.4%), diclorometano (17.6%) y metanol (7.53 %). Es importante
remarcar que aun cuando el mayor rendimiento en la extraccion de la planta fue con
agua, esto no implica que se obtengan los compuestos con actividad insecticida.
Debido a la mortalidad observada con el extracto hexanico se reviso en la literatura
para determinar si ya habia reportada alguna molécula que tuviera esta actividad en

este extracto.

Datos publicados sobre la composicion quimica de la planta analizada indican que
dentro de los compuestos quimicos que presenta, dos predominan, siendo el acido
hexadecanoico y el y-sitosterol consistentes con el uso medicinal de esta planta
como hipoglucemiante y cicatrizante entre otros (Andrade-Cetto et al., 2015; Rivera
et al., 2017).
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Con respecto al y-sitosterol y acido hexadecanoico, se ha reportado que estos han
sido responsables de la actividad téxica insecticida observada en otras especies
vegetales. Uno de los casos es la identificacion del y-sitosterol como un principio
activo del extracto de acetona de la corteza del tallo de Vitex schliebenii (Lamiaceae)
el cual mostré mortalidad contra larvas de 3er y 4to estadio de Anopheles gambiae
(Diptera: Culicidae) (Nyamoita et al., 2013).

Extractos vegetales que presentan los mismos compuestos, han sido evaluados,
como el estudio realizado por Ramo-Asuncion et al. (2016) que analizaron las hojas
de Senecio salignus (Asteraceae) y Salvia microphylla (Lamiaceae) para determinar
la actividad insecticida y juvenomimética del extracto obtenido con n-hexano. Los
resultados obtenidos en este trabajo mostraron que S. salignus presenté actividad
insecticida a 500 ppm, ocasionando 52.5% de mortalidad larval y 62.5% de
mortalidad pupal, asi mismo S. microphylla presenté una mortalidad larval del 65% y
una mortalidad pupal del 82.5% a una concentracion de 500 ppm sobre S. frugiperda.
Para nuestro trabajo el extracto hexanico de T. hirsutissima mostré6 una mortalidad
larval de 90.1% sometidos a una concentracion de 500 pg/cm?, asi mismo, a
concentraciones altas (650, 500 y 250 ug/cm?), la viabilidad pupal fue menor del 5%,
estos resultados sugieren que los extractos analizado por Ramo-Asuncion et al.
(2016) son mas efectivos, sin embargo, se desconoce el volumen empleado de la

solucion en sus bioensayos, por lo que no puede haber una comparacion.

Ademas de determinar la mortalidad causada por lo extractos obtenidos de T.
hirsutissima, nos interesamos en determinar la CL50. Los resultados obtenidos
mostraron una CL50 de 76.070 pg/cm?. En otros trabajos se han realizado
experimentos parecidos a estos con hojas de Casimoroa edulis utilizando acetona
para obtener los compuestos. Los resultados obtenidos mostraron una CL50 de
79.47 pg/cm? con larvas de S. littoralis (Ahmed-Barakat, 2011), la cual al compararla
con la obtenida en nuestro trabajo se presentan CL50 muy similares. Existen otros
trabajos donde se han reportado LC50, con unidades de mg/mL, por lo que es dificil

compararlos, sin embargo, se mencionan a continuacion.
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Guzmén-Pantoja et al., 2010 analizaron los extractos de hexano, cloroformo y
metanol de diferentes partes de Ipomoea paucifiora para determinar sus efectos
sobre la supervivencia y el desarrollo de S. frugiperda. Las larvas neonatas fueron
expuestas a diferentes concentraciones de extractos crudos de |. pauciflora (de 0 a
4 mg/mL). La mayor mortalidad fue producida por extractos de semillas de hexano y
cloroformo a 4 mg/mL (96.9 y 93.8%, respectivamente), con valores de CL50 de 1.85
mg/mL y 0.54 mg/mL, respectivamente. Las fracciones de ambos extractos de
semillas se aislaron por cromatografia en columna de gravedad sobre gel de silice y
se analizaron para sus compuestos activos. Ocho fracciones del extracto de hexano
y seis fracciones del extracto de cloroformo de semillas de I. pauciflora, exhibieron
efectos larvicidas a 1 mg/mL (mortalidad de 33.3 a 88.9% y de 47,2 a 77%,
respectivamente). Estos resultados correlacionan con el trabajo que realizamos,
pues nosotros observamos el mejor resultado en la extraccion con hexano, aunque

reportamos la CL50 en pg/cm?.

Otros estudios con extractos vegetales realizados por Cespedes et al. (2000) al
evaluar los limonoides extraidos de especies de Cedrela salvadorensis y Cedrela
dugesii (Meliaceae) obtuvieron una CL50 maxima de 39 ppm (1.365 ug/35 pl), se
podria pensar que es mayor la actividad de estas especies con respecto al extracto
hexanico de T. hirsutissima, ya que las concentraciones empleadas en los
bioensayos que mostraron la mayor actividad fueron mas altas, sin embargo, en
estos experimentos se utilizé fracciones de extractos purificados y en el trabajo que
llevamos a cabo se emplearon extractos crudos en donde hay ain una mezcla de
compuestos y desconocemos la proporcion de los compuestos y-sitosterol y acido

hexadecandico a los cuales les atribuimos la actividad.

Adicionalmente, nos interesaba determinar el efecto insectistatico del extracto
hexanico, por lo que, se tomd en cuenta el peso de larvas y pupas que ya habian
estado en contacto con éste. Los resultados obtenidos sugieren que los pesos en
larvas y pupas no muestran diferencias significativas respecto al grupo control (solo
el disolvente hexano). Es importante resaltar que a concentraciones altas 650, 500 y

250 pg/cm? del mismo tratamiento las pupas presentaron malformaciones, lo que
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sugiere que este extracto presenta actividad insectistatica, con respecto a esto,
Matias (2017) reportd que los tratamientos del extracto de Dodonaea viscosa
provocaron deformidades en las pupas de S. frugiperda con alguna alteracion
morfologica (1000 ppm-51.1% y 2000 ppm-66.6%).

En la actualidad existe poca informacion con respecto al contenido del extracto
hexanico de T. hirsutissima, sin embargo, es importante mencionar que los
resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el extracto hexanico podria

funcionar como una alternativa para el control de S. frugiperda.
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9. Conclusiones

1.- El extracto hexanico de hojas de T. hirsutissima fue el Unico que, a las

concentraciones de 650, 500 y 250 pg/cm? mostré actividad insecticida.
2.- La CL50 del extracto hexanico de hojas de T. hirsutissima fue de 76.07 pug/cm?.

3.- El extracto hexanico de hojas de T. hirsutissima a concentraciones altas afecto el

desarrollo de pupas.

10. Perspectivas

Para tener un conocimiento mas amplio de los componentes del extracto hexanico
sera necesario fraccionarlo mediante diferentes técnicas cromatograficas y
caracterizar los compuestos quimicos presentes, para poder comprobar la presencia
de los compuestos responsables de la actividad biolégica de nuestra planta
evaluada, adicionalmente se podria analizar la actividad de los deméas componentes,

utilizando otros modelos experimentales.
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11. Apéndice |

Preparacion de la dieta de Spodoptera frugiperda (Mihn ,1984; Lina, 1996)

INGREDIENTES DE LA DIETA. - harina de soya 71.1gr., germen de trigo 31.7gr.,
sales Wesson 10.6gr., sacarosa 13gr., acido sérbico 1gr., methylparaben (nipagin)
1.6gr., acido ascérbico 4.3 gr., agar 14 gr., acido aceético (25%) 12 ml., formalina

(10%) 4.4 ml., cloruro de colina (15%) 7.3ml., solucion vitaminica 4ml.

PREPARACION DE LA DIETA. - En un recipiente de dos litros se vierte el agar en
500m! de agua destilada estéril, se pone en el microondas hasta que el agua
comience a hervir, se mezcla con una espatula suavemente por 10 seg. y se repiten
los pasos anteriores 5 0 6 veces mas hasta que el agar se disuelva por completo.
Mientras tanto se licuan los demas ingredientes en 500ml de agua destilada estéril,
una vez que el agar disminuya su temperatura se le pueden agregar los demas
ingredientes licuando perfectamente la mezcla, guardar la dieta en un recipiente a
4°C.
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FACULTAD
DE CIENCIAS
BIOLOGICAS

Cuernavaca, Mor., 27111[2929

DRA. DULCE MARIA ARIAS ATAIDE
DIRECTORA GENERAL DE SERVICIOS ESCOLARES
PRESENTE.

Por este conducto comunico a Usted, que he revisado el documento que presenta la Pasante
de Bidlogo: LUCENA CUEVAS AZUCENA, con el titulo del trabajo: ACTIVIDAD BIOLOGICA
DE Tournefortia hirsutissima SOBRE LARVAS DE Spodoptera frugiperda. Quien opt6 por
la Modalidad de Titulacién: Trabajo de Desarrollo Profesional por Etapas, como lo marca
el Reglamento de Titulacién Profesional vigente de la Universidad Auténoma del Estado de
Morelos.

En calidad de miembro de la comision revisora, expreso la siguiente decisién:

VOTO A FAVOR: SICX ) NO(___)

ATENTAMENTE
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Se expide el presente documento firmado electrénicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electrénica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracién y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico
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Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electronica o
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ESTADO DE MORELOS
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FACULTAD
DE CIENCIAS
BIOLOGICAS

Cuernavaca, Mor.,_27 de noviembre de 2020

DRA. DULCE MARIA ARIAS ATAIDE
DIRECTORA GENERAL DE SERVICIOS ESCOLARES
PRESENTE.

Por este conducto comunico a Usted, que he revisado el documento que presenta la
Pasante de Bi6logo: LUCENA CUEVAS AZUCENA, con el titulo del trabajo: ACTIVIDAD
BIOLOGICA DE Tournefortia hirsutissima SOBRE LARVAS DE Spodoptera
frugiperda. Quien opté por la Modalidad de Titulaciéon: Trabajo de Desarrollo
Profesional por Etapas, como lo marca el Reglamento de Titulacion Profesional vigente
de la Universidad Autéonoma del Estado de Morelos.

En calidad de miembro de la comisién revisora, expreso la siguiente decision:

VOTO A FAVOR: SI (X ) NO(__ )

ATENTAMENTE

MJJWW /

UDRA. SUSANA VALENCIA DiAZ

Av. Universidad 1001 CoI Chamllpa C.P. 62209, Tel-fax: (777) 329 7047
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Se expide el presente documento firmado electrénicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documenio cuenta con la firma elecironica UAEM del funcionario universitario competenie,
amparada por un cerificado vigente a la fecha de su elaboracidon y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

SUSAMA VALENCIA DIAZ | Fecha:2020-11-27 15:53:43 | Firmante
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S006TLdge3cd Twhy D 1gGLKAgkdxd G+ BVolcc8/ChL Mvxph/ OKpMpHj+NZiGvg SXBBIF U220xhSkgal OJFDVANTC 2QIIbF +hUSPEWLanubST FeFWthfzgAsed 64 fHNILWbS6gvls
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Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrinica o

escaneando el codigo QR ingresando |a siguiente clave:

tnMouy
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DRA. DULCE MARIA ARIAS ATAIDE
DIRECTORA GENERAL DE SERVICIOS ESCOLARES

PRESENTE.

Por este conducto comunico a Usted, que he revisado el documento que presenta la
Pasante de Bi6logo: LUCENA CUEVAS AZUCENA, con el titulo del trabajo: ACTIVIDAD
BIOLOGICA DE Tournefortia hirsutissima SOBRE LARVAS DE Spodoptera
frugiperda. Quien opté por la Modalidad de Titulacién: Trabajo de Desarrollo
Profesional por Etapas, como lo marca el Reglamento de Titulacion Profesional vigente
de la Universidad Autéonoma del Estado de Morelos.

En calidad de miembro de la comision revisora, expreso la siguiente decision:

VOTO A FAVOR: SI(_X_) NO(__ )

ATENTAMENTE

M. EN C. LAURA PATRICIA LINA GARCIA
PITC Centro de investigacion en Biotecnologia

Av. Universidad 1001, Col Cham|lpa C.P. 62209, Tel-fax: (777) 329 7047
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Se expide el presente documento firmado electrénicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COVZ (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracién y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico
LAURA PATRICIA LINA GARCIA | Fecha:2020-11-28 0%:21:54 | Firmante
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Puede wverificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electronica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:
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ESTADO DE MORELOS

FACULTAD
DE CIENCIAS
BIOLOGICAS

Cuernavaca, Mor., 14 de diciembre del 2020

DRA. DULCE MARIA ARIAS ATAIDE
DIRECTORA GENERAL DE SERVICIOS ESCOLARES
PRESENTE.

Por este conducto comunico a Usted, que he revisado el documento que presenta la
Pasante de Bi6logo: LUCENA CUEVAS AZUCENA, con el titulo del trabajo: ACTIVIDAD
BIOLOGICA DE Tournefortia hirsutissima SOBRE LARVAS DE Spodoptera
frugiperda. Quien opté por la Modalidad de Titulacién: Trabajo de Desarrollo
Profesional por Etapas, como lo marca el Reglamento de Titulacién Profesional vigente

de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos.

En calidad de miembro de la comisidn revisora, expreso la siguiente decision:

VOTO A FAVOR: SI (LX) NO(___ )

ATENTAMENTE

DRA. VERONICA OBREGON BARBOZA

Av. Universidad 1001, Col. Chamilpa, C.P. 62209, Tel-fax: (777) 329 7047 E\ Vi
WWW.uaem.mx/organizacion-institucional/unidades-academicas/facultades/ciencias-biologicas 7
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Se expide el presente documento firmado electrénicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COVZ (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electrénica UAEM del funcionario universitario competenie,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es vélido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electronico

VEROMICA OBREGON BARBOZA | Fecha:2020-12-01 22:55:00 | Firmante
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Puede verificar la autenticidad del documents en la siguiente direccion electrdnica o

escaneando & codigo QR ingresando la siguiente clave:
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Cuernavaca, Mor., 14 de diciembre del 2020

DRA. DULCE MARIA ARIAS ATAIDE
DIRECTORA GENERAL DE SERVICIOS ESCOLARES
PRESENTE.

Por este conducto comunico a Usted, que he revisado el documento que presenta la
Pasante de Bi6logo: LUCENA CUEVAS AZUCENA, con el titulo del trabajo: ACTIVIDAD
BIOLOGICA DE Tournefortia hirsutissima SOBRE LARVAS DE Spodoptera
frugiperda. Quien opté por la Modalidad de Titulacién: Trabajo de Desarrollo
Profesional por Etapas, como lo marca el Reglamento de Titulacién Profesional vigente
de la Universidad Autéonoma del Estado de Morelos.

En calidad de miembro de la comisidn revisora, expreso la siguiente decision:

VOTO A FAVOR: SI (LX) NO(___ )

ATENTAMENTE .

DR. CA/LE’B/CASTILLO LORMENDES

Av. Universidad 1001, Col. Chamilpa, C.P. 62209, Tel-fax: (777) 329 7047
WWWw.uaem.mx/organizacion-institucional/unidades-academicas/facultades/ciencias-biologicas
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Se expide el presente documento fimado electrdnicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA,
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIOMAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COVZ (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electrdnica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un ceriificado vigente a la fecha de su elaboracidn es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EMN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA UNIVERSIDAD AUTOMOMA DE
ESTADO DE MORELCS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular Mo. 32.

Sello electrdnico
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