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RESUMEN

El gusano cogollero del maiz Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) es una
de las plagas que mas pérdidas provoca a los productores de maiz en México. El
control quimico sintético es el mas usado para tratar de contrarrestar este problema,
sin embargo su uso causa problemas ambientales y de salud; pero existen
alternativas menos exploradas e igual de eficientes como el uso de extractos
vegetales. En este trabajo se evalud la actividad del extracto metandlico (EM) y del
extracto hexanico (EH) de vainas de Acaciella angustissima (Fabaceae) sobre S.
frugiperda. Los resultados mostraron que ambos extractos presentaron actividad
insecticida. Para EH la concentracion letal media (CLso) fue de 1377.85 ppm. En
cuanto a EM la CLso fue de 5480.23 ppm. Por otro lado también se pudo observar
pero solo con EH ya que con este extracto se observo efecto sobre la duracion larval
con un aumento de 23.17% a partir de 1000 ppm con respecto al control negativo. El
efecto se mostré de igual manera con EH sobre el peso de la larva a los 20 dias, en
gue en 1000 ppm hubo una disminucién de 62.07% con respecto al control negativo.
Por tanto, se puede decir que de los dos extractos utilizados, EH fue el mejor ya que
tuvo una CLso baja y mostro actividad juvenomimética a partir de 1000 ppm.



1. ANTECEDENTES
1.1 Descripcion de Spodoptera frugiperda.

El gusano cogollero del maiz Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) es una
de las plagas mas importantes del maiz Zea mays (Poaceae), en México. En el
Cuadro 1 se menciona su clasificacion taxonémica. Este es uno de los pocos insectos
gue se dispersan y se reproducen en todo el continente americano (Abbas y col.
1989).

El gusano cogollero del maiz es un insecto polifago que ocasiona numerosas
pérdidas en diversos cultivos; esta caracteristica junto a su poder de aclimatacion a
diferentes condiciones permite que su distribucion geografica sea amplia (Clavijo y
Pérez, 2000).

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica de Spodoptera frugiperda.

Dominio Eukarya
Reino Animalia
Filo Arthropoda
Clase Insecta
Orden Lepidoptera
Familia Noctuidae
Género Spodoptera
Especie S. frugiperda

Cuenta con alrededor de 186 hospederos, repartidos en 42 familias. Entre los
hospederos mas citados, 35.5% pertenece a la familia Poaceae y el 11.3% a la familia
Fabaceae. Del total de plantas, 64% se hallaron en Norteamérica y Centroamérica,
siendo las especies mas citadas: maiz, sorgo, cacahuate, grama bermuda, cafia de

azucary arroz (Cazmuz y col., 2010).



1.1.1 Ciclo bioldgico de Spodoptera frugiperda.

El ciclo completo, Figura 1, puede durar entre 30 a 70 dias, siendo influenciado por
la temperatura ambiental, de tal manera que se acorta en condiciones de mayor

temperatura y se alarga cuando la misma es baja (Angulo, 2000).

Las hembras adultas
viven 10 dias en promedio La polilla hembra del
(hasta 21 dias). gusano cogollero del
maiz puede depositar
hasta 1000 huevos en

total durante su vida.

Puede producir varias
generaciones al aiio
(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 eclosionan

en 2-3 dfas.

B FAO, 2017
17424E5/1/06.17

Figura 1. Ciclo biologico del gusano cogollero Spodoptera frugiperda (FAO, 2017).

1111 Huevo.

Los huevos son de color blanco perla (Figura 2, derecha), son puestos en grupos y
protegidos con escamas y secreciones bucales que tienen como funcién proteger
contra factores ambientales y enemigos naturales, miden aproximadamente 0.4 mm
de didmetro y 0.3 mm de altura. Una hembra puede poner de 100 a 200 huevos por
ovipostura y hasta 1500 en su vida fértil, y ovipositan en el haz y en el envés de las
hojas en las primeras horas de la noche. Se muestra un ejemplo de ovipostura de

gusano cogollero del maiz en la Figura 2 a la izquierda (Capinera, 2016).



Figura 2. Ovipostura (izquierda) y huevos (derecha) de Spodoptera frugiperda
(Negrete y Morales, 2003).

1.11.2 Larva o gusano.

El color de las larvas varia, como las recién eclosionadas (Figura 3, izquierda),
aunque en general son de color pardo oscuro, con tres rayas palidas longitudinales
(Figura 3, derecha). En la parte frontal de la cabeza se distingue una linea con forma
de “Y” invertida color blanca. Las larvas pasan por seis o siete estadios y llegan a
medir hasta 35 mm de longitud. (Angulo, 2000).

Figura 3. Larvas recién nacidas (izquierda) y larva en cuarto instar (derecha) de

Spodoptera frugiperda (Negrete y Morales, 2003).



1.1.1.3 Pupa.

Son de color caoba y miden de 14 a 17 mm de longitud, con su extremo abdominal
(cremaster) terminado en dos espinas o ganchos en forma de “U” invertida (Figura
4). Esta fase se desarrolla en el suelo y el insecto esta en reposo hasta los 8 a 10
dias que emerge el adulto (Angulo, 2000).

oy
-

i o -

Figura 4. Pupa de Spodoptera frugiperda (Negrete y Morales, 2003).
1.1.1.4  Adulto.

Los adultos son palomillas de color gris oscuro que miden de 20 a 25 mm y tienen
una conspicua mancha blanca en el extremo de las alas traseras (Ortega, 1987).
Las alas del macho son de un color café mas claro que el de las hembras, y tienen

una mancha transversal de color blanco cremoso (Figura 5) (Nava y Ramirez, 2002).

Figura 5. Adulto macho (izquierda) y adulto hembra (derecha) de Spodoptera

frugiperda (Negrete y Morales, 2003).



1.2 Situacion del maiz en México.

El maiz es el cultivo agricola que mas se produce en el mundo. Debido a sus
cualidades alimenticias para la produccién de proteina animal, el consumo humano
y el uso industrial, se ha convertido en uno de los productos més importantes en los
mercados internacionales. Adicionalmente, el cultivo y transformacién de maiz es
fuente de empleo y alimento para un numero importante de personas en el mundo.
En el entorno nacional, la produccion de maiz grano en México en el afio agricola
2015 creci6 a una tasa anual de 6.1 por ciento para totalizar 24.69 millones de
toneladas. Para este periodo, diez estados concentraron el 80% de la produccion.
Destaca Sinaloa como el mayor productor nacional con 21.8% (FIRA, 2016).

A pesar de la disponibilidad de mejores practicas agronémicas para la proteccion de
cultivos, hay pérdidas de 31% de la produccion de maiz en el mundo debido a plagas
y enfermedades (Oerke, 2006).

En Sinaloa, el dafio promedio en maiz debido a plagas y enfermedades es de 30%,
un poco mas de 1 millon de toneladas por afio con un valor de 2800 millones de
pesos (SIAP, 2009). Para mitigar estas pérdidas se enfatiza el manejo del cultivo a
través de aspectos relacionados con el suelo, la nutricion, el clima y el control de

plagas y enfermedades (Poisot y col., 2004).

1.2.1 Dafo de Spodoptera frugiperda.

El gusano cogollero del maiz S. frugiperda, es la plaga considerada mas importante
del maiz en México, las pérdidas por el insecto pueden llegar hasta 60%; su ataque
disminuye al entrar en época de lluvias o que la planta alcance el metro de altura.
Esta plaga causa su mayor dafio cuando se encuentra en estado larval, se alimenta
de las inflorescencias sin desarrollar de las plantas jévenes. En las Figura 6 se
ilustran ejemplos de dafio tanto de larvas jovenes como de larvas maduras
(SAGARPA, 2009).

Causan destrozos que son muy evidentes cuando las hojas se despliegan. Después
de la eclosion comienzan a alimentarse raspando la epidermis foliar y mas tarde

pasan al verticilo (cogollo) donde comen de manera voraz. Una infestacion tardia del
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verticilo afecta las espigas y todas las partes de la mazorca. Cuando el tiempo es
caliente y seco, las larvas completamente desarrolladas que han caido al suelo antes
de convertirse en pupas, empiezan a alimentarse en la base de la planta, cercenando
el tallo tierno (Ortega, 1987).

Figura 6. Dafio por larvas de Spodoptera frugiperda en maiz (Flores y col., 2016).

1.3 Manejo de Spodoptera frugiperda.

Histéricamente las plagas han sido controladas de varias formas, en los comienzos
de la agricultura, el control era fundamentalmente manual, luego se disefiaron

instrumentos que ayudaron a controlarlas (Universidad Zamorano, 1996).

1.3.1 Manejo Integrado de Plagas (MIP).

La definicion que es mas aceptada, segun el panel de expertos de la FAO es que el
MIP constituye un sistema de manejo de plagas que, en el contexto del ambiente
asociado y la dinAmica de poblacion de las especies bajo estudio, utiliza todos los
meétodos y la tecnologia adecuada de manera compatible para mantener la densidad
poblacional de plagas a un nivel subecondmico, conservando a la vez la calidad
ambiental (Badii y col., 2007).

Como resultado de lo anterior se tiene principalmente una disminucién de la plaga
de tal manera que el dafio sobre los cultivos es muy bajo o practicamente inexistente,

disminuyendo costos y esfuerzos de control. También se disminuye el uso de



plaguicidas de origen quimico sintético, relegandolos como ultima opcién como
alternativa para control de plagas. También disminuyen el dafio a la salud causados
por los antes mencionados, asi como también baja el nivel de deterioro ambiental
(causado muchas veces por su persistencia y toxicidad) (PLAGBOL, 2015).

A partir de estos conceptos se pueden dividir los métodos de control empleados en
los siguientes, con la aclaracidon que muchas veces se usa mas de uno para un

control efectivo de las plagas:

1311 Control natural.

El principal controlador del gusano cogollero es la precipitacion. Las lluvias
generalmente reducen las poblaciones de S. frugiperda. Cuando se pronostican

lluvias, no es necesario aplicar insecticidas (Universidad Zamorano, 1996).

1.3.1.2  Control biolégico.

Dos hongos lo atacan principalmente Nomuraea rileyi y Metharrizhum anisopliae; su
efectividad esta limitada por la humedad (Universidad Zamorano, 1996).

Las especies parasiticas de S. frugiperda de una forma u otra contribuyen a la
biorregulacion de las poblaciones de la plaga. Las especies mas empleadas para
este propdésito son Telonomus sp., Euplectrus plathypenae, Chelonus insularis,
Rogas sp., Archytas marmoratus (mostradas en la figura 7), entre otros, cuyas

caracteristicas se muestran en el Cuadro 2 (Pérez, 2010).
A B C D

E

K F

Figura 7. Principales especies parasitoides de Spodoptera frugiperda. A) Telonomus
sp.; B) Eupectrus plathypenae; C) Chelonus insularis; D) Rogas sp.; E) Archytas

marmoratus.



En el siguiente cuadro se resumen los usos de algunas especies utilizados contra S.

frugiperda:

Cuadro 2. Caracteristicas generales de algunos parasitoides utilizados contra

Spodoptera frugiperda (Pérez, 2010).

. Dosis . - Método de
Especie . Requisitos Caracteristicas . .
(ind./ha) aplicacion
Telonomus 3000 Presencia de Las hembras Liberar adultos a
sp. masas de adultas una altura similar
huevecillos parasitan hasta a la planta.
frescas. 140 huevos.
Poca lluvia Alcanzan dos
generaciones
por cada una
del hospedero.
Euplectrus 150 — 250 Presencia de Reproduccién Liberacion
plathypenae larvas de rapida; alta inoculativa para
tercer actividad establecer el
estadio para parasitica parasitoide.
su
reproduccion
Chelonus 150 — 200 Presencia de Reproduccién Liberacion de
insularis puestas de rapida; alta menor dosis
masas de capacidad cuando se
huevecillos reproductiva. detectan adultos.
frescas Mayor dosis
cuando existen
puestas frescas.
1.3.1.3  Control cultural.

Son labores de atencion al cultivo, desde su disposiciébn en el invernadero,
preparacion de sustratos, siembra, eliminacion de residuos, entre otros (FAO, 2002).
Entre estas actividades, podemos distinguir dos ampliamente usadas para control de

plagas:
1.3.1.3.1 Control mecanico.

Para el control mecanico de las larvas del gusano cogollero se han utilizado practicas

por algunos agricultores como aplicar aserrin, tierra o arena al cogollo. Otra practica



es apretar el cogollo de la planta afectada para matar a las larvas (Universidad
Zamorano 1996).

1.3.1.3.2 Rotaciones y cultivos mixtos.

Cuando se establecen cultivos de rotacion que no sean hospederos de la plaga,
provoca que S. frugiperda no se establezca en areas que estan destinadas al cultivo
de maiz. Ejemplos de estos son: girasol, papa, camote, ajonjoli, soya y garbanzo.
Resultados experimentales mostraron que en los cultivos donde el maiz no
constituye una intercosecha permanente dan mejores resultados, por la menor

incidencia de malezas y de S. frugiperda (Pérez, 2010).

1.3.1.4  Control quimico.

Es parte de un sistema integral de manejo de plagas, sin embargo, debe de ser la
Gltima opcion para ser aplicado. En la agricultura y también control de vectores de
enfermedades como dengue ha logrado éxito para el desarrollo humano,
lamentablemente se ha convertido en el tnico método de control en muchos lugares,
incluso aplicandolo mediante calendario, haya plaga o no (Rogg, 2000).

La tendencia en el aumento del uso de plaguicidas quimicos (a veces con valores
superiores al 50%), se acentla en los paises en vias de desarrollo. La alta incidencia
de intoxicaciones y muertes producidas cada afio, el dafio a la salud con efectos
cronicos y la contaminacion ambiental estan entre sus principales problemas (Cuadro
3) (Pérez, 2010).

En muchos paises, los productores han realizado cambios en el sistema de
agricultura, usando otros métodos de control. También la presion social ha
contribuido a que los fabricantes de productos agroquimicos los formulen mas
seguros y compatibles (Rogg, 2000). En la siguiente tabla se ilustran las ventajas y
desventajas de utilizar este tipo de productos.



Cuadro 3. Ventajas y desventajas de utilizar un control quimico de plagas (Rogg,

2000).
Ventajas Desventajas
e Efectividad. e Resistencia de las plagas.
e Rapidez. e Resurgimiento de plagas.
e Corto plazo. e Sustitucién de una plaga por otra.
e Facilidad de aplicacion. e Efectos colaterales en otras

especies de seres vivos.

e Dafio al medio ambiente

e Peligro para el usuario vy
consumidor.

e Altos costos.

En México estan autorizados los siguientes plaguicidas para el control de S.

frugiperda: cipermetrina, clorpirifos etil, diazinon y endosulfan (CESAVEG, 2007).

1.3.15 Control alternativo.

Durante muchos afios, para reducir los efectos nocivos del gusano cogollero del
maiz, se ha dependido del uso de insecticidas quimicos, en muchas ocasiones con
bajas efectividades, debido a que se han realizado después de que ha pasado el
estado ideal para controlar la plaga y edad apropiada del cultivo. El uso
indiscriminado de insecticidas provoca altos costos, contaminaciéon ambiental y
resistencia de la plaga (Reséndiz y col., 2017).

El control de plagas con ingredientes activos que son relativamente no toxicos a
mamiferos, selectivos para los insectos benéficos y con efectos minimos al ambiente
son llamados “insecticidas biorracionales” (Stansly y col., 1996).

Estos se adaptan muy bien a una estrategia de manejo integrado de plagas y
sobretodo, perimite que ocurra el control biologico natural (Grubinger, 2009).
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Entre estos insecticidas se encuentran Spinosines, Spinosad, VPN (Virus de la
poliedrosis nuclear) y Bacillus thurigiensis (Bt) como insecticidas con ya probada
efectividad y con uso extendido a varios paises, entre ellos, México, en donde el uso
esta autorizado (Garcia y Tarango, 2009; CESAVEG, 2007).

También se pueden usar extractos sencillos y que pueden elaborarse en casa, a
base de plantas. El uso mas extendido son: el arbol de nim (Azadirachta indica), el
arbol del paraiso (Elaeagnus angustifolia) y el tabaco (Nicotiana tabacum), con
efectividades reportadas de 72%, 84% y 90%, respectivamente (Reséndiz y col.,
2017).

1.4  Agricultura organica en México.

Al interior del pais, este sector es el subsector agricola mas dinamico, pues aumento
su superficie de 23 il hectareas en 1996 a 103 mil ha en el 2000, estimandose que
alcanzo las 216 mil hectareas para el afio 2002. Esta agricultura es practicada por
mas de 53 mil productores y genera mas de 280 millones de délares en divisas. Los
pequefios productores conforman el 98% del total de productores organicos, cultivan
el 84% de la superficie y generan el 69% de las divisas organicas del pais. A
diferencia de los otros sectores agropecuarios del pais, el sector organico ha crecido
en medio de la crisis econdmica. La superficie organica presenta un dinamismo anual
superior al 33% a partir de 1996. Para 2004/05, con base en datos del CIESTAAM
de la Universidad Autbnoma Chapingo, obtenidos en el proyecto "Sistema de
Seguimiento e Informacién de la Agricultura Organica en México", se estim6 una
superficie organica de 308 mil ha, en la que participaban mas de 83 mil productores
(Goémez, 2003).

15 Plaguicidas orgéanicos.

Al hablar de agricultura organica es necesario tomar en cuenta que hay que emplear
métodos organicos no sintéticos para controlar las plagas del cultivo en lugar de
sustancias quimico-sintéticas, equivale a un entorno mas sano tanto para nosotros,

como para las plantas, insectos y animales que nos rodean. La accion principal de
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los insecticidas “organicos” es disminuir el efecto dafino que puedan proporcionar
las diferentes especies de insectos que atacan los cultivos; ya sea hortalizas, granos
bésicos y otros cultivos (FUNSALPRODESE, 2000).

1.5.1 Breve historia de los plaguicidas de extractos vegetales.

De acuerdo al trabajo de Bengoechea y col. (2014); se han encontrado publicaciones
del siglo XVIIl donde se recomiendan formulaciones a base de plantas para controlar
plagas de insectos, tal y como lo hiciera “Parmentier” en 1773, donde recomienda
frotar mastuerzo (Lobularia maritima) en lugares donde hubiera chinches de cama.
También menciond que obtener el destilado de esta planta y aplicarlo “era mas rapido
y eficaz su efecto”.

Durante ese mismo siglo, algunos naturalistas notables, como Buffon, Linneo y
Reaumur plantearon las bases cientificas en el campo de la fitoproteccion.

A finales del s. XIX, se integraron las bases de los productos quimicos (aceites,
alquitranes, caldo de bordelés) para sustituir el uso de productos botanicos. El
principal uso de estos ultimos fue como repelentes y productos toxicos. Se
identificaron algunos compuestos de origen natural como la nicotina, la nornicotina,
la veratrina o la rianodina; que dieron lugar al desarrollo de los primeros plaguicidas
de extractos vegetales.

Durante mediados del siglo XX tuvo lugar una serie de acontecimientos que provocan
el decaimiento en el uso de los productos fitosanitarios de origen vegetal y fueron
reemplazados por los de origen sintético.

En los afios 30, los alemanes descubrieron y trabajaron los efectos de los
organofosforados en el sistema nervioso humano. El descubrimiento del poder
insecticida del DDT en 1939, supuso una revolucion, al matar tanto especies que
afectaban a los cultivos como a insectos vectores de enfermedades mortales como
malaria y fiebre amatrilla.

Sin embargo, una serie de eventos acaecidos en la segunda mitad de ese siglo,
supuso el regreso en el interés por las moléculas provenientes de vegetales. Estos

fueron:
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e En 1962, Rachel Carson publica “Primavera silenciosa”, donde expone los efectos
devastadores de los plaguicidas sintéticos en el medio ambiente y los seres
humanos.

e Se constato el fendmeno de resistencia en las poblaciones plaga.

e Aparecen nuevos estudios acerca de las relaciones planta — insecto que permitié
un mejor andlisis de las moléculas vegetales con capacidad insecticida y mejor en
sus procesos de manejo y obtencion.

De esto, se empez0 a abrir de nuevo el paso para productos y aceites provenientes

de las plantas.

1.5.2 Plaguicidas de extractos vegetales.

El conocimiento que se tiene en las zonas rurales sobre las plantas con actividad
medicinal, repelente o insecticida, es grande. Ellos por su cuenta han observado que
en la naturaleza hay plantas que no presentan dafios de ciertas plagas, ademas que
se notd que se mantienen sanas por algunas propiedades fisicas y quimicas que
poseen. Al momento de seleccionar una planta se debe tener en cuenta su olor, su
sabory su salud. Se debe ser cuidadoso al usar los extractos botanicos y no tenerlos
como Unica y exclusiva tactica de control de plagas, ya que podrian presentar efectos
no deseables en resistencia (similar a lo ocurrido con plaguicidas sintéticos) y dafios
a la salud humana. Se debe estar consciente que es una herramienta mas en un
sistema de Manejo Integrado de Plagas (Universidad Complutense de Madrid, 2014).
En el Cuadro 4 se observan las ventajas y desventajas de los plaguicidas de

extractos vegetales sobre los sintéticos.
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Cuadro 4. Ventajas y desventajas del uso de plaguicidas botanicos en relacion a los

sintéticos (Universidad Complutense de Madrid, 2014).

Ventajas Desventajas

e Poca informacién de pruebas
toxicologicas

e Variabilidad en cantidad de

e Material renovable ingrediente activo
e Biodegradable e Mayor requerimiento de mano de
e Alta disponibilidad obra

e Bajo efecto en enemigos naturales ¢ Necesario un equipo de
benéficos de las plagas procesamiento
e Costo de oportunidad
e Baja estabilidad de los extractos

e Necesario tener personal calificado

1.6 Metabolitos secundarios (MS).

Las plantas destinan una cantidad significativa de carbono asimilado y de la energia
a la sintesis de una amplia variedad de moléculas organicas, de bajo peso molecular,
gue parecen no tener una funcion directa en procesos vitales de la planta tales como
fotosintesis, respiracion, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos, sintesis de
proteinas, carbohidratos y se denominan metabolitos secundarios (también

productos secundarios, naturales) (Avalos y Pérez, 2009).

También, han desarrollado mecanismos fisicos para protegerse de los depredadores,
tales como paredes celulares mas gruesas y menos digeribles, espinas, espigas,

pelos. Como parte de una proteccion quimica, las plantas sintetizan metabolitos
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secundarios con una actividad antimicrobiana, en contra de insectos y animales
herbivoros o con actividad antioxidante (Croteau y col., 2000). De igual forma
participan en procesos de adaptacion de las plantas a su ambiente. Muchos de los
metabolitos secundarios se producen cuando las plantas se ponen bajo condiciones
de estrés, tales como un ataque de depredadores o condiciones ambientales
extremas, tal y como se explica en la figura 8 (Sepulveda y col., 2003).

FProtecciin del excezo de luz
solar

Defensa al ataque por

TICTOMERAILETIS
{virus, bacterias y honpos}

Competencia coin

Proteceién contra herblvoros oaras plantas

{insectos y mamiferos)

Figura 8. Eventos de activacién de metabolismo secundario en plantas (Sepulveda
y col., 2003).

16.1 Caracteristicas de los metabolitos secundarios

Se conocen miles de estructuras de metabolitos secundarios, que por composicion
guimica son organizados en dos grupos principales: nitrogenados y no nitrogenados.
Entre los incluidos en nitrogenados estan los alcaloides, aminoacidos no protéicos,
aminas, glucdésidos cianogénicos y gloucosinolatos. Mientras tanto en el grupo de no
nitrogenados estan terpenos, poliacetilenos, policétidos y compuestos fendlicos. Los
precursores de los metabolitos secundarios (MS) se derivan del metabolismo
primario, como glucdlisis, ciclo de Krebs o via del acido shikimico, por lo que muchas
veces son parecidos y se llegan a confundir, haciendo que la diferenciacién de

primarios con secundarios sea muy difusa. Existen MS que se sintetizan y almacenan
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en distintas partes de la planta, como el floema o xilema. La sintesis, o no, de cada
uno de ellos depende del nivel de desarrollo de la planta y del estrés al que estén
sometidos. Este aumento es importante, ya que muchos derivan del metabolismo
primario de la planta e incluso algunos compuestos son téxicos para la misma planta
(Sepulveda y col., 2003; Avalos y Pérez, 2009).

También reciben la denominacion coloquial de “productos naturales”. Tienen un gran
valor medicinal y econdmico, derivado de su uso en las industrias farmacéutica,
alimentario, agroindustrial, cosmética, alimentaria, entre otras. En usos tan variados
como saborizantes, aromatizantes, estabilizadores, aceites esenciales e incluso

como ingrediente activo de muchos medicamentos (Avalos y Pérez, 2009).

1.6.2 Metabolitos secundarios como parte del control de plagas.

El estudio de la actividad biol6gica de algunos compuestos presentes en las plantas,
ofrece una oportunidad de descubrir insecticidas nuevos y eficientes para el control
de plagas, los cuales pueden ser tolerados por los cultivos e inocuos para el
consumidor. Pueden ser aprovechados al aplicarlos de forma exdgena o al promover
su actividad a través de ambientes de estrés abio6tico controlado (Vazquez y col.,
2012). Ejemplos de estos lo tenemos a través de compuestos ya probados y
utilizados, de origen natural, tal como las hojas de yuca, el arbol de nim y del tabaco
(Negrete y Morales, 2003).

1.6.3. Tipos de accion insecticida desarrollada por los insecticidas de origen vegetal.

No todos los insecticidas actian de la misma manera, ya que los metabolitos
secundarios que produce la planta, pueden tener distintos efectos dependiendo de
la defensa que ejercen (Vazquez y col, 2012). Se ha propuesto que las plantas
pueden interferir en el desarrollo del insecto, ademas de su muerte (insecticida) de
las siguientes formas:

Reguladores de crecimiento: Cuando se consumen, los MS alteran el desarrollo
normal del insecto, evitando que este alcance su crecimiento pleno y en

consecuencia, su actividad nociva en la planta.
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Inhibidores de alimentacion: Desarrollando una accién de bloqueo en la absorcion de
los nutrimentos basicos para crecimiento del insecto, por lo que después de que el

insecto ingiere el MS, muere por inanicion.

Repelentes: La ejercen los compuestos que ejercen efectos irritantes en los insectos

gue intentan atacar a la planta (Silva y col, 2002).

1.7 Arbol/arbusto de timbe (Acaciella angustissima).
1.7.1 Generalidades de Acaciella angustissima.

Es un arbol o arbusto de hasta 5 m de altura (Figura 9), sin espinas; con hojas
alternas y compuestas, de 6 a 15 pares de pinnas y hasta 60 o mas pares de hojuelas
por pinna; flores blancas en cabezuelas, agrupadas en inflorescencias paniculadas;
vainas aplanadas de 7 a 12 mm de largo, de color guinda verdoso, dehiscencia en la
base, de corteza lisa y color café clara (Figura 9). En el Cuadro 5 se muestra su
clasificacion taxonémica (Pérez y Pliego, 1993).

Figura 9. Arbol de timbe (izquierda). Acercamiento al arbol de timbe (derecha).

Acaciella es un género que se produce ampliamente del sur de EE.UU hasta
Argentina, pero la mayoria de sus especies sélo se producen en México, en un amplio
rango de hébitats, desde el nivel del mar hasta los 2500 msnm (Rico y Bachean,
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2006). Son tolerantes a bastantes tipos de suelos, pero en donde se desarrollan mas
favorablemente es en los suelos poco profundos, calcareos, arenosos, pedregosos

y bien drenados (Terrones, 2006).

Cuadro 5. Clasificacion taxondmica de Acaciella angustissima.

Dominio Eukarya
Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales
Familia Fabaceae
Género Acaciella
Especie A. angustissima

Hay un interés de utilizar esta especie en el campo agroforestal debido a su rapido
desarrollo y la capacidad de fijar el nitrdgeno. También A. angustissima tiene la
habilidad para formar islas de fertilidad con el contenido de materia organica del
suelo, evitando erosion y es un refugio para la flora y fauna, aunado al hecho de que

esta adaptada a bajos regimenes de riego (Rincén y Gutiérrez, 2008).

1.7.2 Propiedades bioactivas de Acaciella angustissima.

Acaciella angustissima pertenece al género Acaciella, que ha sido reportado como
fuente de compuestos fendlicos. Los compuestos fendlicos constituyen uno de los
grupos de micronutrientes presentes en el reino vegetal, que forma parte de la dieta
humana. Dentro de la clasificacion general se encuentran los fenoles, acidos
fendlicos y flavonoides, que constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas
consideradas metabolitos secundarios de las plantas. Los compuestos fendlicos de
las vainas maduras de esta planta presentan actividades biolégicas tales como

antioxidantes, antimutagénicas, antidiabéticas, anticancerigenas y antiinflamatorias.
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Se muestra una foto de vaina de timbe en la Figura 10 (Feregrino y col., 2011; Veloz
y col., 2010, Marin y col., 2009).

Figura 10. Vaina de Acaciella angustissima (Fuente propia).

Se han realizado estudios de actividad biologica de extractos de vainas de esta planta
con resultados interesantes desde el punto de vista farmacéutico y de industria de
alimentos donde se pudo apreciar que los extractos metandlicos de vainas de A.
angustissima muestran actividades biologicas tales como antioxidante, actividad
antimicrobiana y antimutagénica, que podria estar relacionado con sus compuestos
fendlicos (Vargas y col., 2013). Por lo tanto, los resultados obtenidos sugieren un uso
potencial de vainas de A. angustissima en diferentes areas industriales. Por medio
del método SSH se mostrd la presencia de genes con homologia a la proteina de
dominio NAC, muta con proteinas similares de cloroplastos, GATA factor de
transcripcion-12 como y TIC55 proteina. Estos genes podrian tener importancia
biologica o que podrian ser Utiles en aplicaciones biotecnoldgicas o industriales,
principalmente de proteina de dominio NAC, sin embargo, son necesarios mas
estudios con el fin de comprender mejor su actividad biolégica en A. angustissima
(Vargas y col., 2014).

También, recientemente se ha desarrollado un sistema in vitro de propagacion de
timbe que potencialmente puede servir para sobreproduccién de compuestos

fendlicos (Alonso y col., 2016).
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2. HIPOTESIS

Los extractos metandlico y hexanico de la vaina de timbe (Acaciella angustissima)
presentan actividad insecticida y/o insectistatica contra el gusano cogollero del maiz

(Spodoptera frugiperda).
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3. OBJETIVOS

3.1. General.

Determinar la actividad insecticida e insectistatica de los extractos metandlico y
hexanico de la vaina de timbe (Acaciella angustissima) contra el gusano cogollero
del maiz (Spodoptera frugiperda).

3.2. Especificos.
. Evaluar la actividad insecticida y/o insectastica del extracto metandlico de la
vaina de A. angustissima en larvas de S. frugiperda.

. Evaluar la actividad insecticida y/o insectastica del extracto hexanico de la
vaina de A. angustissima en larvas de S. frugiperda.

. Determinar la concentracion letal media (CLso) de los extractos metandlico y
hexéanico de la vaina de Acaciella angustissima en larvas de Spodoptera frugiperda.
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4. METODOLOGIA

4.1.

4.2.

Materiales.

Matraz bola 24/40 de 1 L
Refrigerante serpentin 24/40
Varilla de vidrio

Pipeta graduada de 10 mL
Probeta de 500 mL

Matraces Erlenmeyer de 500 mL
Papel filtro Whatman No.42
Vasos de precipitados de 500 mL
Matraz Kitazato de 500 mL
Mangueras de caucho

Espétula

Pinzas metalicas

Vasos marca PRIMO®, #0

Reactivos.

Metanol grado técnico, marca Golden Bell
Cloroformo grado técnico, marca Golden Bell

Hexano grado técnico, marca Golden Bell
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4.3. Equipos.

. Camara bioclimatica

. Bomba de vacio

. Plato caliente

. Bomba recirculadora

. Mantilla de calentamiento

. Regulador de intensidad de corriente
. Evaporador rotatorio

. Balanza analitica

4.4. Procedimiento

4.4.1. Sitio de estudio.

El presente trabajo se realizO en el Laboratorio de Compuestos Naturales
Insecticidas, ubicado en la Facultad de Quimica en la Universidad Autbnoma de

Querétaro.

4.4.2. Cria de Spodoptera frugiperda en condiciones de laboratorio.

Fueron proporcionadas masillas de huevo por parte del Dr. Rodolfo Figueroa Brito
perteneciente al Centro de Desarrollo de Productos Bidticos (CeProBi-IPN) ubicado

en la poblacion de Yautepec en el estado de Morelos.

Las masas de huevecillos se recortaron de la bolsa para ser colocadas en un
recipiente limpio de plastico con una capacidad de 500 mL. Permanecieron ahi hasta
su eclosion. Posterior a ello cada larva de primer instar se coloco con un pincel en

un vaso del plastico limpio de niumero 0. A cada vaso se le coloco dieta, preparada
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en base al trabajo de Bervingson y Kumar (1997) y modificada por Ramos y col. en

el 2014, cuya composicion se indica en el cuadro 6. Posteriormente se colocaron en

una camara climética a una temperatura de 27°C + 2°C; 70% + 5% de humedad

relativa y un fotoperiodo de luz — oscuridad de 14-10 horas (Ramos y col., 2014).

Cuadro 6. Ingredientes para la dieta artificial de Spodoptera frugiperda.

Ingrediente Cantidad*
Maiz molido y esterilizado 120 g
Frijol molido y esterilizado 609
Levadura de cerveza 20 g
Sulfato de neomicina 0.60g
Vitaminas 109
Acido ascorbico 1.70 g
m-p-hidroxibenzoato 1.70¢g
Formaldehido 2.50 mL
Agar bacteriolégico 10g
Etanol grado técnico 17 mL
Agua destilada 400 mL
Agua embotellada 400 mL

*Por cada 1000 g de dieta

Una vez formada la pupa, se sacé del vaso y se dispusieron grupos de 30 en otro

recipiente limpio de plastico con una capacidad de 1 L, se regres6é a la camara

climatica con las condiciones ya mencionadas anteriormente. Cuando emergieron las

palomillas (que es la fase adulta de la especie), se colocaron en una bolsa de papel

blanco, donde se reprodujeron. Los huevecillos, ovopositados en las paredes de la

bolsa, se recortan y ponen en recipientes limpios para volver a repetir el ciclo.
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Figura 11. Fases de la cria de Spodoptera frugiperda: 1) Fase de huevecillo; 2) Fase

larval; 3) Fase pupal; 4) Fase adulta (Fuente propia).

4.4.3. Obtencion de los extractos de vaina de Acaciella angustissima.
4.4.3.1. Recoleccion y preparacion de Acaciella angustissima.

Las vainas de A. angustissima se recolectaron en el campus Amazcala perteneciente
a la Universidad Auténoma del estado de Querétaro con coordenadas 20°42’17.70”
latitud norte y 100°15°'34.33” longitud oeste a una elevacion media de 1920 msnm.
Se pusieron a secar en una zona fresca y sombreada a temperatura ambiente para
posteriormente pulverizarlas con ayuda de un molino de mano. Se guardaron en

bolsas de plastico y colocaron en un lugar fresco y seco.
4.4.3.2. Obtencién de los extractos de vaina de Acaciella angustissima.
El procedimiento seguido fue siguiendo el método de Pérez y col. (2011):

Para el extracto metandlico, se colocaron 100 g de la vaina molida en un matraz bola
24/40 de 1 L y se afadieron 300 mL de metanol. Se dispuso sobre la mantilla de

calentamiento (ésta unida previamente al riostato en una medida de 60), se le monto
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el refrigerante serpentin y se encendi6é. Se dejo a reflujo por 4 horas, siempre
vigilando que el serpentin esté helado.

Se dejo enfriar el liquido resultante y se filtré por gravedad. Después se le realiz6 una

segunda filtracién, ahora por vacio.

Finalmente, el extracto, colocado en un frasco, se calentd a bafio maria para

evaporar el solvente, siempre agitando con una varita de madera.

Se obtuvo un producto sdlido en el fondo, que es el extracto metandlico. Se repitio el
procedimiento hasta obtener la cantidad suficiente de extracto para realizar las

pruebas bioldgicas y fitoquimicas.

Se realiz6 un similar procedimiento, ahora con hexano grado técnico y otros 100 g
de vaina molida para obtener el extracto hexénico (esta vez con el riostato en una
medida de 35-40).

Figura 12. Equipo de extraccion por reflujo utilizado para obtener los extractos de
vaina de Acaciella angustissima (Fuente propia).
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4.4.4. Pruebas biolégicas de los extractos metandlico y hexanico de vaina de

Acaciella angustissima contra Spodoptera frugiperda.
Se siguio la metodologia propuesta por Zavala y col. (2013)):

Para cada extracto se prepar0 dieta para S. frugiperda (cuadro 6) en 6 recipientes
distintos y se le adicion0 la cantidad necesaria a cada uno para obtener las
concentraciones de 5000, 4000, 2000, 1000, 500 y 0 ppm (este ultimo funcioné como
control negativo). Se colocaron trozos de dieta de cada una de las concentraciones
en vasos de plastico del numero cero y en cada uno de ellos se les puso una larva
de segundo instar de S. frugiperda, con ayuda de un pincel nidmero cero y
seleccionada al azar. En seguida, se taparon los vasos y se colocaron en una camara
bioclimatica con las condiciones ya descritas anteriormente: 27°C +£2°Cy 70% *

5% humedad relativa; fotoperiodo luz — oscuridad de 14-10 horas.

Para cada tratamiento, se realizaron 4 unidades experimentales con 5 repeticiones

cada uno.

Se revisaron los tratamientos cada tercer dia hasta que la larva estuvo en el sexto
instar en el control negativo (0 ppm), donde se revisaron diario a partir de ese

momento.

Las variables a evaluar fueron: mortalidad larval y pupal (en porcentaje), duracion
larval y pupal (dias), peso de la larva a los 10 y 20 dias, asi como el peso de la pupa

a las 24 horas de su formacion (mg), ademas de la concentracion letal media.

4.4.5. Pruebas fitoquimicas

El procedimiento seguido se hizo de acuerdo a la publicacién realizada por Verde y
col. en el 2016.

Se pesaron 0.1 g del extracto y se suspendio en 30 mL del solvente del cual se realizé

la extraccion (ejemplo: si el extracto es metandlico, se suspende en metanol).
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. ALCALOIDES: A 1 mL del extracto, se le afiadieron 5 mL de acido clorhidrico
al 5% y se calent6 por 10 minutos. Se dejo enfriar y se dividié en 3 tubos de ensayo.
Al primero se le agregd 5 gotas de reactivo de Draggendorf (cuyo color positivo es
naranja), al segundo, 5 gotas de reactivo de Mayer (color positivo blanquecino) y al

ultimo, 5 gotas de reactivo de Wagner (color positivo marron).

. CARDIOTONICOS: Se pusieron 2.5 mL de extracto en un tubo de ensayo y
se adicionaron algunas gotas de acetato de plomo al 10%. Se procedio6 a colocar la
mezcla a bafio maria por 10 minutos. Se agregaron 0.5 mL de cloroformo, y se dividié
la fase cloroférmica en 5 tubos de ensayo. Se llevo a sequedad. Posteriormente se
us6 cada uno para las siguientes pruebas: 1) Se agregd 1 mL de reactivo de Baljet
(color positivo rojo a violeta); 2) Se agregd 1 mL de reactivo de Raymond (color
positivo rojo a violeta); 3) 1 mL de reactivo de Keller (color verde azulado); 4) 1 mL
de reactivo de Liebermann (color verde a azul); 5) 1 mL de reactivo de Salkowski

(color positivo amarillo a rojizo).

. CUMARINAS VOLATILES: Se colocaron 2 mL de extracto en un tubo de
ensayo. Se tapa con un papel filtro impregnado con soluciéon de hidréxido de sodio al
5%. Se colocé en bafio de agua a 100°C por algunos minutos. Pasado el tiempo, se
coloca el papel filtro en una cdmara de luz ultravioleta. Un color verde a azul indica

gue la prueba es positiva.

. FLAVONOIDES: En un tubo de ensayo, se mezclaron 2 mL de extracto con 1
o 2 fragmentos de magnesio y algunas gotas de acido clorhidrico al 10%. Un color
amarillo a naranja indica presencia de flavonas y flavonoles; flavanonoles son
indicados por un col or rojo a magenta; Flavanonas dan color magenta, violeta o azul
para ser positivo; una prueba con ausencia de color es por la presencia de

flavononas, acronas y/o chalcanos.

. TANINOS: Se evaporaron 2 mL de extracto en un tubo de ensayo. A
continuacion se afadieron 4 mL de agua destilada, se agit0 y se repartio en 4 tubos.
Al primero se le afiadieron 2 gotas de cloruro férrico al 10%; un color azul oscuro

indicaba taninos hidrolizables, en cambio si era verde, mostraba la presencia de
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taninos condensados. En el segundo tubo, se colocaron 5 gotas de solucién de
gelatina. En el tercero, 5 gotas de solucién de gelatina — sal. En ambos, un
precipitado blanco es prueba positiva. Al Ultimo se afiadieron 5 gotas de solucion
salina, donde se debe ver la ausencia de precipitados para indicar que el extracto no

contiene taninos.

. SAPONINAS: En un tubo de ensayo, se pusieron 2 mL de extracto y se
llevaron a sequedad. A continuacién, se agregaron 2 mL de agua destilada hirviendo,
tras lo que se agito vigorosamente, se dejo enfriar y reposar por 15 minutos. Si existio

la persistencia de espuma, indicaba presencia de saponinas.

. TRITERPENOS Y ESTEROIDES: Se evaporaron 2 mL del extracto en tubo
de ensayo. Después se colocaron 2 mL de cloroformo y dividieron en 2 tubos de
ensayo. 1) Al primer tubo, se le afiadieron 5 gotas de reactivo de Liebermann (color
rosa a verde indica que es positiva la prueba); 2) Al otro tubo se le puso 1 mL de
acido sulfarico al 85% (color positivo amarillo a naranja).

. DERIVADOS ANTRACENICOS LIBRES: Se mezclaron 0.5 mL de extracto
con 5 mL de cloroformo en un tubo de ensayo. Posteriormente se agitd y dejo reposar
por 15 minutos. La fase cloroférmica se separ6 y coloco en 2 tubos de ensayo para
realizar las siguientes pruebas: 1) Se agreg6é 1 mL de hidréxido de sodio al 5%. Si
hay color rojo en la fase acuosa, es por presencia de antraquinonas; 2) Se afiadio 1
mL de &cido sulfdrico al 85%, color violeta indica quinonas, naranja mostr6 m-

hidroxilasas; parpura, p-hidroxilasas.
4.4.6. Analisis estadistico

Los datos obtenidos en los bioensayos realizados fueron sometidos a un analisis de
varianza de una via y prueba de Tukey (a=0.05). La obtencion de las concentraciones
letales medias se hicieron mediante un analisis Probit. Ambos se realizaron mediante
el paquete estadistico SYSTAT 9.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Rendimiento de los extractos metandlico y hexanico de vaina de Acaciella

angustissima.

El rendimiento obtenido en el procedimiento realizado fue de 6.12% para el extracto
metanolico y 2.72% para el extracto hexanico en peso. En la bibliografia no existen
comparaciones contra otras especies pertenecientes al género Acaciella sin
embargo, se han realizado estudios en otras especies de la familia Fabaceae. Segun
el trabajo publicado por Chanda y col. en el afio 2010, se obtuvieron distintos
rendimientos para diversas especies de fabaceas en extractos metandlicos y
hexanicos de partes aéreas.

Para los extractos hechos a partir de vaina de A. angustissima, el rendimiento que
se tuvo como resultado fue superior a los obtenidos en estudios similares con otras
fabaceas para ambos extractos, siendo hasta en 1% mayor en porcentaje de peso a
los extractos reportados en ese estudio para ambos solventes utilizados, como se

observa en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Rendimientos en porcentaje peso — peso de extractos metandlicos y

hexanicos de distintas especies de la familia Fabaceae (Chanda y col., 2010).

Rendimiento (% w/w)

Especie
Extracto metandlico Extracto hexanico

Cajanus indica 3.23 0.77
Pisum sativum 5.39 1.48
Vicia faba 3.68 0.58
Vigna mungo 2.66 0.60
Vigna radiate 3.79 0.49
Vigna unguiculata 5.05 0.72
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5.2. Pruebas fitoquimicas del extracto

En el cuadro 8 se puede apreciar los resultados obtenidos para cada prueba
fitoquimica realizada para ambos extractos, el extracto hexanico dio positivo para....
Mientras el extracto metandlico dio positivo para triterpenos y esteroides, alcaloides

y taninos condensados.

Cuadro 8. Resumen de las pruebas fitoquimicas realizadas a los extractos

metandlico y hexanico de Acaciella angustissima.

Resultado
Grupo - .
Extracto hexanico Extracto metandlico

Alcaloides Positivo Positivo
Cardiotonicos Negativo Negativo
Saponinas Negativo Negativo
Flavonoides Negativo Negativo

_ _ Positivo; taninos
Taninos Negativo

condensados
Triterpenos y esteroides Positivo Positivo
Derivados antracénicos _ .
Negativo Negativo

libres

Al analizar los datos arrojados por las pruebas, se observo que ambos difirieron solo
en un grupo funcional: taninos. Mientras que el extracto metandlico dio positivo para
taninos, especificamente taninos condensados, el extracto hexanico tuvo un

resultado negativo para ellos, como se explica y detalla graficamente en la figura 13.
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Figura 13. Prueba para taninos con cloruro férrico. No hubo cambio para el extracto
hexanico (izg.), mientras para el extracto metandlico (der.) se torn6 de color verde

pardo, indicativo de taninos condensados.

En los resultados de los bioensayos, el efecto insecticida y juvenomimético fue
claramente superior para el extracto hexanico que para el extracto metandlico, por lo
cual puede deberse a la presencia de taninos. La actividad insecticida en el caso del
extracto hexanico, comparando concentraciones letales medias, fue 297.96% mayor

gue para el caso del extracto metandlico.

Los taninos pertenecen al grupo de compuestos fendlicos de origen fitoquimico, de
los cuales se ha visto que tienen efectos antioxidantes (Andrés y col., 2010). Los
compuestos polifendlicos varian ampliamente en estructura, desde monémeros y
oligobmeros hasta los polimeros de alto peso molecular como los taninos. Se han
dividido en dos grupos: flavonoides y no flavonoides. Los ultimos incluyen las
estructuras mas sencillas ligadas a esqueletos de 4 a 6 carbonos. Los flavonoides
tienen un esqueleto que consta de dos anillos aromaticos y un anillo heterociclico
condensado. Ambos grupos se pueden encontrar formando compuestos de alto peso
molecular, llamados taninos en ambos casos (Reed, 2010).
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Hay varias clases de taninos, entre las que destacan dos especialmente: taninos
hidrolizables, divididos en galotaninos y elagitaninos, (que provienen de los
polifenoles no flavonoides) y taninos condensados (también Illamados
protoantocianidinas), los cuales son explicados mas a detalle en la figura 14

(Vazquezy col., 2011).

Taninos

Galotaninos Elagitaninos Taninos complejos Taninos
condensado

" (om
{Grgo Categunal,

"OH (G) /\/
m\/\/o\"’v\

Fig. 14. Clasificacion de taninos (Khanbabaee y van Ree, 2001).

Se ha estudiado el efecto téxico de los taninos en una amplia gama de animales
vertebrados e invertebrados. Para taninos hidrolizables se han descubierto efectos
indeseables como estrés oxidativo y grave dafio intestinal en orugas del orden
Lepidoptera, los cuales requieren una gran alta concentracion, normalmente
alrededor de 15% en peso seco de la dieta utilizada (Barbehenn y col., 2009). Sin
embargo, en el caso de protoantocianidinas, el efecto téxico no ha quedado tan claro.
Se han realizado estudios con dietas artificiales que contienen taninos condensados
purificados, los cuales tienden a potenciar su efecto y tasa de consumo en
lepidopteros (Karowe, 1989). Estudios con insectos fitofagos han encontrado a veces
un pequeiio impacto en el funcionamiento de su organismo al usarlos, lo que sugiere

gue pueden actuar como diluyentes de nutrientes al ser similares a otros
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componentes no digeribles. Similarmente, algunas especies con alto contenido en
taninos, como Lespedeza cuneata (Fabaceae) no mostraron efectos significativos en
el crecimiento y desarrollo de las especies Helicoverpa zea y Spodoptera frugiperda
(Buntin y Wiseman, 1990). En orugas de Lymantria dispar que se alimentaron con
hojas de maple con un 15% en peso seco de taninos condensados afadidos, las
tasas de crecimiento no fueron afectadas, sugiriendo que no hubo un efecto

metabdlico en ellas (Barbehenn y col., 2009).

En cuanto al efecto en la eleccion de comida, resultados en varios estudios realizados
por Ayres y col. (1997) demostraron que los taninos condensados que incluyen las
plantas no tienen efectos en orugas del orden Lepidoptera como defensa general
contra ellos. Por lo que la correlacién con los taninos condensados no reflejé un dafio

en el funcionamiento de L. dispar.

En la mayoria de orugas del orden Lepidoptera, asi como muchos otros insectos
herbivoros, su pH intestinal ronda el valor de 9, lo que lo protege del efecto téxico de
los taninos al prevenir que se unan a proteinas. Esto también es critico para evitar la
auto-oxidacion de los taninos al provocar que los niveles de oxigeno sean bajos
(Barbehenn, 2005).

Varias de las especies vegetales que consume S. frugiperda, son ricas en taninos
condensados, como la cascara de frijol (Del Pino y Lajolo, 2003). Esto ha creado una
resistencia genética a esta clase de compuestos polifendlicos, por lo que su efecto
en ellos es nulo. Debido a esto y a que el extracto metandélico de vainas de A.
angustissima incluia cantidades de taninos condensados, lo que pudo provocar cierta
preferencia o resistencia a los compuestos contenidos en el extracto, fue un factor
gue pudo provocar su efecto tanto en mortalidad como juvenomimético haya sido
menor que el extracto hexanico. Sin embargo, es importante realizar mas estudios
de la composicion de los extractos para descartar sustancias ya estudiadas y también

efectos de resistencia y/o sinérgicos (Barbehenn y Constabel, 2011).
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5.3. Actividad insecticida y juvenomimética del extracto metandlico de vaina de

Acaciella angustissima contra Spodoptera frugiperda.

En el cuadro 9 se muestran los porcentajes de mortalidad larval, pupal y acumulada
para el extracto metandlico de vaina de A. angustissima. Para la mortalidad larval no
se observo una diferencia significativa con respecto al control negativo. Sin embargo,
si existe esa diferencia con respecto al control positivo por o que se asume que para
esta respuesta, el efecto del extracto fue menor que para el nim. La concentracion
letal media larval obtenida fue de 9214.63 ppm. En el caso de la mortalidad pupal,
hubo un efecto de tendencia ascendente, teniendo la mayor mortalidad a 5000 ppm.
Sin embargo, no hubo diferencia significativa entre las concentraciones evaluadas.
Finalmente en los porcentajes de mortalidad acumulada se observaron resultados
parecidos al de la mortalidad larval, donde la mayor cifra se ubica en la concentracion
mayor, aunque no hubo diferencias significativas. La concentracion de 5000 ppm fue
la Unica distinta de 0 ppm, aunque también fue menor que para la dieta artificial con
nim. Se obtuvo una concentracion letal media (CLso) para mortalidad acumulada de
5480.23 ppm.

En el 2009, Salinas y col., realizaron un estudio acerca del efecto del extracto
metandlico de Prosopis laevigata en Spodoptera frugiperda. Para ello evaluaron la
concentracion de 500 ppm del extracto en larvas, obteniendo una mortalidad larval
de 33% y una mortalidad pupal de 45%, con mortalidad total acumulada del 78%.
Ambos fueron significativamente diferentes al control negativo (no hubo mortalidad
pupal ni mortalidad larval en su experimento). Comparado, por tanto, con el extracto
metandlico de A. angustissima se pudo observar que fue mayor para las tres
respuestas comparadas incluso que la concentracion mayor utilizada en este trabajo
(5000 ppm). Por tanto, se puede decir que el extracto metandlico de A. angustissima

presento baja actividad insecticida.
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Cuadro 9. Actividad insecticida por extracto metandlico de vaina de Acaciella

angustissima.

Trat. (ppm) % Mor. larval % Mor. pupal % Mor. acum.
5000 30.00+£10.50** 20.0049.18 50.00+11.50**
4000 20.0049.18** 15.00+8.19 35.00+10.90**
2000 5.00+5.00** 5.00+5.00 10.00+6.88**
1000 5.00+5.00** 5.00+5.00 10.00+6.88**

0 15.00+8.19 0.00+0.00 15.00+8.19
NIM 85.0048.19 10.00+6.89 95.0045.00
P<0.001 P=0.266 P<0.001

CLso (Larval)=9214.63 ppm (ND)
CLso (Acumulada)= 5480.23 ppm (4126.08 ppm — 9866.10 ppm)

Resultados promedio de 20 determinaciones + error estandar de la media. ND = No de

determinaron los indices fiduciarios al ser resultado de un solo dato. CLso= Concentracién
letal media. NIM = control positivo. Medias con (*) indican diferencias significativas con
control negativo; (**) indica medias con diferencias significativas respecto a NIM; (*) indica

diferencias significativas con ambos controles (Prueba de Tukey, P<0.05).

Siguiendo con el cuadro 10 se presentan los resultados obtenidos en las respuestas
juvenomiméticas del extracto metandlico de vaina de Acaciella angustissima. En
cuanto a la duracién larval, se observa que los grupos estuvieron muy cercanos, con
una diferencia muy pequefia entre tratamientos pero con diferencias
estadisticamente significativas y ascendente conforme la concentracion. Ninguna
concentracion fue estadisticamente distinta al control negativo y todas fueron
menores y estadisticamente distintas a la dieta con nim. Sobre la duracion pupal, las
diferencias estadisticas fueron ain mas pequefias, por lo que no hubo una tendencia.
Siguiendo con el peso de la larva a los 10 y 20 dias, los resultados que arrojo el
bioensayo mostraron fluctuaciones pasando de un nivel de tratamiento a otro, sin
tener tendencias, sélo hubo diferencia significativa con el control positivo (P<0.001).
Comparando con el control positivo, los resultados de los tratamientos con

significativamente distintos, ya que en este, el peso fue menor. Concluyendo con el
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peso pupal, fueron parecidos estadisticamente, incluso comparados al control
positivo (P=0.634) por lo que tampoco se notd un efecto del extracto ni del nim en

este apartado, cosa que se pudo deducir también del bajo efecto sobre el peso larval.

Samia y col. (2016) trabajaron con extractos polares de hoja y corteza de Copaifera
langsdorffii en S. frugiperda. En este trabajo, se evaluo la actividad juvenomimética,
a partir de duracion larval, peso larval y peso pupal, con tratamientos de 2500 ppm
en dieta artificial. En cuanto al peso larval a los 10 dias, los resultados fueron 42 y
94 mg, para hoja y corteza respectivamente. Comparados al control negativo, ambos
fueron significativamente distintos, aunque comparados entre ellos también lo fueron,
por lo que el extracto de hoja tuvo un efecto mayor. Comparados con las
concentraciones de 2000 y 4000 ppm, que fueron las mas similares a este trabajo,
se observa que sélo existieron diferencias estadisticas significativas hasta el
tratamiento de mayor concentracion, siendo incluso el peso promedio de las larvas
en 2000 ppm mayor que el control, lo cual denoté un efecto fagoestimulante.
Siguiendo con la duracién larval, para el extracto de hojas, estuvo alrededor de 24
dias, mientras que para el extracto de raiz se ubico cercana a los 22.5 dias. Sélo el
primero resultd significativamente distinto al control negativo (cuyo resultado fue
aproximadamente 21.8 dias). En cuanto al extracto metandlico de A. angustissima,
aunque en numeros la duracion larval fue muy parecida, en este caso ninguna
concentracion evaluada fue significativamente distinta al control negativo. Para la
Ultima respuesta, el peso pupal, respecto al extracto de hojas, se ubicé en 260 mg,
mientras fue de unos 275 mg para el extracto de corteza. Ambos fueron
significativamente distintos al control negativo, que tuvo un peso promedio cercano
a 300 mg. En este trabajo, el peso promedio de las pupas fue estadisticamente igual

para todos los tratamientos con respecto al control negativo.

Por tanto, y con base a lo hallado en extractos de C. langsdorffii se puede decir que
el extracto metandlico de A. angustissima no posee actividad juvenomimética sobre

S. frugiperda.
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Cuadro 10. Actividad juvenomimética por tratamiento con extracto metandlico de

vaina de Acaciella angustissima.

Trat. (ppm) Dur. Larval Dur. Pupal Peso 10 dias Peso 20 dias Peso pupal
(dias) (dias) (mg) (mg) (mg)

5000 24.00+£0.85** 10.00+0.79 90.70+11.70** 294.50+22.30** 209.57+5.23
4000 24.38+£0.52** 11.39+0.58 63.45£8.34 369.80+23.60** 215.38+6.10
2000 22.42+0.41** 11.18+0.39 125.05+9.95** 348.60+22.10** 209.32+5.12
1000 22.00+0.43** 10.504£0.28 156.00+£11.90* 290.90+14.40** 205.37+6.50

0 22.94+0.58 10.94+0.30 92.00+11.60 304.80+20.90 200.53+6.35

NIM 35.00+2.31 10.00£ND 28.70£13.20 139.50+35.10 200.30+11.10

P<0.001 P=0.363 P<0.001 P<0.001 P=0.604

Resultados promedio de 20 determinaciones + error estdndar de la media. ND = No de determinaron
los indices fiduciarios al ser resultado de un solo dato. NIM = control positivo. Medias con (*) indican
diferencias significativas; (**) indica medias con diferencias significativas respecto a NIM; (*) indica

diferencias significativas con ambos controles (Prueba de Tukey, P<0.05).

Se resumieron los datos obtenidos para la relacion macho — hembra que existi6 entre
los distintos tratamientos con extracto metandlico de Acaciella angustissima en la
figura 15. En el caso del control negativo (0 ppm), emergieron 17 adultos, 47.06%
fueron machos y 52.94%, hembras. A 1000 ppm, el nimero de adultos aumentd a
18, donde hubo 50.00% de machos y otro 50.00% de hembras. Continuando con
con 55.56% de machos y 44.44% de
hembras. Existi6 un descenso en la tendencia a 4000 y 5000 ppm, las

2000 ppm, los adultos también fueron 18,

concentraciones mas altas. En el caso de la primera, 13 adultos emergieron, donde
el 76.92% fueron machos y so6lo un 23.08% emergieron como hembras. Para
concluir, en 5000 ppm, emergieron 10 adultos, la cantidad mas baja en el
experimento, donde la mitad (50.00%) fueron machos y la mitad complementaria,
hembras. En la figura 15 se muestra una tendencia grafica entre tratamientos de los

adultos totales y su relacién macho — hembra para un entendimiento mas preciso.
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Relacion macho - hembra con extracto metandlico de
A. angustissima
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Figura 15. Grafico sobre la tendencia en la relacion macho - hembra con extracto

metandlico de vaina de A. angustissima.

5.4. Actividad insecticida y juvenomimética del extracto hexanico de vaina de

Acaciella angustissima contra Spodoptera frugiperda.

En el cuadro 11 se enlistan las respuestas obtenidas con los distintos tratamientos
aplicados con extracto hexanico de A. angustissima en cuanto a mortalidad larval,
pupal y acumulada. En mortalidad larval no existié una tendencia clara, comenzo sin
muertes en el control negativo, mientras en 1000 ppm a 20%, sin llegar a ser
significativamente distinto. Se llega al maximo porcentaje en 2000 ppm, con un
90.00%. Desciende abruptamente en 4000 ppm a sélo un 5% de larvas muertas y
finalmente vuelve a subir en 5000 ppm para quedarse en un 45% de mortalidad larval.
Por tanto, se puede observar y comparar al control positivo, el cual tiene efecto sobre
la mortalidad larval. Yu (1991) investigb mecanismos de resistencia de Spodoptera
frugiperda a diferentes sustancias téxicas. Demostr6 que posee mecanismos de
resistencia como el incremento de la desintoxicacibn mediante oxidasas

microsomales e insensibilidad en el sitio objetivo, tal y como ocurri6 en la
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acetilcolinesterasa. Tales mecanismos pudieron ser las causas de la variacion en la
actividad insecticida del extracto. La concentracion letal media larval para este

extracto fue de 6968.37 ppm.

Siguiendo con la mortalidad pupal, el mayor efecto en este caso fue para 4000 ppm,
gue alcanzoé un 80%, siendo estadisticamente distinto de los controles utilizados y de
los demas niveles de tratamiento. En 2000 ppm, hubo un 10.00%, pero cabe destacar
gue esto representa las dos Unicas pupas que se formaron, es decir, el porcentaje
respecto al total de larvas iniciales fue bajo, pero es un 100% cuando se hace frente
al total de pupas formadas. Los niveles de tratamiento restantes no fueron

significativamente distintos del control positivo ni del control negativo.

En cuanto a la mortalidad acumulada, mientras que no hubo muertos en el control
negativo, en 1000 ppm se alcanz6 55.0% de mortalidad, que fue estadisticamente
distinto de 0 ppm. Se llegd a una maxima mortalidad en 2000 ppm, ya que hubo un
100.00% de muertes, dicho de otra forma, ninguna larva o pupa llegé a la fase adulta.
En 4000 ppm decay6é a 85.00% y termind con 65.00% en 5000 ppm, ambos
estadisticamente iguales al control positivo. Ninguno de los niveles de concentracion
del extracto fue significativamente distinto del control positivo, es decir, su efecto fue
comparable al del nim. La CLso calculada para la mortalidad acumulada fue de
1377.85 ppm.

En el estudio realizado por Romo y col. (2016) se obtuvo extracto hexanico de partes
aéreas de Senecio salignus y se evalu6 la mortalidad del extracto. Los resultados
arrojados por el bioensayo fueron una mortalidad larval que se incrementé
dramaticamente con respecto al control negativo (10.0%) a partir de 500 ppm (52.5%)
hasta llegar al 95.0% y 100% en 4000 ppm y 5000 ppm, respectivamente. Con
respecto a la mortalidad pupal, de igual forma se observo un aumento dramatico con
respecto al control negativo (15%) cuando se llegé a las 500 ppm del extracto
(62.5%), con porcentajes superiores al 90% desde 1000 ppm. La concentracion letal
media fue 440 ppm. El extracto hexanico de vaina de A. angustissima, presento

diferencias significativas en mortalidad larval y pupal con respecto al control negativo
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a partir de 2000 ppm segun la prueba de Tukey realizada, por lo que respecto al
extracto obtenido de partes aéreas de S. salignus tiene una actividad insecticida

menaor.

Cuadro 11. Actividad insecticida por extracto hexanico de vaina de Acaciella

angustissima.

Trat. (ppm) % Mor. larval % Mor. pupal % Mor. acum
5000 45.00£11.40* 20.00+9.18 65.00+10.90*
4000 5.0045.00** 80.00+9.18* 85.00+8.19*
2000 90.00+6.88* 10.00+6.88 100.00£0.00*
1000 20.00+9.18 35.00£10.90 55.00+11.40*

0 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00£0.00
NIM 40.00£11.20 40.00£11.20 80.00+9.18
P<0.001 P<0.001 P<0.001

CLso (Larval) = 6968.37 ppm (ND)
CLso (Acumulada) 1377.85 ppm (-49.94 ppm — 2254.22 ppm)

Resultados promedio de 20 determinaciones * error estandar de la media. ND = No de

determinaron los indices fiduciarios al ser resultado de un solo dato. CLso = Concentracion
letal media. NIM = control positivo. Medias con (*) indican diferencias significativas con
control negativo; (**) indica medias con diferencias significativas respecto a NIM; (*) indica

diferencias significativas con ambos controles (Prueba de Tukey, P<0.05).

Los resultados para las variables juvenomiméticas con extracto hexanico de
Acaciella angustissima se muestran en el cuadro 12. En el apartado de la duracion
larval se observa que la menor duracién ocurrié en el grupo de control negativo,
siendo significativamente distinto al resto de los grupos. En 1000 ppm, este valor
aumentoé 41.88 dias con un valor que se dispar6é en 2000 ppm, con 84.50 dias, para
descender hasta 49.58 dias en el tratamiento de 4000 ppm, y ascender ligeramente,

pero no de manera estadisticamente significativa, a 51.36 dias en 5000 ppm. Todos
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fueron estadisticamente distintos del control negativo, no asi de la dieta con nim,
donde s6lo 2000 ppm fue el Unico nivel que fue diferente. Aun asi, se pudo decir que

su efecto es comparable.

En cuanto a la duracion pupal, cabe destacar que no se obtuvo en el caso del
tratamiento de 2000 ppm, ninguna pupa emergié como adulto. Sin embargo, incluso
comparados con el control positivo, solo los tratamientos de 4000 y 5000 ppm fueron
mayores a este, aunque no es posible definir su significancia en cuanto a su

efectividad en el atraso de la variable

Siguiendo con los pesos de larva a los 10 dias, el Unico caso destacable es el del
control negativo, que fue significativamente mayor al resto de los tratamientos,
llegando a 4.10 mg de promedio. Los demas resultados fueron similares, estando en

el rango de 1 mg.

Una mejor perspectiva de los pesos larvales se pudo observar a los 20 dias de
iniciado el experimento. La mayor cifra se obtuvo en el control negativo, siendo
significativamente distinta y mayor del resto de tratamientos, con 104.00 mg. Luego
fue una tendencia descendente; en 1000 ppm, el peso descendié a 39.45 mg. Un
apartado particular lo tuvo el tratamiento de 2000 ppm, como en casi todo el
experimento, ya que fue de tan sélo 4.58 mg, que es significativamente menor que
cualquier otro. Pasando de este ultimo, en 4000 ppm, el peso fue de 23.89 mg,
siguiendo la tendencia descendente de la variable y finalizando con 13.89 mg en
5000 ppm, que aunque no significativamente, es menor incluso que el control positivo
(15.71 mg).

En la dltima variable del cuadro, se observa el peso de la pupa a las 24 horas de
formacion. Nuevamente se obtuvo un peso mayor en el tratamiento de control
negativo, con 214.15 mg en promedio. A partir de ahi, la variable sugiri6 una baja
efectividad del extracto en este aspecto. Descendio6 el valor a 194.25 mg en el nivel
de 1000 ppm (que no fue significativamente distinto de los dos controles). En 2000
ppm, sélo se obtuvieron 2 pupas, las cuales promediaron 116.00 mg, este valor

nuevamente fue distinto de cualquier otro nivel de tratamiento y/o control. En 4000
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ppm el valor se increment6 a 174.00 mg para volver a subir en la concentracion mas

alta (5000 ppm) con 201.82, muy parecido de nueva forma al control positivo (200.80
mg).

Estudios realizados con extractos de hojas de Senna crotalarioides en S. frugiperda
(Quintanay col., 2016) mostraron duracion larval de 23.7, 24.8, 28.7, 29.3 y 32.8 dias
para 500, 1000, 2000, 4000 y 5000 ppm respectivamente, que son menores que los
obtenidos en el bioensayo realizado en el presente trabajo. Sin embargo,
comparados al control negativo, en el articulo de Quintana y col., se obtuvieron
diferencias significativas en todos los niveles de concentracion, caso distinto al de
este estudio, donde se observan diferencias significativas con el control negativo sélo
a partir de 1000 ppm. En el caso de la duracién pupal, los resultados para S.
crotalarioides fueron 11.8, 13.9, 16.8, 19.7 y 22.5 dias para 500, 1000, 2000, 4000 y
5000, respectivamente. Sus resultados fueron menores con respecto a los arrojados
por este trabajo, excepto en 5000 ppm. También cabe destacar que se obtuvo
significancia estadistica contra el control negativo a partir de 1000 ppm para S.
crotalarioides, mientras que no pudo obtenerse en este estudio por la mortalidad
pupal de 100% en 2000 ppm. Por tanto, el efecto sobre la duracién larval del extracto

es bajo.

Por dltimo, para el peso pupal, se consiguieron resultados con tendencia
descendente para el extracto de S. crotalarioides, siendo estadisticamente distintos
con respecto al control negativo todas las concentraciones, lo que demuestra un
efecto inhibitorio del extracto. En este trabajo, la tendencia no es clara, siendo sélo
2000 y 4000 ppm estadisticamente distintos al control negativo del bioensayo, por lo
gue se puede decir que el extracto hexanico de A. angustissima no posee efecto

sobre el peso de la pupa.
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Cuadro 12. Actividad juvenomimética extracto hexanico de vaina de Acaciella

angustissima.

Trat. (ppm) Dur. Larval Dur. Pupal Peso 10 Peso 20 dias Peso pupal
(dias) (dias) dias (mg) (mg) (mg)

5000 51.36+3.12* 22.57+0.97 1.45+0.29* 13.67+4.31* 201.82+9.98
4000 49.58+1.53* 19.00+1.00 1.05+0.05* 23.89+3.15* 174.00+5.76
2000 84.50+£1.50* ND 1.10+0.07*  4.58+0.65* 116.00+6.00*
1000 41.88+1.47* 17.89+0.89 1.80+0.41* 39.45+8.52*  194.25+7.47

0 34.30+£0.91 17.05+0.60 4.10+£0.75 104.00£15.50 214.15+5.44

NIM 47.92+2.83 18.25+2.06 1.60+0.29 15.71+5.05 200.80+11.50

P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.001

Resultados promedio de 20 determinaciones * error estandar de la media. ND = No de determinaron
los indices fiduciarios al ser resultado de un solo dato. NIM = control positivo. Medias con (*) indican
diferencias significativas; (**) indica medias con diferencias significativas respecto a NIM; (*) indica
diferencias significativas con ambos controles (Prueba de Tukey, P<0.05).

Las relaciones macho — hembra para el extracto hexanico de A. angustissima se
muestran en la figura 16. En el control negativo, hubo un total de 20 adultos, donde
el 50.00% fueron machos y el restante 50.00% fueron hembras. El tratamiento de
500 ppm, tuvo una cantidad final de 8 adultos, de los que 25.00% fueron machos y
75.00%, hembras. Para 1000 ppm, la cantidad de adultos ascendié ligeramente a 9,
donde los machos representaron el 55.56% y las hembras un 44.44%. El tratamiento
de 2000 ppm no tuvo adultos, por lo que no hubo relacion macho — hembra. En 4000
ppm, tan solo emergieron 3 adultos, todos hembra (100%). Finalmente para 5000

ppm, se obtuvieron 7 adultos, con un 71.43% de machos y un 28.57% de hembras.

No hubo una tendencia ni en los adultos totales emergidos, ni en la relacion macho
— hembra.
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Relacion macho - hembra con extracto hexanico de A.
angustissima
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Fig. 16. Grafico sobre la tendencia en la relacion macho - hembra con extracto

hexanico de vaina de A. angustissima
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6. CONCLUSIONES

El extracto hexanico de vaina de Acaciella angustissima mostré actividad insecticida
y juvenomimética en Spodoptera frugiperda con una concentracion letal media

acumulada de 1377.85 ppm y con actividad juvenomimética a partir de 1000 ppm.

El extracto metandlico de vaina de Acaciella angustissima presentd baja actividad
insecticida en Spodoptera frugiperda, sin ser significativamente distinta del control
negativo, y no presentd actividad juvenomimética respecto al control negativo. La

concentracion letal media total de 5480.23 ppm.

Las pruebas fitoquimicas realizadas mostraron que ambos extractos contienen
alcaloides y triterpenos y/o esteroides. Solo difirieron en taninos condensados, para

el que el extracto metandlico de vaina de A. angustissima dio positivo.
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