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Introduccion

Las regiones tropicales del planeta son el ecosistema que concentra la mayor parte de la
biodiversidad del planeta, previenen la erosion de los suelos, conservan recursos genéticos
y proveen principios activos utiles al hombre (Laurance, 1999). Se estima que las selvas

tropicales ocupan cerca de 19% del territorio nacional (SARH, 1994)

México, posee la zona geografica mas al norte de clima tropical en toda América (Dirzo,
1997), en este clima es posible encontrar a una familia botanica muy interesante desde el
punto de vista quimico por el tipo de compuestos que poseen, la familia Euphorbeaceae
(Gilbert, 1994). Dentro de la familia encontramos al género Omphalea que cuenta con un
representante en nuestro pais, Omphalea oleifera. Esta especie ha sido objeto de diversos
estudios de carécter ecologico como los realizados por Iriarte (1987), Popma y Bongers
(1988, 1991), Dirzo (1990), Guevara (1994), Garcia-Guzman (2004) Sanchez coronado
(2007), sin embargo, s6lo encontramos uno en el campo de la fitoquimica realizado por Del

Amo y colaboradores en 1985.

El género Omphalea esté integrado por 18 especies de afinidad tropical distribuidas
principalmente en las antillas e incluye arboles, arbolillos y lianas. En México el género
estd representado por Omphalea oleifera (Hemsl) (Euphorbiaceae) que crece en la selva
alta perennifolia (Miranda y Hernandez, 1963) de los estados de Oaxaca y Veracruz. O
oleifera es un arbol de 25 a 30 metros de alto que forma parte del dosel y subdosel de la
selva (Dirzo 1987; Dirzo y Mota Bravo, 1997).

En la selva alta perennifolia de la estacion bioldgica de Los Tuxtlas Veracruz, O. oleifera
es defoliada gradualmente por el herbivoro especialista Urania fulgens (Lepidoptera
Uraniidae) presentando un caso poco frecuente de defoliaciones masivas (Dirzo y Mota-
Bravo, 1997). Lo anterior ofrece la posibilidad de estudiar esta especie en el &mbito de la
busqueda de compuestos quimicos que pueden estar participando en la disuasion de la

alimentacion frente a insectos diferentes de Urania.



Antecedentes

Las plantas desarrollan diferentes mecanismos de respuesta frente a las condiciones
adversas en las que se encuentran sometidas, estas son modificaciones morfologicas como
el engrosamiento de la pared celular, las espinas, pdas o pelos irritantes (Anaya y Col.,
2001 y Harborne, 1985), asi como los mecanismos que implican la produccion de
metabolitos secundarios, que poseen importancia ecoldgica ya que algunos funcionan como
sustancias alelopaticas, repelentes de insectos o insecticidas (Azcon, 1993). Entre estos
compuestos secundarios se encuentran entre otros los alcaloides, los terpenos y los

flavonoides (Granados y Lépez, 1996)

Es frecuente observar que bajo condiciones adversas para la mayoria de las plantas, algunas
desarrollan mecanismos para soportar estos cambios drasticos y sobrevivir en ambientes
extremos. Entre estos mecanismos que les permiten soportan condiciones desfavorables, las
plantas presentan cierta resistencia inherente frente a los herbivoros, estos van desde
cambios fenoldgicos (cambios en los tiempos de floracion, maduracion de frutos y
produccion de semillas) hasta la sintesis de complejas moléculas organicas. Entre ambas
estrategias existen una amplia serie de caracteristicas morfologicas y quimicas de la planta
que afectan el comportamiento y los procesos metabolicos del herbivoro al utilizar a la
planta como huésped (Lopez, 2005)

Desde el punto de vista del aprovechamiento préctico de la resistencia de las plantas a los
insectos se considera que el mayor interés para el hombre existe en torno a caracteristicas

que evitan que el insecto se acerque o consuma a la planta (Maxell, y Col., 1984).

Las defoliaciones en de las que es objeto O. oleifera cumplen una temporalidad regida por
la migracion del lepiddptero responsable, que es su consumidor especialista (Dirzo, 1997).
La dependencia alimenticia que presenta U. fulgens por especies de Omphalea no es un
caso aislado, alrededor del mundo es posible encontrar miembros de la familia Uraniidae
con dependencia alimenticia hacia ciertas especies de la familia Euporbiaceae (Lee y
Smith, 1991).



O oleifera es un arbol de subdosel con alturas maximas de 30 metros, con una distribucion
agregada. Posee hojas alternas, con verticilos densos en las puntas. Produce un latex
transparente tras recibir dafio en el peciolo o la corteza. Las hojas son grandes una vez que
completan su desarrollo (500 cm?) Figura 1, presentan glandulas en el envés que producen
un néctar rico en aminoacidos y azucares, estas glandulas operan como nectarios y son

visitados por algunas especies de hormigas (Dirzo, 1997)

Figura 1. Hojas de Omphalea oleifera, en campo donde es posible apreciar el

tamafio de la hoja.

La quimica de O. oleifera es poco conocida, sin embargo, estudios previos en Omphalea
diandra indican la presencia de un tipo muy particular de alcaloides inhibidores de la
glicosidasa (Kite, 1997, 1991). Este tipo de alcaloides han sido detectados en la especie
encontrada en Panaméa (O. diandra), en cambio para la especie mexicana (O. oleifera) los

estudios respecto a su quimica son pocos (Dirzo, 1997).

Urania fulgens, es un lepidoptero de la familia Uraniidae, sus alas son de color negro con
bandas de color verde iridiscente, ademas cuenta con prolongaciones blancas en las alas
posteriores Figura 2. Como larvas poseen una cabeza de color negro que se torna roja al

tercer estadio, las caracteriza un patron de rayas verdes o blancas combinadas con rayas



negras, se observan pelos en el segundo y tercer segmento del térax asi como en los

segmentos abdominales (Dirzo, 1997).

® Nhu Nguyen|

Figura 2. Fotos de Urania fulgens, donde es posible observar el caracteristico patron de

colores del adulto y su tamafio.

La distribucion de Urania. fulgens no se restringe al estado de Veracruz, su distribucion se
extiende hasta Panama (Dirzo, 1997; Smith, 1983), debido a la dependencia alimenticia que
presentan las larvas de U fulgens, esperariamos que las poblaciones de O oleifera se
extendieran hasta paises Centroamericanos pero eso no es asi, la distribucion de Omphalea
se empalma con la distribucion de U fulgens con la participacion de dos especies de
Omphalea. En México podemos encontrar a O. oleifera en los estado de Veracruz y Oaxaca
(Dirzo, 1997), mientras O. diandra se encuentra en la parte de Centro y en Sudamérica,

ambas especies sufren defoliaciones por parte del lepiddptero (Smith, 1983).



Urania fulgens presenta migraciones unidireccionales que suelen combinarse con
explosiones demograficas lo que resulta en las defoliaciones masivas esporadicas de las que
son objeto tanto Omphalea oleifera como Omphalea diandra (Dirzo, 1997, Smith 1983).
Las defoliaciones incluso de las plantulas y juveniles parecen demasiado agresivas, sin
embargo, la informacion existente indica que éstas no afectan de manera significativa a los

individuos reproductivos (Dirzo, 1997).

Estudios fitoquimicos en O diandra, demostraron la presencia de un tipo de metabolitos
secundarios que actian como inhibidores enzimaticos, por otro lado estos alcaloides se han
detectado en tanto en O diandra como en U fulges, Unico insecto que se alimenta
regularmente de este planta. Lo anterior ha motivado las sospechas al respecto de una
relacion de secuestro de metabolitos (Kite, 1990). Debido a la dependencia alimenticia
observada y las evidencias mencionadas Dirzo (1997) sospecha de una interaccién con un
alto grado de especializacion mediada por dichos metabolitos , sin embargo, los inhibidores
enzimaticos mencionados, no actlan sobre los depredadores vertebrados de estos insectos
(Smith, 2005).

La informacion referente a la quimica de O. oleifera es muy pobre, sin embargo, la especie
sudamericana ha sido estudiada evidenciando la presencia de ciertos alcaloides inhibidores
de la glicosidasa (AIG’s), estos compuestos mimetizan la estructura de azlcares simples e
interumpen el metabolismo de los azucares (Fellows et al., 1989). Se han aislado 4 AIG’s
diferentes de O. diandra, 2R, 5R-dihidroximetil-3R, 4R-dihidroxipirrolidina (DMPM) (a),
2,6-dideoxi-2, 6-imino-D-glicero-L-guloheptiol (HNJ) (b), 1,5-dideoxi-1, 5-imino-D-
manitol (DMJ) (c), y 1, 5dideoxi—1, 5-imino-D-glucitol (DNJ) (d) (Kite et al., 1988,
1990). La estructuras de estos alcaloides se presentan en la Figura 3.
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Figura 3. Estructuras de los cuatro alcaloides encontrados en Omphalea diandra, a)DMDP
b)HNJ, c)DMJ y d)DNJ.

El tipo de alcaloides presentes en O diandra como el DMDP han mostrado actividad
antialimentaria en insectos herbivoros (Fellows y Col., 1989), un experimento donde el
DMPM fue incorporado a la dieta a una concentracion de 0.01 % referido a al peso seco de
la dieta, concentracion presente en las hojas de O. diandra, demostro ser suficiente para
inhibir la alimentacién en Locusta migratoria y Schistocera gregaria (Blaney y Col.,
1984), asi como en larvas de lepidopteros como Spodoptera littoralis, Heliothis virecens y
Helicoverpa armigera (Simmonds et al., 1990). Ademas este compuesto causa mortalidad

en el escarabajo Callosobruchus maculatus (Evans y Col., 1985, Kite, 1997).

Todo parece indicar que las Uranias alrededor del mundo acumulan los AGI’s presentes en
su planta hospedera, pues hay evidencias del mismo fendmeno entre otro Uranido y su
alimento en las Filipinas (Kite y Col., 1991, 1997). Con este antecedente la accién de los

cuatro AIG’s presentes en Omphalea diandra fueron probados por Kite y Col., (1997)



contra las enzimas digestivas de cuatro herbivoros, dos de ellos especializados en especies
de Omphalea (Urania fulgens y Alcides metaurus, ambos en estadios larvales) y dos de
ellos sin contacto previo con la especie (Spodoptera littoralis en estadio larval y adultos de
Dermestes maculatus). Los resultados del ensayo mostraron que las enzimas provenientes
de herbivoros especializados en especies de Omphalea no fueron inhibidas de manera
significativa en contraste con las enzimas de los herbivoros generalistas, que si fueron

inhibidas de manera significativa (Kite y Col., 1997).

Urania fulgens presenta habitos alimenticios particulares al eclosionar se alimenta de hojas
juveniles, una vez alcanzados los estadios finales, las larvas no distinguen entre las hojas

pudiendo defoliar la planta entera (Kite, 1997).

La investigacion de los pasados 40 afios ha demostrado de manera contundente que las
plantas y los animales producen sustancias que afectan el crecimiento, desarrollo,
comportamiento y distribucion de otros organismos, estas sustancias son conocidas como
aleloquimicos. Las alomonas, un tipo de aleloquimico, se definen como las sustancias
producidas o adquiridas por un organismo que cuando entran en contacto con un individuo
de una especie diferente evoca en el receptor una respuesta fisiolégica o de comportamiento
que es adaptativamente favorable para el emisor pero no para el receptor). Las alomonas
son consideradas como el mayor mecanismo por el cual las plantas se protegen de una
herbivoria excesiva, dentro de esta categoria de alelogquimicos encontramos a los
compuestos antialimentarios. Encontramos, también a las feromonas que son compuestos
que otorgan un beneficio, ya sea para el emisor, el receptor o para ambos (Nordlund, 1981
en Koul 2005; Koul, 2005).

Los aleloquimicos forman parte de un grupo de sustancias conocidas como metabolitos
secundarios. El caracter de los metabolitos secundarios aun no ha sido bien definido, desde
la asignacién de su nombre fueron relegados a un segundo plano y durante mucho tiempo
fueron considerados meras sustancias de desecho o bien errores metabdlicos. Sin embargo,

estudios mas exhaustivo de los mismos han demostrado que no son originados por errores



ni mucho menos, la sintesis de los mismos es regida por enzimas lo que evidencia una

produccion especifica de los mismos (Kutchan, 2001).

Los metabolitos secundarios se encuentran definidos como aquellos metabolitos a los
cuales no se les ha podido asignar ninguna funcién aparente en los procesos metabdlicos
primarios de las plantas, como son la fotosintesis o la respiracién (Rosenthal y Janzen,
1979, Fraenkel, 1959, Anaya, 2003). Son sintetizados a partir de metabolitos primarios,
pero su distribucion suele ser restringida y especifica dentro de ciertos grupos taxonémicos
como familias, subfamilias o incluso a géneros (Balandrin, et al, 1985, Fraenkel, 1959).

Aungue los metabolitos secundarios no aparentan tener una funcion metabdlica
fundamental, tienen funciones ecoldgicas, ya sea como atrayentes de polinizadores (néctar
rico en aminoacidos), como adaptaciones contra el estrés (acido clorogénico), como
aleloquimicos (nicotina) o como defensas contra organismos herbivoros y patogenos
(quercetina) (Seigler y Price, 1976; Levin, 1976; Balandrin y col., 1985; Fraenkel, 1959).
Los metabolitos secundarios son acumulados por las plantas en cantidades muchos menores
en comparacion con los primarios, ademas de que éstos son producidos en células muy
especializadas (Balandrin, et al, 1985), han sido agrupados como glucésidos, saponinas,

taninos, alcaloides, aceites esenciales, acidos organicos, entre otros (Fraenkel, 1959).

Desde que en 1962 Pradhan y colaboradores evaluaron el efecto antalimentario de los
extractos de Azadirachta indica como sustancias que prevenian la alimentacion de la
langosta del desierto, la investigacion en este campo a crecido tanto que hoy en dia
concentra un registro de cerca de 900 compuestos con actividad antialimentaria (Koul,
2005). Los antialimentarios son compuestos de baja toxicidad para el hombre que se
ocupan como repelentes contra insectos herbivoros, este tipo de sustancias producen un
cambio en el comportamiento de los mismos, con la finalidad de evitar el consumo de una
especie vegetal, ejemplos de estos son la azadiractina y los diterpenos del clerodano
(Isman, 2006). Este tipo de productos naturales han cobrado importancia ya sea como
modelos de accion para nuevos insecticidas sintéticos o a su uso comercial. Muchos

metabolitos secundarios se centran en desalentar la alimentacion, la ovoposicion o



afectando negativamente el crecimiento larval mas que matando a los insectos (Koul,
2005).

Ademas de los compuestos quimicos que buscan reducir la herbivoria por medio de la
intoxicacion o la repelencia tenemos sustancias que evitan que el tejido sea atractivo para
los herbivoros. Ejemplos de este tipo de compuestos son los taninos, cuyos efectos
negativos en la digestion de nutrientes es bien conocida (Price y Butler, 1980) o los acidos
fendlicos y la lignina, cuya relacién negativa entre su concentracion y la digestibilidad del
forraje se ha observado desde décadas atras (Woodman y Stewart 1932 en Jung y Vogel,
1986; O'Dowd y Lake 1990; Reichardt y Col., 1990; Van Astyne y Paul 1990 en Dudt y
Shure 1994).

La lignina es el componente quimico frecuentemente asociado con la indigestibilidad de los
nutrientes debido a la asociacion de esta con los carbohidratos de la pared formando
complejos lignina-polisacaridos. La aparente baja digestibilidad y el incremento en el
contenido de lignina asociado con la madurez, sirve como base para asumir que la
lignificacién es uno de los factores responsables del bajo valor alimenticio en forrajes
maduros. También se ha comprobado que los mondmeros fenolicos y la lignina inhiben el
crecimiento microbiano lo que en conjunto con la baja digestién enziméatica ya mencionada
explicaria el bajo aprovechamiento de la pared celular por parte de los herbivoros (Jung y
Fahey, 1983). Adicionalmente a la baja absorcién y digestibilidad se ha observado que los
niveles de fibra y taninos en hoja varian de manera inversa con los niveles de nitrégeno y
agua, siendo el nitrégeno un nutriente importante para los insectos fitéfagos, esta relacion
inversa en la cantidad de nutrientes en conjunto con la baja digestibilidad y absorcién,
convierte a los tejidos lignificados en una opcion poco atractiva para el consumo (Mattson
y Scriber 1987; Hochuli 1996, en Peeters 2002; McNeil y Southwood 1978; Mattson 1980;
White 1984 en Peeters 2002).

Muchos productos naturales son aislados, caracterizados y publicados en trabajos
cientificos sin la badsqueda de su actividad biologica (Meyer et. al, 1982). Los ensayos

bioldgicos pueden evaluar la actividad frente a diferentes organismos, como pueden ser



bacterias, hongos o insectos entre otros, la eleccion del modelo a usar depende mucho de la
actividad que se busca, ya sea antifingica, antibacterial o contra insectos. Debido a estos
los bioensayos son una herramienta util en la busqueda de compuestos biolégicamente
activos como farmacos, atntialimentarios o insecticidas. Se recomienda que los ensayos
sean baratos, reproducibles, tener validez estadistica, que requieran poca cantidad de

compuesto, de corta duracion y poseer amplia aplicacion (Cole, 1992; Rodriguez, 2003).

La investigacion de la actividad bioldgica de compuestos naturales complementa la
busqueda y aislamiento de nuevos compuestos de origen vegetal, sin embargo, la eleccion
de un bioensayo debe hacerse de manera cuidadosa con base en la informacion que se desee
obtener (Cole, 1992; Rodriguez, 2003). Ya se mencioné la abundancia de los compuestos
con actividad de tipo insecticida y antialimentario, en este sentido la valoracion del efecto
de estos compuestos en la nutricion de los herbivoros es crucial, la cuantificacion de esta
respuesta es factible por medio de los ensayos biologicos. Los bioensayos con insectos han
sido utilizados durante décadas con el objetivo de direcionar la separacién, purificacion y
elucidacién compuestos quimicos, la mayor utilidad de estos radica en hallar especies
vegetales, productos naturales o compuestos puros para el control de insectos plaga (Koul,
2005), entre estos encontramos a los ensayos antialimentarios y los de disrupcion del
desarrollo. Una metodologia a seguir es considerar a insectos modelo para la evaluacion
alimentaria de extractos vegetales y de ahi partir hacia la purificacion de compuestos o
grupos de compuesto con actividad antialimetnaria o fagoestimulante segln sea el caso
(Bahena, 2003).

El éxito del disefio para estudiar los compuestos antialimentarios consiste en presentar al
insecto un sustrato con la sustancia quimica a ser probada y posteriormente medir la
respuesta del insecto. Se pueden usar tanto sustratos naturales como artificiales, los
sustratos naturales puede consistir en plantas enteras, hojas, discos foliares (muy utilizados)
e incluso sustratos especiales como ramas, blogues de madera, tablas y discos de toallas de
papel. Los estratos artificiales usualmente incluyen dietas con base de agar, dietas liquidas

o incluso unicel (Koul, 2005).
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Los ensayos de compuesto incorporado a la dieta permiten la evaluacién de compuestos o
fracciones de dificil disolucion o de material vegetal seco y molido. Este tipo de ensayos
requieren que el modelo bioldégico cumpla su ciclo, alimentandose con dieta que
usualmente consume en condiciones de crianza, pero a dicha dieta se le ha agregado un
compuesto vegetal o bien material vegetal molido. Mediante revisiones periodicas se
registra cualquier anomalia fisica o de caracter temporal que se observe en el desarrollo del
organismo. Este tipo de ensayo es util para evidenciar si un compuesto actia como
disruptor del desarrollo alterandolo, ya sea de manera fisioldgica, o bien demorando los
tiempos del mismo (Cole, 1992).

Al realizar ensayos biologicos con insectos es necesario elegir cuidadosamente el insecto
modelo pues las caracteristicas y las respuestas de los mismos cambian mucho de uno a
otro (Kubo, 1993). Ciertos insectos son mondéfagos, por lo que s6lo consumen un tipo de
planta en particular, razén por la que no siempre resultan una buena eleccién aunque estos
sean normalmente los mas sensibles a los compuestos. Los insectos olifagos consumen una
serie de plantas normalmente relacionadas entre si taxonomicamene. Finalmente los
insectos polifagos son capaces de consumir una enorme cantidad de plantas practicamente

sin discriminar entre éstas, aunque son los menos sensibles (Cole, 1992).

Los modelos biolégicos nos sirven para poder estudiar el efecto de diversos fenémenos
sobre poblaciones especificas de organismos, como pueden ser insectos, mamiferos,
plantas, entre otros. Los fenomenos a estudiar pueden ser de naturaleza variable, como por
ejemplo exposiciones a substancias variadas (farmacos, venenos o toxinas por mencionar
algunos), condiciones ambientales adversas (fri6 o calor extremo, alteracion de periodos
luz-oscuridad, entre otros) e incluso se pueden provocar enfermedades para poder

estudiarlas en organismos y extrapolar los estudios al ser humano.

Como modelo bioldgico los organismos deben cumplir ciertos requisitos para ser
funcionales. Deben tener una alta tasa de reproduccion y un ciclo de vida corto. En caso de
tener que evaluar los efectos a largo plazo en el desarrollo del organismo el hecho de

ocupar un modelo con un ciclo de vida corto resulta muy benéfico al poder observar el ciclo
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vital de manera completa. Otra caracteristica importante que debe poseer un modelo
bioldgico es que el mantenimiento de los organismos sea de bajo costo y preferentemente
gue sea de pocas necesidades ya que esto reduce los costos y optimiza la disponibilidad de
individuos de prueba. Otra caracteristica con que se debe contar es que su ciclo de vida esté
bien documentado con el fin de poder discriminar entre los efectos de los fendmenos

ensayados y las condiciones que el ciclo de vida posea naturalmente (Meyer, 1982).

Una metodologia seguir es considerar a los insectos modelos, como Spodoptera frugiperda
para la evaluacion de la actividad bioldgica de extractos vegetales a fin de aislar
compuestos de utilidad para el ser humano. Spodoptera frugiperda es un lepidoptero que
pertenece a la familia Noctuideae. Es un herbivoro generalista que se alimenta
principalmente de gramineas, pero es capaz de alimentarse de 87 especies distintas (Brown
y Dewhurst 1975, Morén y Terrén 1988). Debido a que en el pais hay un cultivo importante
de maiz, se le puede encontrar en practicamente cualquier region donde se cultive éste
(Moron 1988). Spodoptera frugiperda es capaz de adaptarse al consumo de una variada
cantidad de partes vegetales e incluso a la alimentacion por medio de una dieta artificial,
esto permite la adicion de substancias de prueba para ensayos toxicolOgicos sin provocar

estrés excesivo en los organismos.
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Justificacion

A partir de las observaciones de campo en las cuales:
e Urania fulgens defolia gradualmente las poblaciones de Omphalea oleifera
e [Escasos registros de otros herbivoros que consuman a esta especie

¢ Informes acerca de la presencia de compuestos alcaloideos en O. diandra,

Se planteo un estudio fitoquimico inicial de O. oleifera considerando la variabilidad de los
metabolitos secundarios, su concentracion en funcion de la edad de la planta, los diferentes
organos de la misma asi como los cambios estacionales a fin de determinar la presencia de

grupos de metabolitos secundarios.
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Objetivos

Objetivo general

En este trabajo se realizé un estudio quimico inicial a fin de determinar la presencia o
ausencia de grupos de metabolitos secundarios asi como del efecto de estos en el desarrollo
de un insecto generalista como Spodoptera frugiperda. Por otro lado considerando la
evidente dureza de la hoja se realiza un estudio sobre la concentracion de lignina y de

algunos acidos fendlicos involucrados en la sintesis de la misma.

Considerando que una de las respuestas de las plantas frente a la herbivoria es la
produccion de compuestos de origen fenolico se evalué la concentracion de estos
compuestos (&cido clorogénico, acido cumarico, &cido ferulico y &cido cindmico) y la

concentracion de lignina bajo dos condiciones de herbivoria.

Objetivos particulares

e Obtener el perfil de grupos de metabolitos secundarios presentes en extractos
metandlicos de O. oleifera en dos etapas del afio.

e Anaélisis cromatografico de extractos de Omphalea oleifera.

e Evaluar mediante ensayos bioldgicos la actividad antialimentaria de las hojas de O.
oleifera en un insecto generalista (Spodoptera frugiperda).
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I.- Area de estudio

El material vegetal fue recolectado en la Selva Alta Perennifolia cercana a la Estacion de
Biologia Tropical “Los Tuxtlas”, Veracruz, dicha estacion se encuentra ubicada entre los
95°8"y 95°48" de longitud y los 18°20"y 18°40" de latitud norte con un area total de 700 ha
(Lot, 1976), la zona presenta una altitud que va de los de 150 a los 700 msnm (lbarra y
Sinaca, 1995).

La zona posee un clima calido-himedo con precipitacion promedio anual de 4725 mm
concentrando la mayor precipitacién durante la época de verano, la temperatura media
anual es de 24.3 °C (lbarra y Sinaca, 1987). El suelo de la zona presenta una gran
acumulacion de materia organica, el suelo presenta un pH ligeramente acido y se encuentra
clasificado en tres ordenes: mollisol, entisol e inseptisol (Chizon, 1984; Bongers y Col.
1988). El tipo de vegetacion predominante en la zona es la selva alta pereninifolia con
algunas variantes de composicion y estructura que depende de los cambios topograficos y
de la perturbacion vegetal (Miranda y Hernandez-X.1963; Lot, 1976).

I1.- Recolecta del material

Se realizaron dos recolectas de hojas, la primera durante el mes de octubre del afio 2006 y
la segunda recolecta durante el mes de Mayo del afio 2007. Durante la recolecta realizada
en el mes de octubre se obtuvieron hojas con dafio y sin dafio las cuales fueron
seleccionadas de manera azarosa para una posterior determinacion de la concentracion de
lignina. EI material fue secado en las camaras de la Estacion Biologica de Los Tuxtlas, y
transportado al laboratorio de Fitoquimica de la Facultad de Ciencias, UNAM, para su

posterior analisis.

I11.- Preparacion del material
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Las hojas fueron seleccionadas y posteriormente secadas en una estufa a una temperatura
constante de 40° C durante tres dias, las hojas fueron molidas en un molino eléctrico, SM

2000 de la marca Retsch, hasta obtener un polvo fino y homogéneo.

Se realizd una extraccion con metanol a las dos muestras con objeto de obtener la mayor
cantidad de compuestos. La hoja seca y molida fue sometida a una extraccion en frié
(maceracién) con metanol durante 72 h, tres veces, cumplidos estos periodos se procedio a
concentrar el extracto por destilacion a presion reducida. El extracto obtenido fue
trasvasado y colocado en una camara de vacio para eliminar por completo el disolvente y se

calcularon rendimientos.

V.- Extracciones Alcaloideas

Debido a la informacién mencionada sobre la presencia de alcaloides en la planta hermana,
O. diandra, se realizaron tres distintas extracciones para alcaloides con la finalidad de

detectar su presencia en hojas de O. oleifera, éstas son presentadas a continuacion:

Extraccion acida con hoja seca

e Setomd 1 g de hoja secay molida

e Lamuestra de planta se desengraso con 10 mL hexano en frid (tres veces)

e Unavez desengrasada la muestra, ésta se dejo secar a temperatura ambiente.

e La muestra fue acidificada con 10 mL de solucion de &cido acético al 2%,
macerandola durante una hora en agitacion constante.

e La solucion &cida fue filtrada sobre un embudo de separacion y posteriormente
se extrajo con 5mL de éter etilico (tres veces).

e La fase etérea fue secada con Na,SO, anhidro para posteriormente concentrarla

a temperatura ambiente
Extraccion béasica con hoja seca

e Setomd 1 g de hoja seca'y molida.

e La muestra de planta se desengras6 con 10 mL hexano en frid (tres veces).
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La muestra se dejé secar a temperatura ambiente sobre una caja Petri.

Ya seca la muestra, ésta fue humedecida con NH,OH al 2 %, dejando que secara
durante 24 h.

La muestra fue extraida en un matraz Erlenmeyer con una mezcla de CHCL;-
MeOH 9:1 durante 1 hora (realizando este procedimiento por triplicado).
Posteriormente se elimind el disolvente a temperatura ambiente para obtener el

crudo alcaloideo.

Extraccion acida a partir de extracto

Partiendo de 0.165 g de extracto metandlico se realizaron 6 extracciones de 2
mL con HCL (1N).

La solucion &cida obtenida de las extracciones fue filtrada y lavada con hexano.
La fase acuosa fue basificada con NH,OH (2 %) hasta obtener un pH con valor
de 9.

La fase acuosa fue extraida con cloroformo, conservando la fase organica.

La muestra se secd con Na,SO, anhidro, para ser filtrada.

Se evapord el cloroformo para obtener el crudo alcaloideo.

V.- Extraccion de flavonoides

Se realizaron extracciones especificas para flavonoides a partir de 1 g de hoja seca

finamente molida, con 10 mL de metanol acuoso al 80%, durante 12 h. Los extractos fueron

cromatografiados, los cromatogramas obtenidos fueron tratados con un revelador especifico

para flavonoides RPN (2-Aminoetil difenilborato).

V1.- Determinacion del porcentaje de lignina y acidos fenolicos.

La determinacién del porcentaje de lignina se realizd conforme el método de Van Soest

(1994), sobre las muestras tanto de hoja dafiada como de hoja sin dafio, se proceso un total

de 5 muestras por cada condicion.

18



Con la idea de complementar los datos de la cuantificacion de lignina se realizé un estudio
cualitativo de los siguientes acidos fendlicos: clorogénico, cumarico feralico y cindmico. Se
realizd una extraccion con 0.5 g de hoja seca en 10 mL de metanol por 30 minutos a 35°C,
los extractos fueron concentrados por destilacion a presion reducida. Las muestras y los
estandares se colocaron en un aplicador CAMAG automatic TLC Sampler 4, sobre placas
cromatograficas de gel silice de la casa comercial Merck, aplicando 10ul en bandas de
5mm de ancho. La comparacion contra estandares de referencia Sigma Aldrich (10 mg en 2
mL) se realizo mediante la comparacion de los RF y se realizo una comparacion visual de

las manchas a fin de determinar las diferencias en la intensidad de las mismas.

VI11.- Andlisis de los extractos

Pruebas de deteccion de grupos metabolitos secundarios
Obtenidos los extractos se procedio a efectuar las pruebas para la deteccion de los grupos
de metabolitos secundarios (Dominguez.1973) Para la realizacion de las pruebas, se

prepard una solucion madre con una concentracion de 5mg/mL.

Se realizaron las siguientes pruebas:

e Alcaloides: reactivo de Dragendorff y Acido. Silicottingstico

Alcaloides: reactivo Dragendorff
Los extractos metandlicos fueron disueltos en metanol. A las muestras se adicion6 una gota
de &cido clorhidrico concentrado y dos gotas del reactivo de Dragendorff, la prueba se

considero positiva si se presentaba un precipitado de color anaranjado-marron.

Alcaloides: reactivo Acido Silicotungstico
Las muestras se prepararon con la misma metodologia usada en la prueba de Dragendorff,
posteriormente se agregaron dos gotas de acido silicotungstico, si se observa un precipitado

de color amarillo paja la prueba se considera positiva.
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e Glucésidos: reactivo de Molish

Las muestras fueron disueltas en metanol, se les agregaron dos gotas de una solucion
alcohdlica al 5% de a-naftol, posteriormente se agregé 1 mL de H,SO, concentrado,
dejando que éste se deslice por las paredes del tubo de ensaye formando asi dos fases. Se
toma lectura de la coloracion del anillo formado en la interfase, considerando la prueba

como positiva si se observa un color violeta.

e Terpenosy esteroides: reactivo Liebermann-Burchard

Los extractos se llevaron a sequedad y fueron redisueltos en cloroformo, se agregé 1 mL de
reactivo Liebermann-Burchard (anexo 1: reactivos) a cada muestra. Se considera positiva la

prueba si se observa un cambio de coloracidn al azul-verdoso, rosa, rojo o violeta.

e Flavonoides: reactivo de Shinoda

Los extractos fueron disueltos en metanol, a estos se les agreg6 un trozo de magnesio y dos
gotas de acido clorhidrico concentrado, si observamos un cambio de coloracion hacia el

anaranjado, roja-azulosa, violeta o azul la prueba se considera positiva.

e Fenoles: Cloruro férrico
Se agregaron 2 gotas de una solucién de cloruro férrico, esperando que la solucion

presentara un cambio de coloracion a un color azul o verde.

Cromatografia en capa fina
A fin de obtener el anélisis cromatogréafico de la planta se realizaron cromatografias en capa
fina de los extractos metanolicos, para alcaloides y flavonoides con la siguiente
metodologia:
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0 Los extractos fueron redisueltos a una concentracion de 5mg/lmL (con
excepcion de los extractos alcaloideos, donde se ocupd el total de extracto
disuelto en 2 mL)

o Con la ayuda de un aplicador automéatico (TLC sampler, CAMAG) se
aplico un volumen de 10 pL en bandas de 5 mm,

o0 Todos los extractos se aplicaron en placas con base gel de silice G-25 en
soporte de vidrio (Merck) con indicador fluorescente para luz UV de 254 nm
en placas de 10 cm de frente por 4 cm de ancho.

0 Las placas se desarrollaron en una cdmara cromatografica vertical marca
Sigma Aldrich (6.5 cm x 10.5 cm).

o Fueron observadas en un gabinete de luz ultravioleta, tanto en onda larga
(365 nm) como en onda corta (254 nm).

o Se revelaron con sulfato cérico (revelador general), con excepcion de las

placas correspondientes a los extractos alcaloideos y de flavonoides.

Para flavonoides se usé revelador de productos naturales RPN (2-aminoetil difenilborato).
Adicionalmente las placas fueron reveladas con reveladores especificos para terpenos,
Lieberman-Burchard y anisaldehido. Las placas correspondientes a los extractos

alcaloideos fueron reveladas con reactivo de Dragendorff y reactivo de Van-Urk.

VI11.- Ensayos bioldgicos con Spodoptera. frugiperda

Como ya se ha mencionado, los ensayos biologicos nos permiten evaluar las respuestas que
un insecto modelo presenta por la exposicion o consumo a una muestra, ésta puede
administrarse en distintas formas (planta fresca, planta seca, extractos) dependiendo del
ensayo que se realice. ElI implementar distintos ensayos, permite recabar una mayor
informacidn sobre la respuesta del insecto modelo a la muestra en cuestion. La busqueda de
actividad bioldgica permite complementar la investigacion fitoquimica y hoy en dia se
presenta como una herramienta Gtil para la biusqueda de nuevos farmacos, insecticidas,

antialimentarios o disuasores de la alimentacion.
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Ensayo de corta duracion

Los ensayos de corta duracion permiten evaluar la respuesta de un insecto modelo frente a
una muestra vegetal, a corto plazo por parte de una planta posterior a su consumo. Con este
antecedente se monto un ensayo de no preferencia, siguiendo la metodologia general de los
ensayos de no seleccion descrita por Kubo (1991) donde se probd la aceptabilidad de hojas
frescas de Omphalea. oleifera en comparacién a un control montado con las hojas de una
planta de caracter neutral, considerando como neutral a aquella planta que ha perdido su
capacidad inherente de protegerse de la herbivoria durante la domesticacion (Carlini y
Grossi de Sa 2001), en este caso lechuga (Latuca sativa) para observar diferencias de

consumo entre las dos muestras.

Las hojas control y de tratamiento se recortaron de modo que los discos de hoja cubrieran
completamente la superficie de una caja de Petri de tamafio estandar, 9.3 cm de diametro.
Las cajas se prepararon previamente colocando papel filtro himedo cortado a la medida de
la caja de Petri, que funcion6 como fuente de humedad para evitar que las hojas se

deshidrataran durante el ensayo (Figura 4).

Los ensayos fueron montados con larvas pertenecientes al tercer estadio de desarrollo
seleccionadas de un tamafio homogéneo. Para asegurar la alimentacién de las larvas durante
el transcurso del ensayo, éstas se sometieron a un ayuno de 5 h. Al iniciar el ensayo se
colocaron tres larvas por cada caja, las cuales se mantuvieron bajo condiciones controladas
a una temperatura de 26 +2° C con un nivel de humedad de 60 %, y un periodo de 16/8 h
luz-oscuridad. El ensayo comienza al poner las tres larvas en una caja de Petri y se coloca

en al cdmara de manera azarosa, transcurridas 12 h el ensayo se da por terminado.
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Hoja de lechuga

Figura 4. Dibujo esquematico del bioensayo de corta duracion.

Finalizado el ensayo se procedio a cuantificar el area foliar consumida en los lotes control y
tratamiento, para poder comparar el consumo en ambos casos y ver las diferencias entre el
consumo de los diferentes lotes. Los resultados de los ensayos de corta duracion se
cuantificaron mediante el uso de una técnica similar a la descrita por Escoubas y Col.
(1992) ayudandonos con un programa digital de medicion de areas. En este caso se usé un
scanner (hp® scanjet® 3670) para digitalizar los discos de hoja que fueron mantenidos bajo
ensayo, donde fue posible apreciar las zonas consumidas. Las imagenes se procesaron
mediante un programa de tratamiento de imagenes (Adobe® Photoshop® CS2), para
obtener imagenes en blanco y negro en formato TIFF sin compresion como podemos ver en
la Figura 5. Con el uso del programa Scion Image se obtuvieron las areas correspondientes
a las secciones de hoja consumidas durante el ensayo, con dichos datos se calcularon los
porcentajes de hojas consumidas y sin consumir para hojas de tratamiento y de control.
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Figura 5. Muestras de la toma y preparacion de iméagenes para la cuantificacion de area,

digitalizacion directa de las hojas control (a) y las hojas tratamiento (c) y el posterior
procesamiento de imagen tanto para las hojas control (b) como para las hojas

tratamiento (d)
Los datos de porcentaje de hoja consumida durante el ensayo, se analizaron mediante el

indice antialimentario descrito por Alkofahi y Col. citado por Escoubas y Col. (1993), este

indice se calculé mediante la Formula 1.
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Tndice % de discos tratados consumidos i

antialimentario % de discos tratados consumidos
+ % de discos control consumidos

Formula 1. indice de Alkofahi (1989)

Ensayos de larga duracion

y son detalladas posteriormente.

Ensayos de larga
duracion

Unidad experimental
1.— 4 g de dieta
2.— 1 larva en ler estadio
3.— Ciclo 16/8 de luz obscuridad
4.— Humedad relativa 60%
5.— Temperatura 26 =2 °C
6.— Registro de datos cada 7 dias

Ensayos con extractos ‘ Ensayos con hoja seca
Administracion de extracto Coiilitade hoj i
* 10 ppm ol %
® 100 ppm .5
(1]
* [ 000 ppm o 10 %

Figura 6. Resumen metodoldgico de los ensayos de larga duracion

Los ensayos de larga duracién con dieta artificial consistieron en dos tipos, los ensayos con

hoja seca y con extracto, las metodologias utilizadas se muestran resumidas en la Figura 6
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Para el montaje de este tipo de ensayo se sigui6 el método de Cole (1992) usando la dieta
artificial para la crianza de Spodoptera frugiperda (ver anexo 2). Los ensayos fueron
montados con larvas de 1% estadio de desarrollo (con 5 dias desde su eclosién), tiempo
durante el cual fueron alimentadas con dieta artificial. Se colocaron individualmente en un
recipiente que contenia 4 g de dieta artificial (cantidad optima de dieta para que la larva
cumpla su ciclo vital calculada mediante ensayos previos) tratada segun el ensayo,

manejando un total de 20 réplicas por cada tratamiento (Figura 7).

Las unidades experimentales se mantuvieron en una camara de ambiente controlado a 26 +
2° C con una humedad del 60 +10 % y un ciclo de luz oscuridad de 16/8 h. Estas

condiciones se mantuvieron constantes durante el desarrollo de cada experimento.

La lectura de todos los ensayos se tomo cada 7 dias, registrando sobrevivencia y estadio de

desarrollo de la larva en cada réplica.

Figura 7. Ejemplos de las unidades experimentales utilizadas durante el desarrollo

de los ensayos de larga duracion.

Ensayos con hoja seca suministrada en la dieta
Para este ensayo se calculo la cantidad necesaria de hoja seca y molida para que ésta
representara un porcentaje del total de dieta ofrecida en cada ensayo, estos porcentajes
correspondieron al 1, 5y 10 %. Las distintas cantidades de hoja seca finamente molida,

fueron incorporadas a la dieta artificial encontrandose aun liquida para asegurar la
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homogeneidad de la hoja en la dieta. En cada réplica se colocd una larva de primer estadio,
con el objetivo de que cumpliera su ciclo de vida consumiendo Unicamente la dieta

mezclada con la hoja seca.

Ensayos con extractos incorporados en la dieta
En este ensayo se incorporaron a la dieta cantidades conocidas de extracto obteniendo
concentraciones finales de 10, 100 y 1000 ppm. La cantidad de dieta requerida para cada
tratamiento fue pesada por separado e impregnada con la cantidad de extracto
correspondiente, homogenizando la dieta con el extracto. Posteriormente los 4 g de dieta
tratada fueron colocados en los respectivos recipientes donde se coloco una larva. Para los
lotes de control la dieta fue tratada Gnicamente con el disolvente en que fue disuelto el

extracto.

Los datos obtenidos de los ensayos de larga duracién se procesaron aplicando el indice de
crecimiento implementado por Zhang (1993) Formula 2 que estima las diferencias entre
las poblaciones control y de los tratamientos por medio de la obtencion de un valor que nos
permite comparar las diferencias entre las distintas concentraciones. Los tratamientos se
monitorearon cada 7 dias hasta observar que el porcentaje de pupacion en el control
representd el 95% del total de individuos que lo conforman, al ocurrir esto tanto en las
larvas control como en las larvas bajo tratamiento fueron clasificadas segun el estadio
larval en el que se encontraron. En este caso en particular se consideraron 7 estadios,

considerando la pupacién como el 7° estadio y de la 12-62 etapa como estadios larvales.

El Indice de Crecimiento (IC) representa de manera matematica la tasa de crecimiento en el
insecto modelo al considerar que si estos no estan mudando, para pasar de un estadio a otro,
no estarian creciendo, razén por la cual los estadios larvales son usados como un parametro
para estimar el desarrollo de un insecto bajo ensayo. El IC se define como la suma de los
estadios observados en los individuos bajo tratamiento entre la suma de los estadios totales
que podia alcanzar toda la poblacion bajo tratamiento. EI indice se expresa

matematicamente mediante la Férmula 2.
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Formula 2. Representacion matematica de la formula usada para
obtener el indice de Crecimiento (IC)
Donde:

I = es el nmero de estadio

NG = numero de larvas vivas en el estadio i

N’ = ndmero de larvas muertas en el estadio i

Imax = estadio maximo que puede alcanzar el modelo usado

N= nGmero total de individuos que conforman el ensayo

El indice de Crecimiento Relativo (ICR por sus siglas en ingles) fue obtenido mediante la

comparacion de los Gl de los tratamientos contra los Gl de poblaciones control, como se

muestra en la Férmula 3.

IC del grupo tratado

ICR =
IC del grupo conirol

Formula 3. Representacion matematica de la formula utilizada para obtener el

indice de Crecimiento Relativo (ICR)

El valor del indice de crecimiento relativo (ICR) utilizando solo datos de controles siempre

debera ser muy cercano o igual a 1, las diferencias se veran reflejadas en funcion de que tan

alejado esté el valor del tratamiento respecto al valor de 1 en control, es decir que entre mas

se aleje este valor, mayor sera la diferencia existente entre el control y el tratamiento.
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Resultados y Discusion

Los rendimientos de la extraccion metanolica para cada una de las recolectas se presentan

en el Cuadro 1.

Recolecta Rendimiento %
1.- Octubre del afio 2006 7.7
2.- Mayo del afio 2007 9.4

Cuadro 1. Rendimiento de los extractos metanélicos totales de las

recolectas.

Aunque existe una diferencia entre los rendimientos observados para ambas recolectas con

un mayor rendimiento para la segunda (1.7%), la diferencia entre los rendimientos de

ambas no se considera significativa. Esto se debe a que los metabolitos secundarios

presentan variaciones debido a multiples factores que no fueron controlados.

Analisis de los extractos

Pruebas de deteccion de grupos de metabolitos secundarios

Los resultados de las pruebas de deteccion a las que fueron sometidos los extractos

metanolicos (Cuadro 3), muestran la presencia de terpenos y esteroides, flavonoides,

alcaloides, glucdsidos y fenoles.

Terpenos Alcaloides Alcaloides
y Flavonoides | Dragendorff | Silicotungstico | Glucésidos | Fenoles
esteroides
Recolecta | +++ ++ Lig. Positivo | Lig. Positivo ++ Positivo | Positivo
1 Verde Anaranjado
Recolecta | ++++ ++ Verde Lig. Positivo | Lig. Positivo + Positivo Positivo
2 Verde
pardoso

Nota:Los signos + indican la intensidad de la reaccion, representado del siguiente modo: + el 25%, ++ 50%,

+++ 75% y ++++ 100%

Cuadro 3. Resultados de las pruebas generales para deteccion de metabolitos
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Las pruebas de deteccion de grupos de metabolitos secundarios muestran la presencia de
alcaloides, flavonoides, glucdsidos y terpenos para los extractos de la primera recolecta.
Resultados similares fueron observados para la segunda recolecta, con la diferencia de una
disminucion en la deteccién de glucosidos y un aumento en la presencia de terpenos y

esteroides.

Aunque la especie pierde las hojas de enero a marzo, presenta floracion entre enero y mayo,
misma que es precedida por la produccion de hojas verde palido (lbarra, 1985),
adicionalmente se han reportado comportamientos erraticos a este respecto (Dirzo y Mota-
Bravo 1997). Del mismo modo debemos considerar que la produccién de hojas nuevas,
periodo durante el que se ubica la segunda recolecta, también debe influir sobre la
produccion de metabolitos secundarios, debido a los requerimientos energéticos de la
planta. Esta caracteristica podria ser la responsable del mayor rendimiento en la segunda
recolecta, asi como la variacion observada en las pruebas para la deteccion de terpenos,

esteroides y flavonoides.

Estos cambios en conjunto podrian sugerir una produccién de terpenos en una estacion
especifica en conjunto con una disminucion de glucosidos. La presencia de una mayor
concentracion de terpenos y esteroides durante la temporada de secas puede atribuirse al
papel de los terpenos para evitar una herbivoria excesiva sobre la planta. Sin embargo dada
la poca variacion entre ambos perfiles observada en estas pruebas para ambas temporadas,
es importante un analisis mas exhaustivo ya que la no deteccion de compuestos mediante

estas pruebas no implica la ausencia de los mismos.

Las pruebas de Dragendorff y acido silicotungstico mostraron un ligero positivo para
alcaloides, sin embargo, ambas pueden dar falsos positivos por interferencias de otros
compuestos nitrogenados y existen datos sobre el contenido de nitrogeno (25mg/g) en las
hojas (Dirzo, 1997). La falta de un resultado contundente en las pruebas para la deteccion
de alcaloides apoya la implementacion de las extracciones alcaloideas a fin de determinar

de manera precisa la presencia o ausencia de alcaloides.
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Perfiles cromatograficos
Extractos Metandlicos

Muestras vista bajo luz UV
La placa cromatogréfica correspondiente a los extractos metanolicos de ambas recolectas
observada bajo luz ultravioleta de 365 nm, presentan una gran similitud entre los perfiles
obtenidos con ligeras diferencias de intensidad en las bandas, ejemplo de ésto lo
encontramos en la zona de mayor polaridad de la placa, donde observamos una mayor
intensidad, lo que implicaria una mayor concentracién, en R1 (1), esto se repite para la zona
de media polaridad de la placa (2). Finalmente podemos observar que para la zona de

menor polaridad observamos una mayor intensidad en R2 respecto a R1 (3) Figura 8.

R1 R2
Figura 8. Placa de las muestras de los extractos metanolicos observada bajo luz UV onda
larga (A=365 nm)

Muestra:

R1 Extracto metandlico Recolecta 1

R2 Extracto metandlico Recolecta 2

Sistema de elusion: Acetato de Etilo: Acido Acético: Acido Formico: Agua 68:8:8:14
Revelador: Sin revelador

31



Placa revelada con RPN
Una vez que la placa de extractos metanolicos fue revelada con RPN, ésta continta
mostrando una gran similitud en el niamero de componentes Figura 9. En la zona de
mediana polaridad observamos las mismas bandas con una mayor intensidad en R2 (1), sin
embargo este patron se invierte para las manchas rojas correspondientes a clorofilas que
observamos en la zona menos polar de la placa, en este aspecto cabe resaltar que esta
mayor abundancia se corresponde con la época de lluvias (2) donde es posible asociarla con
el crecimiento de la planta, donde la fotosintesis es mayor que en etapas tardias del

crecimiento.

R1 R2

Figura 9. Placa de extractos metandlicos revelada con RPN

Muestra:

R1 Extracto metandlico Recolecta 1

R2 Extracto metandlico Recolecta 2

Sistema de elusion: Acetato de Etilo: Acido Acético: Acido Formico: Agua 68:8:8:14
Revelador: RPN (2-aminoetil difenilborato)

Deteccion de terpenos y esteroides
Debido a la presencia de terpenos y esteroides detectados en las pruebas generales se
realiz6 un perfil cromatogréfico de los extractos mismos que se revelaron con reveladores

especificos para terpenos y esteroides.
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El revelado especifico para la deteccién de terpenos por medio de dos reveladores,

confirmd la presencia de terpenos en la muestra. En ambos revelados es posible identificar

una mayor intensidad para el extracto obtenido en la recolecta dos Figuras 10 y 11.

R1 R2
Figura 10. Placa de extracciones metanolicas revelada con reactivo de Lieberman-
Burchard

Muestra:

R1 Extracto metandlico Recolecta 1

R2 Extracto metandlico Recolecta 2

Sistema de elusion: Hexano: Acetato de Etilo 7:3
Revelador: Lieberman-Burchard

R1 R2
Figura 11. Placa de extracciones metanolicas revelada con Anisaldehido
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Muestra:

R1 Extracto metandlico Recolecta 1

R2 Extracto metandlico Recolecta 2

Sistema de elusion: Hexano: Acetato de Etilo 7:3
Revelador: Anisaldehido

Extraccion especifica para alcaloides.
Los perfiles cromatogréaficos de los extractos para la deteccion de alcaloides obtenidos por
medio de tres diferentes métodos, muestra una mayor abundancia de compuestos con la
extraccion basica a partir de hoja, sin embargo, no se observd la presencia tipica de

alcaloides con ninguno de los reveladores empleados Figuras 12 y 13.

1 2 3

Figura 12. Placa cromatografica de las extracciones alcaloideas reveladas con reactivo de
Dragendorff

Muestra:

1 extraccion acida con hoja seca

2 extraccion basica con hoja seca

3 extraccién acida con extracto

Sistema de elusion: Cloroformo: Metanol 9:1
Revelador: Dragendorff
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1 2 3

Figura 13. Placa cromatogréfica de las extracciones alcaloideas reveladas con reactivo de
Van-Urk

Muestra:

1 extraccidn &cida con hoja seca

2 extraccioén basica con hoja seca

3 extraccidn acida con extracto

Sistema de elusion: Cloroformo: Metanol 9:1
Reelador: Van-Urk

Extraccion de Flavonoides
Placa de los extractos obtenidos mediante la extraccion especifica para flavonoides usando
metanol al 80%. En la Figura 14 se muestra el perfil cromatografico obtenido para ambas
recolectas revelados con RPN y observados bajo luz UV de onda larga (A=356nm).

Para la deteccion de flavonoides en cromatografia en capa fina los dos extractos muestran
una similitud importante, aunque es posible observar una mayor concentracion de los
mismos en R2. En este sentido es importante considerar la actividad de estos compuestos
con base en su participacion como protectores frente a la incidencia de rayos UV (LGpez,
2005). El clima influye sobre las plantas y su produccién de compuestos, esta influencia
podria ser el causante de esta diferencia en la concentracion que se infiere por la placa

presentada.
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En la extraccion especifica para flavonoides, es posible observar una mayor concentracion
para la segunda recolecta, la coincide con la temporada de lluvias durante la cual la planta
conserva sus hojas. El papel de los flavonoides como protectores de las hojas, no se limita a
al proteccion contra la luz UV, ya que también pueden ser importantes disuasores de
insecto herbivoros cuando se encuentran como glicésidos de flavonas y flavonoles
(Barceld, 1992)

Rl R2

Figura 14. Placa cromatogréafica de las extracciones de flavonoides revelada con RPN

Muestra:

R1 extraccién con metanol al 80% realizada con planta seca de la recolecta 1

R2 extraccién con metanol al 80% realizada con planta seca de la recolecta 2

Sistema de elusion: Acetato de Etilo: Acido Acético: Acido Formico: Agua 68:8:8:14
Revelador: RPN (2-aminoetil difenilborato)

Lignina y &cidos fenolicos.

Los resultados respecto la concentracion de acidos fendlicos y lignina muestran un mayor
porcentaje de lignina para las hojas de Oomphalea oleifera que presentaban dafio evidente
causado por herbivoros, las medias de porcentaje de lignina para ambas muestras son

presentadas en la Figura 15.
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@ Hojas sin dafio
m Hojas dafiadas

Tipo de hoja

Figura 15. Comparacion grafica de los promedios de los valores de lignina para las

muestras de los dos distintos tipos de hoja.

Los acidos fendlicos se encuentran presentes en la mayoria de las plantas debido a que se
transforman en derivados combinados con proteinas como fitoalexinas, diversos
flavonoides (antocianinas) y lignina, esta ultima ademas de desempefiar la funcién de
sostén, proporciona proteccion frente a organismos patdgenos y al consumo por herbivoros
(Swain 1979, Salsbury 1994).

En los diferentes estudios del desarrollo de la planta la concentracion de compuestos
fenolicos puede aumentar como respuesta al ataque por algin depredador (Morse y Col..
1991). Los resultados obtenidos son consistentes con lo mencionado por Coley (1988) y
Morse y Col.. (1991) ya que se observé un aumento en la concentracion de lignina y
compuestos fendlicos evaluados en el tejido foliar dafiado en comparacion con el no

dafado.
Los resultados cualitativos obtenidos para los &cidos fendlicos clorogénico, cumarico

feralico y cinamico, muestran una mayor intensidad en las manchas correspondientes a las

hojas dafiadas, en comparacion con las manchas de las manchas correspondientes a las
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hojas sin dafio. Lo anterior sugiere un aumento en la concentracion de estos acidos

fenolicos para O. oleifera.

El aumento en la presencia de lignina en las hojas dafadas fue corroborada con un estudio
histoquimico, en donde la mayor concentracion se presenta en hojas (Com. Pers. Espinosa
Matias Silvia). La asociacion de lignina con los carbohidratos de la pared celular disminuye
la digestibilidad, los mondmeros fendlicos y la lignina inhiben el crecimiento microbiano y
la digestion enzimatica. (Price and Butler, 1980) De la proporcién de lignina que tenga la
pared celular dependera su digestibilidad y la reduccion de ésta se refleja en el bajo

consumo por parte del herbivoro (Parsi J. y Col. 2001).

Ensayos Biologicos

Ensayo de corta duracién

Este tipo de ensayos permite evaluar de manera relativamente rapida la actividad
antialimentaria de un compuesto, por medio de la cuantificacion del area consumida y la
posterior comparacion con datos de consumo de una planta neutral. Con los datos obtenidos
mediante la medicion de las areas consumidas tanto en la muestra de hoja fresca de
Omphalea oleifera, como en el control de hoja de lechuga se calcularon los porcentajes de

hoja que se consumié durante el ensayo, mismos que fueron presentados en la Figura 16.
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@ Tratamiento
= Control

Figura 16. Promedios de porcentaje de consumo obtenidos durante el ensayo de corta
duracion.
Los valores obtenidos fueron:
Porcentaje de discos tratados consumidos = 6.5
Porcentaje de discos control consumidos = 26.5

Aplicando el indice antialimentario de Alkofahi (Férmula 1) a los datos anteriores de la

muestra de hoja fresca de Omphalea oleifera, se obtuvo el siguiente resultado:

indice Antialimentario = 19.8

El valor de dicho indice se interpreta con base en los estandares usados por Escoubas y Col.
(1993) donde encontramos que cuando el valor del indice sea menor a 20, el tratamiento se
considerara como supresor de la alimentacion. Si el indice tiene un valor superior a 20 el
tratamiento se considerara como inactivo. En cambio si el valor fuera cercano a 50 esto
significaria que el tratamiento no presenta diferencias significativas en comparacion con el
control. En dado caso de que el tratamiento presente valores cercanos a 80 el tratamiento se

consideraria como estimulante de la alimentacion.
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El valor del indice antialimentario obtenido para las hojas de Omphalea oleifera fue de
19.8, este valor se encuentra en el limite planteado para considerar al tratamiento como
antialimentario. Sin embargo, no es posible decir que las hojas de O. oleifera posean esta
actividad debido que el indice es muy cercano al limite que determina si el tratamiento es
antialimentario o inactivo, aunque matematicamente hablando se sugiere una ligera
actividad antialimentaria que habria que corroborar con otros estudios. Esto motivo la
realizacién de otro tipo de ensayos a fin de determinar la presencia o ausencia de actividad

por parte de la planta.

Ensayo de larga duracion

Este ensayo permite evaluar de forma preliminar los efectos a largo plazo que provoca la
administracion de planta seca o extracto, en el desarrollo de larvas de Spodoptera
frugiperda, de igual forma se puede evaluar la tasa de emergencia y la proporcion de
hembras-machos de las poblaciones bajo tratamiento, estos datos fueron comparados con

los obtenidos para las poblaciones control.
Ensayos con hoja seca
Los datos de los ensayos realizados con hoja seca se utilizaron para calcular los valores de

indice de Crecimiento Relativo (ICR) son presentados en el Cuadro 3, los mismos valores

son representados en la Figura 17.

Hoja seca 1% 5% 10%
ICR 0,90 0,75 0,61

Cuadro 3. Valores correspondientes a los indices de Crecimiento Relativo para las
diferentes concentraciones de hoja seca.
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@ Control
m1%
0 5%
0 10%

Tratamientos

Figura 17. Comparacion de los valores de los indices de Crecimiento Relativo

(ICR) obtenidos para las diferentes concentraciones de hoja seca y el control.

Los valores correspondientes a los porcentajes de pupacion obtenidos durante el ensayo
realizado con hoja seca asi como los porcentajes de emergencia de individuos, son

presentados en el Cuadro 4y en la Figura 18.

Control 1% 5% 10%
Pupacién 100 920 55 45
Emergencia 88,9 75 25 5

Cuadro 4. Valores de porcentaje correspondientes a la pupacion, la emergencia de

adultos.
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@ Pupacion
m Emergencia

Control 1% 5% 10%

Tratamiento

Figura 18. Comparacion grafica de los porcentajes de pupacién y emergencia para

el ensayo de hoja seca.

Los datos correspondientes a la proporcion de sexos obtenida durante el ensayo con hoja
seca se presentan en el Cuadro 5y la Figura 19. Los datos para la concentracion de 10%
no son presentados debido a que no fue posible obtener una identificacion de sexos para los

individuos que emergieron en dicho tratamiento.

Control 1% 5%
Hembras 60 66,7 40
Machos 37,5 20 60

Cuadro 5. Valores correspondientes a la proporcion de sexos obtenida para el

ensayo con hoja seca.
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o Hembras

m Machos

Control 1% 5%

Tratamiento

Figura 19. Comparacion de la proporcion de sexos observada para el ensayo con

hoja seca.

Uno de los ensayos realizados con la finalidad de determinar la posible actividad de O.
oleifera consistio en el ensayo de larga duracion en el que se incorpord hoja seca y molida a
la dieta del insecto modelo. Los ICR obtenidos para este ensayo (Figura 17) muestran que
entre el control y la concentracion de 1% de hoja seca no se presentd una diferencia
importante en el desarrollo, la concentracion de 5% presentd una respuesta de retraso en el
desarrollo en el tiempo respecto al control, mientras que la concentracién de 10% presenta
un retraso de cerca del 50%. Podemos observar que en el porcentaje de pupacion y
emergencia de adultos se percibe un efecto importante en los tratamientos a 5 y 10%, donde
la pupacion se encuentra alrededor del 50 % para ambos tratamientos, mientras que la
emergencia se encuentra en el 25% del total de la poblacién bajo ensayo a una
concentracion del 5%, mientras que para el tratamiento del 10% representa un 5% de
emergencia para la poblacién total bajo ensayo valor que es considerablemente bajo. Lo
anterior indica un efecto a largo plazo por parte del tratamiento en el desarrollo del insecto

modelo.

Ademas de un menor porcentaje de emergencia observamos que a partir de la

concentracion de 5% se presenta una inversion en la proporcion normal de sexos, 1:1
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hembras machos (Owen y Col., 1973 en Llorente y Soberon, 1977). La concentracion de

10% no se encuentra en la grafica de sexos, debido a que los adultos que emergieron de esta

concentracion no presentaban las condiciones necesarias (coloracion de alas, forma del

abdomen) para determinar de manera confiable el sexo de los mismos.

Ensayos con extracto

El valor de los indices de Crecimiento Relativo (ICR) para los 2 extractos a las 3

concentraciones usadas, se presentan en el Cuadro 6, los mismos valores se muestran en la

Figura 20, de tal modo que es posible observar una comparacion entre las concentraciones

y los tratamientos.

10 ppm 100 ppm 1000 ppm
Recolecta 1 0,9 0,8 0,7
Recolecta 2 0,9 0,9 0,8

Cuadro 6. Resultados de los ICR obtenidos para los diferentes extractos.

0,2
0,1

Recolecta 1

Recolecta 2

@ Control
m 10 ppm

0 100 ppm
0 1000 ppm

Figura 20. Valores de los indices de Crecimiento Relativo obtenidos para las distintas

concentraciones de cada recolecta.

Los valores correspondientes a los porcentajes de pupacion y emergencia obtenidos durante

los ensayos realizados con extractos de ambas recolectas, son presentados en el Cuadro 7,

mismos que son presentados en las Figura 21y 22.
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Recolecta 1 Control 10 ppm 100 ppm 1000 ppm
Pupacion (%) 96 85 85 60
Emergencia (%) |96 65 80 55
Recolecta 2 Control 10 ppm 100 ppm 1000 ppm
Pupacion (%) 94 80 70 55
Emergencia (%) |94 80 60 55

Cuadro 7. Valores de porcentaje correspondiente a la pupacion, la emergencia de adultos.

Control

10 ppm

Tratamiento

1000 ppm

@ Pupacion
m Emergencia

Figura 21. Valores de los porcentajes de pupacion y de emergencia de adultos para los

ensayos realizados con los extractos correspondientes a la Recolecta 1.
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o Pupacion

m Emergencia

Control 10 ppm 100 ppm 1000 ppm

Tratamiento

Figura 22. Valores de los porcentajes de pupacion y de emergencia de adultos para los

ensayos realizados con los extractos correspondientes a la Recolecta 2.

Una vez que emergieron las pupas se obtuvieron los valores de la proporcién de hembras y
machos para los tratamientos de ambas recolectas. Los datos de dicha proporcion se

representan en el Cuadro 8, mostrando los mismos en las Figura 23 y 24.

Recolecta 1 Control 10 ppm 100 ppm 1000 ppm
Hembras (%) 56 62 63 64
Machos (%) 44 38 38 36
Recolecta 2 Control 10 ppm 100 ppm 1000 ppm
Hembras (%) 53 69 33 45
Machos (%) 47 31 67 55

Cuadro 8. Valores correspondientes a la proporcién de sexos encontrada en los ensayos
realizados con el extracto metan6lico de ambas recolectas.
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o Hembras
®m Machos

Control 10 ppm 100 ppm 1000 ppm

Tratamientos

Figura 23. Comparacion de los valores correspondientes a los porcentajes hembra-macho

para el ensayo realizado con el extracto de la Recolecta 1.

o Hembras
m Machos

Control 10 ppm 100 ppm 1000 ppm

Tratamiento

Figura 24. Comparacion de los valores correspondientes a los porcentajes hembra-macho

para el ensayo realizado con el extracto de la Recolecta 2.

Respecto a los ensayos de larga duracion con extracto incorporado a la dieta observamos
que las diferencias de los ICR son minimos para ambas recolectas, aunque mas bajas para
ambas recolectas en las concentraciones de 100 y 1000 ppm (Figura 20). Respecto al

porcentaje de pupacion observado para ambas recolectas nuevamente presenta una gran
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similitud, siendo en este caso mas baja para la recolecta dos (Figuras 21 y 22). Para el
porcentaje de emergencia se observa un comportamiento anormal para la recolecta uno en
la concentracion de 10 ppm pues con un porcentaje de pupacion idéntico al de 100 ppm,
observamos un porcentaje de emergencia mas bajo para al concentracion de 10 ppm
(Figura 21). Para la recolecta dos los porcentajes de emergencia se mantiene muy cercanos
a los porcentajes de pupacion, salvo para la concentracion de 100 ppm (Figura 22).
Respecto a la proporcion de hembras machos observamos una proporcion invertida para las
concentraciones de 100 y 1000 ppm en la segunda recolecta siendo mas marcado para la
concentracion de 100 ppm (Figura 24). Las variaciones en la proporcion sexual de la
poblacion bajo ensayo se alejan bastante de la proporcion normal de 1:1 hembras machos
(Owen y Col., 1973 en Llorente y Soberon, 1977), las variaciones en estas proporciones

influyen de manera negativa en la poblacion.

Dado que la determinacidn sexual en lepidopteros obedece aun mecanismo genético (Traut
y Marec 1997) las variaciones en la proporcion de sexos estarian indicando una sensibilidad
diferencial por parte de las larvas de Spodoptera fugiperda frente a los compuestos
presentes en el extracto metandlico correspondiente ala segunda recolecta, Sin embargo,
este fenomenos solo podria corroborarse con un analisis especifico de la toxicidad de estos

compuestos y efecto sobre la proporcién de sexos.
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Conclusiones

Con base en el presente estudio se concluye que las hojas de Omphalea oleifera
recolectadas en la region de Los Tuxtlas, Veracruz, no presentan los alcaloides glicosidados
presentes en Omphalea diandra. Sin embargo, la presencia de otros grupos de metabolitos
(Terpenos, Esteroides, Flavonoides, Glucosidos, Lignina y Acidos Fendlicos) sugiere un
analisis exhaustivo de estos en otros Organos y etapas del desarrollo de la planta. La
investigacién mas exhaustiva de la planta ayudara a entender el papel que esta juega en la

interaccion con su consumidor especialista.

Es sabido que un nimero importante de especies vegetales responden a la depredacién por
insectos por medio de la produccién de lignina y otros compuestos asociados a la pared
celular. Al realizar una comparacion cuantitativa de la concentracion de lignina en hoja
para los dos tipos de muestras (con dafio y sin dafio por herbivoros) se evidencia una
diferencias significativas a este respecto, por tal motivo se concluye que una respuesta por
parte de la planta frente a la herbivoria por insectos es el aumento en la concentracion de
lignina en hoja lo cual puede ser considerado como un modo de reparacion del dafio ya que
en el estudio histoquimica la concentracion de lignina se observa alrededor del dafio

causado por el herbivoro (Espinosa S. datos no publicados)

Mediante el ensayo antialimentario realizado con hoja fresca, no fue posible determinar
esta actividad en la planta, sin embargo, el ensayo realizado con hoja seca incorporada en la
dieta mostré que las larvas de Spodoptera frugiperda se veian afectadas mediante un
retraso en el tiempo de desarrollo respecto al control ademés de mostrar una alta mortandad
durante el periodo de pupacion lo que repercutié de manera significativa en el nimero de

adultos obtenidos para las poblaciones bajo estudio.

Los ensayos de larga duracion con extracto incorporado a la dieta mostraron una respuesta
similar al ensayo realizado con hoja seca, es decir un retraso en el tiempo de desarrollo
respecto al control y un aumento en la mortandad de las pupas. Cabe sefialar que las

respuestas observadas en estos ensayos no presentan diferencias significativas al comparar
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entre los extractos de distintas temporadas del afio. Resultados que concuerdan con los
obtenidos de las pruebas generales de deteccién de grupos de metabolitos secundarios,
donde la diferencia entre extractos es minima. Se observé un aumento de tiempo en el
desarrollo y una mayor mortandad durante la pupacion para el ensayo realizado con hoja
seca en comparacion con los ensayos realizados con extractos metandélicos y los controles
por lo que el retraso es atribuido a la alta concentracién de lignina encontrada en la hoja y

las consecuencias que tiene el consumo de lignina en los insectos herbivoros.

De este modo es posible concluir que en este caso en particular la lignina juega un papel
importante en la reduccién de herbivoria por parte de los insectos pues es posible observar
un bajo consumo y un retraso en el crecimiento en los ensayos donde se administra hoja
completa, esta respuesta ya no se presenta con la misma contundencia para los ensayos

donde se administro Gnicamente extracto
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Anexos

Anexo 1
Preparacion de la dieta artificial para Spodoptera frugiperda

Ingredientes

e Acido sorbico

e Agua destilada

e Dieta para Diatraea grandiosea (Product N° FO635 Southwestern Corn Borer, Bio-
Serv, Canada)

e Espiga de maiz esterilizada

e Formaldehido

e Levadura de cerveza

e Maiz molido

e Metil paraben

e Sulfato de neomicin

e Vitaminas (vitamin mix fortification lepidoptera Bio-Serv, Canada)

Para preparar 1 kg de dieta artificial se usa la siguiente receta:

Se mezclan de manera uniforme 60 g de dieta para Diatraea grandiosea, 100 g de maiz
molido, 20 g de espiga de maiz esterilizada, 40 g de levadura de cerveza, 10 g de vitaminas,
0.6 g de sulfato de neomicinay 1.7 g de metil paraben. Esta mezcla de ingredientes secos se
mezclan con 200 mL de agua destilada.

Se disuelven 10 gr de agar en 450 mL de agua destilada a punto de ebullicion, una vez que
el agar se haya disuelto completamente se agregan 150 mL de agua destilada para bajar la
temperatura del agar.

Se disuelven 1.7 g de acido sorbico en 17 mL de etanol caliente.

Todos los ingredientes mencionados se licuan juntos y se agregan 2.5 mL de formaldehido
durante este proceso, después de 5 minutos de licuar de manera continua se deja enfriar la

mezcla.
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Anexo 2

Pruebas para grupos de metabolitos

Preparacion de los reactivos
Reactivo de Liebermann-Burchard
Mezclar volumenes iguales de anhidrido acetico y cloroformo, se enfria la mezcla con
ayuda de una cama hielo, una ves enfriada la mezcla se agrega el mismo numero de gotas

de acido sulfurico concentrado como mL de cloroformo se hayan usado

Reactivo de Dragendorff

Solucion A

Se disuelven 8 g de Bi(NOg3) 5H,0 en 20 mL de NHO3 al 3%
Soluciéon B

Se disuelven 27.2 g de Kl en 100 mL de agua.

Una vez que se han preparado ambas soluciones, estas se mezclan.

Reactivo de &cido silicotungstico

Se disuelven 5 g de acido silicotungtico en acido sulfurico 6 N y se afora a 100 mL
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