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RESUMEN

Las alteraciones de los cultivos generadas por animales son denominadas plagas,
las cuales constituyen uno de los problemas mdés importantes para la agricultura. Para
combatir este problema de forma maés limpia y menos agresiva que la tradicional (uso de
insecticidas sintéticos), se ha optado por el uso de insecticidas y antialimentarios de

origen natural.

Las plantas del género Bursera se caracterizan por su gran diversidad en nuestro
pais, ya que forman parte de la vegetacion dominante y codominante de los bosques
tropicales caducifolios de México. Asi como, por la presencia de flavonoides, triterpenos
y lignanos. En estudios anteriores, se ha reportado la presencia de monoterpenos y
sesquiterpenos en extractos de las hojas de B. grandifolia. Asimismo, se ha observado
que en el medio natural, esta especie es poco afectada por la herbivoria. Debido a lo
anterior, surgi6 el interés de llevar a cabo un estudio quimico biodirigido de los extractos

crudos, fracciones, subfracciones y compuestos puros de las semillas de B. grandifolia.

Los extractos crudos (hexdnico y acetonico), fueron evaluados de forma separada
mediante bioensayos de eleccion, utilizando como insecto modelo a Spodoptera
frugiperda (gusano cogollero del maiz). La concentraciéon a la que se probaron los
extractos fue de 1000 ppm. El andlisis de datos se realiz6 mediante la utilizacion del

indice antialimentario (% IA), y mediante el uso de la prueba estadistica de t de Student.

Los resultados mostraron que no existe actividad antialimentaria del extracto
crudo acetonico sobre el insecto, sin embargo, en el caso del extracto hexdnico, los

resultados fueron positivos.

Posteriormente, se probaron las fracciones, subfracciones y compuestos puros del

extracto hexdnico frente a S. frugiperda. Los resultados indicaron que existe actividad



antialimentaria por parte de una subfraccion del extracto crudo hexanico (conformada por

una mezcla de diecisiete compuestos), y por parte de un compuesto puro.

El andlisis de los componentes de la mezcla se identifico a través de
cromatografia de gases acoplada a masas, donde se observo que la mayoria pertenecian a
los grupos de los acidos carboxilicos y de los aldehidos. De los diecisiete componentes de
la subfraccion activa, sélo se identificaron catorce de ellos (Hexanal, Nonanal, E-2-
Decenal, Acido octanoico, Acido decanoico, 3,7,11-Trimetil-1-dodecanol; 6,10,14-
Trimetil-2-pentadecanona, Acido  hexadecanoico, E-2-Undecenal, (2E.4E)-2.4-
Nonadienal, 4-Hidroxi-4-metil-2-pentanona, 1-Hexadecanol, acetato, Acido dodecanoico
y Acido Hexanoico). El compuesto puro que presentd actividad antialimentaria (B-
sitosterol), fue determinado mediante la comparacion de una muestra de la fraccion
contra un control, por medio de cromatografia en capa fina en un sistema de eluyentes

80:20 hexano/acetona.



1.0 INTRODUCCION

En la naturaleza existen distintos tipos de relaciones ecoldgicas mediadas por
sustancias quimicas, entre las cuales podemos mencionar la alelopatia, la comunicacion
(relaciones planta-planta), la polinizacion y la herbivoria (interacciones planta-insecto).
Las plantas presentan distintos mecanismos de proteccion frente a los ataques de los
herbivoros, como las defensas fisicas, los metabolitos secundarios y las barreras

nutricionales (Fig. 1). (Anaya, 2003)

La herbivoria se define como la relacion antagénica planta-animal fitofago
(Rodriguez, 2008), la cual acontece tanto en los ecosistemas como en los sistemas
artificiales (sistemas agricolas), por lo que no soélo genera consecuencias a nivel

ecoldgico y evolutivo, sino también econdmico.

Las alteraciones de los cultivos generadas por animales se denominan
comunmente plagas (Carrero, 1995), las cuales constituyen uno de los problemas mas
importantes para la agricultura, debido a que ocasionan inestabilidad en los plantios,
reduccion de la productividad y grandes pérdidas econdmicas (Altieri, Letourneau y
Davis, 1983). Sin embargo, con el objetivo de minimizar los dafios generados por las
plagas, se realizan actividades de control y erradicacion de estas poblaciones
(Vandermeer, 1981). Existen distintos métodos para el control y la eliminacion de las
plagas, clasificados en relacion al medio o agente utilizado para el desarrollo del proceso.
El método mas utilizado en la actualidad es el control de tipo quimico (insecticidas
sintéticos). Sin embargo, el uso de los métodos de control de tipo bioldgico (toxinas
vegetales, parasitoides, bacterias, trampas con feromonas) ha aumentado con el paso del
tiempo, al igual que el uso de variedades de plantas resistentes o con antibiosis (Moron,

1988).

En la actualidad se utilizan varios de los métodos ya mencionados para el manejo
de las poblaciones de plagas. En el pasado y todavia hoy en dia, el método mas recurrente

ha sido la aplicacién de insecticidas de origen sintético, lo que ha generado resistencia de



ciertas poblaciones de insectos ante estas sustancias (Josivan do Nascimento, Diniz,
Xavier de Mesquita, Martins de Oliveira y Costa, 2008), por lo cual, se ha recurrido a la
implementacion de métodos alternativos, en particular, la utilizacion de insecticidas

producidos a partir de extractos de origen vegetal.

Los insecticidas vegetales se producen a partir de los metabolitos secundarios de
las plantas. Los metabolitos secundarios son moléculas pequefias producidas por
organismos terrestres o marinos. Pueden obtenerse de individuos completos (planta,
animal o microorganismo) o de segmentos de éstos (hojas, flores, 6rganos de animales,
etc.) como compuestos puros o como mezclas de sustancias quimicas. Dichos metabolitos
secundarios son originados como consecuencia de una nutricion limitada, como
mecanismos de defensa o como moléculas reguladoras. Asimismo, algunos actian como
antialimentarios, atrayentes sexuales, antibidticos, y en algunos casos, hasta el momento

no se les ha encontrado actividad bioldgica aparente (Cannell, 1998).

Las sustancias quimicas de origen vegetal producen distintos tipos de actividades
biologicas sobre los insectos, ya que tienen la capacidad de actuar sobre la conducta y
fisiologia de los mismos. Los metabolitos secundarios (de acuerdo al tipo y cantidad)
pueden alterar el ciclo de vida de los insectos, provocar la pérdida o supresion del apetito
(a través de repulsion gustativa, alimento disuasivo o como antialimentario), disminuir el
crecimiento de los individuos (Schoonhoven, 1982), y actuar como sustancias toxicas

provocando la muerte de los organismos.

Los extractos crudos de plantas con propiedades insecticidas se han utilizado
desde la antigiiedad como método para el control de las plagas (Gallo, Nakano, Silveira
Neto, Carvalho, Baptista, Zucchi, Alves, Lopes, 2002). Entre los primeros insecticidas de
origen vegetal utilizados para el manejo de poblaciones nocivas en los sistemas agricolas
(utilizados durante el periodo de 1900 a 1940), se encuentran la nicotina, las piretrinas,
los rotenoides, las sabadillas y la ryana (Weinzierl, 2000). Los insecticidas vegetales mas

comerciales (ya que desde hace 150 afos se producen para su comercializacion) son las



piretrinas y los rotenoides (Isman, 1999), los cuales se utilizan para el control de una

amplia variedad de insectos como los mosquitos, orugas, escarabajos, etc.

Los rotenoides, piretroides, alcaloides y terpenoides pueden interferir severamente
en el metabolismo de algunos organismos, actuando como antialimentarios, repelentes o
disuasivos en la alimentacion de los insectos. Asimismo, estas clases de metabolitos
secundarios pueden interferir en el proceso de oviposicion, provocar esterilidad, bloquear
el metabolismo e interferir en el desarrollo de los organismos sin causar necesariamente

la muerte, segin Medeiros (1990) y Lancher (2000) (Machado, Silva y Oliveira, 2007).

Los estudios acerca de la fitoquimica y de la bioactividad de los metabolitos
secundarios de las plantas se han incrementado con el paso del tiempo. Sin embargo, aun
queda mucho por investigar ya que hasta el momento se han descrito 100, 000
metabolitos secundarios, y se calcula que faltan miles o millones por descubrir (Anaya,

2003).

Debido a la gran variedad de metabolitos secundarios existentes, y a las distintas
actividades bioldgicas que presentan frente a los insectos, la busqueda de antialimentarios
a partir de extractos vegetales se considera una de las alternativas mas viables para el
control de las poblaciones de plagas. El género Bursera constituye una opcion viable para
la busqueda de antialimentarios, debido a que se distribuye ampliamente en México con
una gran diversidad de especies, algunas de ellas caracterizadas por la presencia de
flavonoides (Souza et al., 1989; Nakanishi et al., 2003), triterpenos (Pernet, 1972; Peraza-
Sanchez et al., 1995; Syamasundar y Mallavarapu, 1995), sesquiterpenos (Barreira, et al.,
1996) y lignanos (Peraza-Sanchez y Pefia-Rodriguez, 1992). Algunas especies de Bursera
producen resinas muy simples, conformadas por uno o dos monoterpenos; y otras
especies pueden sintetizar mezclas complejas de compuestos pertenecientes al grupo de
los terpenos. En particular, se ha descrito que la especie B. grandifolia presenta

monoterpenos y sesquiterpenos (Zuiiiga, et al., 2005).



Los terpenos presentan actividades bioldgicas como fungitdxicos, sedantes,
excitantes, repelentes, atrayentes y actiian como factores importantes en la comunicacion
entre y dentro de las especies, lo cual se deba quizd a su volatilidad y diversidad
estructural (Anaya, 2003). Algunas mezclas de distintos terpenos pueden ser almacenadas
de forma solida, la cual constituye la manera mas efectiva para actuar como repelente.
Asimismo las mezclas terpénicas que presentan actividad sinérgica pueden llegar a dar
como resultado compuestos de gran toxicidad o sustancias disuasivas altamente efectivas

(Becerra et al., 2001).

En virtud de lo anterior, el presente trabajo tiene los siguientes:

OBJETIVOS

e Obtener los extractos crudos, fracciones y compuestos puros de las semillas de B.
grandifolia
e Evaluar la actividad biologica de los extractos crudos, fracciones y compuestos

puros de las semillas de B. grandifolia sobre S. frugiperda.

e Contribuir al conocimiento sobre los metabolitos secundarios del género Bursera,

en particular, de la semillas de B. grandifolia.
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Fig. 1. Interacciones entre plantas e insectos. Tomado de Mello, et al., 2002
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2.0 ANTECEDENTES

2.1. CLASIFICACION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS

Los metabolitos secundarios son sustancias de localizacion restringida ya que se
encuentran distribuidos de manera heterogénea en los taxones de las plantas. Asimismo,
existe variacion de los tipos y concentraciones de metabolitos secundarios distribuidos en
los oOrganos vegetales de una misma planta (hojas, tallos, corteza, semillas, etc.)
(Schoonhoven et al., 2005). Algunos metabolitos secundarios se encuentran mayormente
distribuidos que otros, ya que se localizan en gran variedad de grupos o especies de
plantas (Anaya, 2003), como el alcaloide escopolomina que se ha descrito en el belefo
blanco (Hyoscyamus albus), la burladora o borrachero (Datura stramonium y otras
especies), la mandragora (Mandragora autumnalis) y la escopolia (Scopolia carniolica);
mientras que la distribucion del alcaloide brucina se restringe a la nuez voOmica

(Strychnos nux-vomica) y a las habas de San Ignacio (Strychnos ignatii).

El metabolismo secundario se considera un aspecto de especializacion celular con
importancia ecoldgica para el organismo y no solamente para la célula sintetizadora
(Anaya, 2003), ya que los metabolitos secundarios son utilizados por las plantas como

mecanismos de defensa contra los insectos fitofagos.

La clasificacion de los metabolitos secundarios en relacion a sus estructuras
moleculares se torna complicada, ya que diariamente se identifican gran cantidad de ellos
(Schoonhoven et al., 2005). Debido a lo anterior, las clasificaciones de los metabolitos
secundarios se realizan basdndose en las rutas biosintéticas que participan en su

formacion o de acuerdo a las funciones ecoldgicas que desempeiian en la naturaleza.

Los metabolitos secundarios desde el punto de vista biosintético se clasifican de

acuerdo a Whittaker y Fenny (1971) en:
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1. Fenilpropanos
2. Acetogeninas
3. Terpenoides

4. Esteroides

5. Alcaloides

2.1.1. FENILPROPANOS

Estos productos naturales son derivados de la fenilalanina, el cual es un
aminoacido aromatico formado a partir de la via del acido shikimico. Los fenilpropanos
se producen especialmente en hojas en desarrollo, sin embargo, también se sintetizan en
tallos, frutos y hojas maduras. Algunos fenilpropanos como los taninos tienen la
capacidad de hidrolizar alcaloides, gelatinas y otras proteinas (Anaya, 2003). Los taninos
tienen la capacidad de actuar como repelentes de depredadores o de microorganismos. En
los animales actian como compuestos astringentes al precipitar las proteinas salivales,
evitando que los tejidos vegetales sean comestibles; en el caso de los microorganismos,
los taninos paralizan a las enzimas extracelulares impidiendo con ello la invasion de los

parasitos a los tejidos de la planta (Fraenkel, 1959; Janzen, 1979).
Por su parte, el cinamaldehido (sintetizado en la canela) posee actividad aromatica
al igual que el eugenol (producido por el clavo), mientras que la capsaicina constituye el

factor picante del chile. (Anaya, 2003).

2.1.2. ACETOGENINAS

Se conocen como acetogeninas o poliacétidos. Pueden ser sintetizadas por las
plantas y microorganismos, aunque los hongos de vida libre y hongos en simbiosis con
algas también producen acetogeninas (tetracétidos). Se biosintetizan principalmente a
partir de la Acetil CoA, pero también interviene en la sintesis, la malonil CoA, entre otros

precursores. Hasta el momento se han identificado alrededor de 1000 metabolitos que
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corresponden a este grupo. Estos metabolitos secundarios poseen gran diversidad debido

a que tienen la posibilidad de ciclarse de formas distintas (Anaya, 2003).

Entre los metabolitos secundarios pertenecientes a este grupo podemos mencionar
al acido usnico, el cual es sintetizado por liquenes y posee actividad antibidtica; la
piperina (acetogenina diabética) que constituye el principio picante de la pimienta; la
coniina y plumbagina, entre otros. Asimismo, existen gran variedad de poliacétidos
modificados que poseen distintas actividades biologicas (Tabla A), como los urushioles
(producido por la hiedra venenosa) que son toxinas muy irritantes, el estilbeno
(sintetizado en coniferas) que es un hidrocarburo no saturado y téxico para hongos,
peces, insectos y mamiferos pequefios, el girinal (elaborada por escarabajos) que es un
antimicrobiano, el iridodial (producidas por hormigas Iridomyrmex) que es usado como
defensa por las hormigas que lo producen, la griseofulvina (sintetizadas por hongos) que

es utilizado como antifungico (Anaya, 2003).

2.1.3. TERPENOS

Los terpenos o terpenoides son un grupo grande de metabolitos secundarios. Los
terpenos presentan gran diversidad quimica y estructural, y son sintetizados a partir de
dos vias; la via del mevalonato que se desarrolla en el citoplasma (sintetizando
sesquiterpenos, triterpenos y politerpenos) y la via de la Dexosi-D-Xylosa, la cual se
lleva a cabo en los cloroplastos (sintetizando isoprenos, monoterpenos, diterpenos y
carotenoides) (Schoonhoven et al., 2005). El esqueleto de los terpenos es sintetizado a
partir de dos unidades de cinco carbonos (isémeros), denominados pirofosfato de

isopentilo (IPP) y difosfato de dimetilalilo (DMAPP) (Zhang y Demain, 2005).

Los terpenos se pueden clasificar de acuerdo al nimero de unidades de isopreno
que conforman a la molécula. Los hemiterpenos (una unidad), los monoterpenos (dos
unidades), los sesquiterpenos (tres unidades), los diterpenos (cuatro unidades), los
sesterpenos (cinco unidades), los triterpenos (seis unidades), los tetraterpenos (ocho

unidades) y los politerpenos (mas de ocho unidades) (Schoonhoven et al., 2005).
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Los terpenos se encuentran ampliamente distribuidos en microorganismos, plantas
y animales; presentan actividades bioldgicas (Tabla A) como fungitdxicos, sedantes,
excitantes, repelentes, atrayentes y actuan como factores importantes en la comunicacioén
entre y dentro de las especies, lo cual se deba quizd a su volatilidad y diversidad

estructural (Anaya, 2003).

2.1.4. ESTEROIDES

Los esteroides se distribuyen extensamente en la naturaleza. Se biosintetizan a
partir del difosfato de isopentilo, por medio de la misma secuencia de reacciones
ocurridas durante la biosintesis de los terpenoides. En este grupo de metabolitos
secundarios se encuentran las hormonas sexuales de los mamiferos, el colesterol,

esteroles, vitamina D, saponinas, acidos biliares, etc. (Varro et al., 1979; Anaya, 2003).

Los primeros esteroides que fueron aislados, son los esteroles, nombrados de esta
manera debido a su solidez. El esterol mas comun es el colesterol, el cual se ha
identificado en la membrana de las células animales, asi como en helechos, algas, hongos
y vegetales superiores. En los hongos, el esterol principal es el ergosterol (28 carbonos),
mientras que en los vegetales, el esterol mas importante es el -sitosterol (29 carbonos),
el cual es un polvo blanco, inodoro, insipido y practicamente insoluble en agua, que se

distribuye ampliamente en el reino Plantae (Varro et al., 1979).

Los esteroides presentan distintas actividades bioldgicas, actuando durante el
desarrollo y control del aparato reproductor del ser humano (estradiol, progesterona,
testosterona); como factor importante para la absorcion adecuada del calcio y fésforo en
los animales, durante la muda de los insectos (ecdisona) y como antibidticos (acido

fusidico), entre otros (Anaya, 2003).
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2.1.5. ALCALOIDES

Los alcaloides son compuestos heterociclicos que contienen nitrégeno basico;
gran parte de ellos son insolubles o poco solubles en agua y reaccionan con los acidos
para formar sales. La mayoria de ellos son derivados de un grupo concreto de
aminoacidos (lisina, triptéfano, histidina, ornitina y tirosina). Los alcaloides son
sintetizados por microorganismos, plantas y animales. Sin embargo, la elaboracion de
estos compuestos es restringida a ciertos grupos de plantas (Schoonhoven et al., 2005;
Anaya, 2003). Los alcaloides presentan distintos tipos de actividades biologicas (Tabla
A), ya que se han reportado como estimulantes, repelentes, antialimentarios o sustancias

toxicas para insectos (Coll, 1988; Harborne, 1993; Anaya, 2003).

En la siguiente tabla podemos observar los modos de accién de algunos
metabolitos secundarios:
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GRUPO DE

METABOLITOS MODO DE ACCION REFERENCIAS
SECUNDARIOS
Alcaloides Toxicos y disuasorios Harborne, (1993) Schoonhoven
et al., (2005)
Insecticidas, repelentes y toxicos | (Anaya, 2003)
Agonista de la acetilcoenzima A Sultana et al., (2002)
Inhibicion de enzimas Fellows et al., (1986)
Interferencia con la replicacion de | Wink, (2003)
DNA
Terpenos Inhibicién de enzimas digestivas Koul, et al., (1996)
Repelentes y disuasivos Ave et al., (1987)
Inhibidores de la produccion de la
quitina y del proceso de muda Blackwell, (1996)
Monoterpenos Fagoestimulantes y Disuasivos
Sesquiterpenos Toxicos
Ditrerpenos Algunos toxicos
Saponinas Toxicos (hemoliticos) Harborne, (1993) Schoonhoven
et al., (2005)
Repelentes y disuasorios Soulé et al., (2000)
Acetogeninas Antialimentarios Anaya, (2003)
Poliacetilenos Algunos toxicos Harborne, (1993) Schoonhoven
et al., (2005)
Fenilpropanos Precipitacion de las proteinas

salivales
Inmovilizacion de las enzimas

extracelulares

Fraenkel (1959); Janzen, (1979)

Tabla A. Modos de accién de los principales metabolitos secundarios en las interacciones planta-

herbivoro. Tomado de Harborne (1993), Anaya (2003) y Zuiiiga (2005).




2.2. METABOLITOS SECUNDARIOS
COMO INSECTICIDAS Y
ANTIALIMENTARIOS DE

ORIGEN NATURAL

Los dafios generados por las plagas en los sistemas agricolas son considerados
como uno de los problemas mas antiguos que afecta a la agricultura, ya que los perjuicios
que genera llegan a ser enormes, ocasionando grandes pérdidas en la produccion de

alimentos y fuertes mermas econdmicas (Altieri, Letourneau y Davis, 1983).

Los sistemas agricolas son sistemas fragiles e inestables que se encuentran
propensos al ataque de plagas, ya que las interacciones tréficas se reducen al minimo
(Anaya, 2003) con el objetivo de evitar la competencia por recursos entre el cultivo y las
especies vecinas. Asimismo, la falta de cobertura vegetal en ciertos estratos (originada
por el procedimiento de siembra) promueve la erosion del suelo y las inundaciones,
quedando totalmente a expensas del cuidado humano para su sobrevivencia (Altieri,

Letourneau y Davis, 1983).

Debido a que los cultivos son sistemas fragiles a expensas del cuidado humano, se
llevan a cabo distintos métodos de control de plagas con el objetivo de mantener y
mejorar la produccion. Los métodos mayormente utilizados son los de tipo quimico, los
cuales generan grandes dafios ambientales, incrementando la contaminacion del suelo,
agua y aire debido a que son de lenta degradacién y de amplio espectro (Coats, 1994).
Debido a lo anterior, se han buscado alternativas menos nocivas para el control de las
plagas, basandose en las interacciones ocurridas en la naturaleza, en particular la defensa
de las plantas contra insectos y otros enemigos naturales mediante el uso de sustancias
quimicas de origen vegetal (productos naturales o metabolitos secundarios) (Sarker et al.,
2006), toda vez que se ha descrito que varias de ellas actian como mecanismos de
defensa, antialimentarios, atrayentes sexuales o antibidticos contra los organismos
fitéfagos (Cannell, 1998). Un insecticida vegetal es aquella sustancia producida por las
plantas como mecanismo de proteccion contra los insectos; como la nicotina, la

anabasina, el piretro, la sabadilla, etc.
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Los antialimentarios son sustancias de origen vegetal que alteran la conducta del
insecto (actuando directamente en el sentido del gusto), al disuadirlo de continuar
alimentandose (Isman et al., 1996). Por su parte, un repelente es una sustancia o mezcla
de sustancias que en estado gaseoso produce fallas en la orientacion del insecto, con el

objetivo de alejarlo de su fuente de alimentacion (Alzogaray et al., 2000).

Los insecticidas y antialimentarios de origen vegetal poseen caracteristicas
ventajosas respecto a los insecticidas sintéticos, ya que se degradan rapidamente, no
dejan residuos toxicos permanentes en el ambiente, son de baja peligrosidad para los
organismos aledafios al sitio de aplicacion, y presentan actividad ante algunas plagas
resistentes a ciertos insecticidas sintéticos (Weinzierl, 2000). Por lo anterior, los
insecticidas y antialimentarios de origen vegetal constituyen una alternativa interesante

para el control de las plagas (Jain y Tripathi, 1993).

Debido a la gran variedad de los metabolitos secundarios (Anaya, 2003), asi como
al aumento del uso de bioinsecticidas comerciales en los ultimos 10 afios (10 al 15 %
anual), (Menn y Hall, 1999), el niimero de investigaciones en torno a la busqueda de

nuevas sustancias vegetales con actividad insecticida o antialimentaria ha crecido.

Hasta el momento se han descrito 900 compuestos con actividad antialimentaria
de un estimado de 100, 000 metabolitos secundarios (Koul, 2005), de los cuales
aproximadamente 6, 000 corresponden al grupo de los alcaloides y 10, 000 son de origen
terpénico (Dixon, 2001). La mayoria de los compuestos antialimentarios descritos hasta
el momento pertenecen al grupo de los triterpenos, y otros tantos se han reportado dentro
del grupo de los alcaloides, flavonoides y mezclas de aceites esenciales (Jain y Tripathi,

1993).
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2.3. GENERO BURSERA

2.3.1. DESCRIPCION

El género Bursera pertenece a la familia Burseraceae, la cual se distribuye en
regiones subtropicales a tropicales de Africa y América (Eggli y Hartmann, 2002). Esta
familia se encuentra representada en el territorio mexicano por 20 géneros y mas de 600
especies (Rzedowski et al., 1992). Son arboles o arbustos perennes, algunos dioicos, la
mayoria intensamente aromadticos, con corteza exfoliante y conductos resinosos

(Dominguez et al., 1972).

El género Bursera se compone por mas de un ciento de especies de plantas
lefosas, arbustos altos caducifolios, o en su mayoria arboles bajos o altos resinosos-
aromaticos, ya sean dioicos, poligamo-dioicos o rara vez monoicos (Eggli y Hartmann,
2002). La corteza del tronco regularmente es roja o amarillenta, y exfoliante; sin

embargo, otras veces es grisacea, lisa y no exfoliante (Toledo, 1982).

Sus ramillas habitualmente son abreviadas (llamadas braquiblastos) sobre las
cuales crecen las hojas generalmente en forma de rosetas; no presentan estipulas. La
mayoria de las especies presentan hojas imparipinadas con foliolos opuestos, a veces
bipinnadas o parcialmente bipinnadas, trifoliadas o unifoliadas (simples), glabras o

pubescentes, raquis con o sin alas y margen de los foliolos entero o aserrado.

Las inflorescencias se encuentran cominmente arregladas en racimos tirsoides,
de pocas o muchas flores pequefias (2 a 8 mm de diametro). Flores femeninas (trimeras o
tetrdmeras y a veces pentameras) y masculinas (tetrdmeras o pentdmeras, y pocas veces

trimeras o hexameras).

El gineceo es sincarpico con un ovario bilocular o trilocular. Sus frutos son drupas

dehiscentes y tardiamente dehiscentes, de ovoides a esféricas, biconvexas, 0 mas o menos
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asimétricas, bivalvadas o trivalvadas, endocarpo con pseudoarilo carnoso, coloreado de
color rojo, anaranjado o amarillento, y a veces de color gris o blanquecino; abrigado
enteramente o Unicamente la parte inferior, habitualmente hay una semilla por cada fruto

(Toledo, 1982).

2.3.2. SECCIONES DEL GENERO BURSERA

El género Bursera puede ser dividido en dos secciones Bursera y Bullockia; los
primeros poseen corteza exfoliante, llamados cominmente cuajiotes, y los segundos no,
nombrados comunmente copales (Toledo, 1982). Sin embargo, el caracter fuerte y
diferencial entre estos grupos, es el numero de 16bulos en el ovario, y las valvas en el
fruto. Las especies de Bullockia tienen ovarios bilocualres y frutos bivalvados, mientras
que las del grupo Bursera presentan ovario trilocular y fruto trivalvado (Toledo, 1982;

Eggli y Hartmann, 2002).

Sin embargo, no todas las especies pertenecientes a estos dos grupos cumplen con
¢stas caracteristicas, ya que entre la seccion Bullockia (copales) hay especies que poseen
corteza exfoliante (B. mirandae, B. sarcopoda, B. aff diversifolia) y en la seccion Bursera
(cuajiotes) se ha encontrado una especie con corteza lisa B. paradoxa. El tipo de
exfoliacion de las especies pertenecientes a cada seccion es distinta, ya que los cuajiotes
(seccion Bursera) presentan exfoliacion en capas delgadas, como papel; mientras que los
copales (seccion Bullockia) desprenden capas gruesas y duras, como si fuera carton, casi

siempre dispuestas verticalmente (Toledo, 1982).

2.3.3. DISTRIBUCION Y GENERALIDADES

El género presenta una distribucion restringida al continente americano, desde los
extremos del suroeste y sureste de los Estados Unidos hasta el norte de Pert y Brasil,
incluyendo las Antillas, Galapagos y Revillagigedo (Toledo, 1982; Rzedowski et al.,
2004).
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La mayor parte de las especies de dicho género habitan en regiones calidas con
temperaturas no por debajo de los 0° centigrados, asi también en sitios subhumedos y
semisecos con precipitaciones anuales de 600 mm a 1000 mm, donde ordinariamente se
presenta una época de sequia duradera. Sin embargo, algunas habitan en regiones
templadas, céalido-htimedas o aridas. El clima mas frecuente es calido subhumedo con

lluvias de verano (AW) segun Koéeppen, modificado por Garcia (1963).
Durante los meses de mayo y junio (finales de época de secas y principios de
época de lluvias) la mayoria de las especies pertenecientes al género Bursera presentan

su época de floracion, y de julio a noviembre surgen los frutos (Toledo, 1982).

2.3.4. EL. GENERO BURSERA EN MEXICO

Las especies de Bursera son flora caracteristica y usualmente dominante o
codominante de los bosques tropicales caducifolios de México (Fig. 2). Se encuentran
generalmente entre 0 y 1800 m de altitud; algunas llegan a habitar a los 2400 m s.n.m., y
algunas otras habitan sitios mas secos como los matorrales xer6filos. Solo B. simaruba se
ha encontrado en ambientes mas humedos, en bosques tropicales subcaducifolios y

perennifolios (Rzewdoski, et al, 2004).

Hasta el afio 2004 se identificaron un total de 80 especies bien definidas
pertenecientes al género Bursera, las cuales se distribuyen en la Republica Mexicana ,
principalmente en la Region del Balsas (incluidos en esta region los estados de

Michoacan y Guerrero) (Toledo, 1982; Rzedowski et al., 2004, 2005).
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Fig. 2.- Distribucion en la Republica Mexicana de especies pertenecientes al género Bursera.
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2.3.5. Bursera grandifolia (Schl.) Engl.

Son arboles que llegan a medir 15 m y tener un didmetro de 70 cm (Fig. 9), su
tronco se encuentra retorcido, y desde elevaciones bajas presenta divisiones en sus ramas.
La corteza tiene un espesor total de 17 mm, la corteza interna es roja con secreciones
poco copiosas, sin color, adherentes, con fluidez lenta; mientras que la corteza externa es

de tonalidad verde oscuro, y al exfoliarse produce capas papiraceas rojas.

Las hojas son imparipinnadas, acomodadas en espiral, y conformadas por 5 a 7
foliolos opuestos de color verde fuerte en el haz y verde claro en el envés, uno y otros
revestidos por pelos, pero sobre todo el envés. Los foliolos tienen forma eliptica-ovada a
obovados (los cuales miden entre 6 x 3 cm y 11 x 6 cm), presentan margen entero, son de

base obtusa y acuminados.

Las flores son completas y pequeias, se encuentran en conjuntos que llegan a
medir hasta 12 cm de largo. Las flores presentan 5 sépalos, 5 pétalos y 10 estambres. El
gineceo es sincarpico con tres carpelos y placentacion basal. Sus frutos miden 12 mm de
largo, son trivalvados y se agrupan en racimos de tres a cinco frutos. Comunmente se le

conoce como “palo mulato” (Guizar y Sédnchez, 1991).

24



Fig. 3.- Individuos de Bursera grandifolia.

25



2.3.6. ESTUDIOS QUIMICOS DEL GENERO BURSERA

Bursera es uno de los géneros mas representativos de la familia Burseraceae en el
Continente Americano y particularmente en México. Los arboles pertenecientes a este
género producen resinas y exudados que son utilizados como sustancias antibacterianas y
antiinflamatorias de uso topico. La infusion de la corteza de Bursera microphylla es
utilizada para combatir enfermedades venéreas; mientras que el extracto de B. simaruba
se utiliza como diurético en los tratamientos para la diarrea, disenteria e infecciones
intestinales en distintos sitios de la Republica Mexicana. Los arboles de la especie
Bursera glabrifolia comunmente denominados ‘“copales”, se incineran (desde la
antigliedad) para ser utilizados durante las ceremonias religiosas. El perfil quimico de
este género incluye a los flavonoides, triterpenos, sesquiterpenos y lignanos. Algunos
lignanos aislados de Bursera han mostrado actividad antitumoral (Zuiiga et al., 2005).
En su mayoria se encuentran terpenos, principalmente monoterpenos y sesquiterpenos,
asi como diterpenos y triterpenos en menor proporcion. Algunas especies de Bursera
pueden producir resinas muy simples que consisten en uno o dos monoterpenos; y
algunas otras especies pueden sintetizar mezclas complejas de compuestos pertenecientes
al grupo de los terpenos. Algunas mezclas de distintos terpenos pueden ser almacenadas
de forma solida, la cual constituye la manera més efectiva para actuar como repelente.
Asimismo las mezclas terpénicas que presentan actividad sinérgica pueden llegar a dar
como resultado compuestos de gran toxicidad o sustancias disuasivas altamente efectivas

(Becerra et al., 2001).

A continuacidén se mencionan algunos estudios de los metabolitos secundarios de

las especies del género Bursera:

Wickramaratne et al. (1995) aislaron de tallos de B. permollis: éter metilico -
peltatin, éter metilico prico-B-peltatin, éter metilico dehidro B-peltatin y
desoxipodofilotoxina (lignanos toxicos). Peraza-Sanchez (1995) aislaron de la resina de

B. simaruba monoterpenos, sesquiterpenos y un triterpeno de tipo lupano.
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Por su parte, Evans et al. (2000) describieron la presencia de una mezcla de
monoterpenos, principalmente B-felandreno y limoneno en las heces y regurgitaciones de
los escarabajos del género Blepharida alimentados a partir de B. schlechtendalii; mientras
que en el caso de los escarabajos consumidores de B. biflora se describe que sus heces y
regurgitaciones contienen una mezcla mas compleja y menos volatil que la de B.
schlechtendalii, conformada por a-pineno, cuatro sesquiterpenos, fitol, 4cido palmitico y
varios compuestos no identificados debido a su complejidad. Los metabolitos secundarios
de las heces y regurgitaciones son utilizados por los escarabajos como medio de
proteccion, ya que se cubren con ellas el dorso con el objetivo de ahuyentar a los

depredadores.

Hernandez y col., (2003) aislaron de B. kerberi terpenos de tipo verticiliano.

Zuiiiga (2005) aislé dos terpenos del mismo tipo a partir de B. multifolia.

Por otro lado, Zuiiiga (2005) describi6 la presencia de aceites esenciales en nueve
especies del género Bursera (B. aleoxyllon, B. lancifolia, B. longipes, B. dptera, B.
glabrifolia, B. velutina, B. submoniliformis, B. morelensis y B. grandifolia). Los
resultados indican la presencia de monoterpenos como el a-terpinol, B-terpinol,
limoneno, linalol, entre otros; sesquiterpenos como [-cubebeno, - eudesmol, elemanol;
diterpenos; hidrocarburos de cadena larga (hectadecano, tetracosano) y compuestos.
Asimismo, la autora sefiala que las especies evaluadas presentan actividad antialimentaria
frente a Spodoptera frugiperda J.E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae), ya que los
metabolitos secundarios de las hojas actian como agente disuasivo de la alimentacion; de
igual manera, los aceites esenciales (de las nueve especies) de los tallos afectaron el

desarrollo de las larvas provocando una disminucion en el peso de las mismas.

En 2005 Robles et al. aislaron en Bursera graveolens, tres triterpenos tetraciclicos
los cuales fueron identificados como acido B-elemodnico, acido a-elemdlico y acido 3 a-
hidroxitirucala-7,24-dien-21-oico. Asi mismo describieron que el extracto etandlico de
Bursera graveolens presenta efecto inhibitorio frente Spodoptera aureus al igual que la

fraccion de Acetato de etilo de la corteza de B. graveolens.
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2.4. Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)

2.4.1. INSECTO MODELO

La eleccion de insectos modelo para la realizacion de bioensayos debera
realizarse tomando en consideracion los habitos alimenticios de éstos, asi como la
vulnerabilidad de los insectos frente a las sustancias quimicas y la factibilidad de su

manejo y crianza en el laboratorio.

Para la eleccion de un insecto modelo es importante tener en cuenta las
diferencias entre los insectos especialistas y los generalistas. Los insectos especialistas
tienen una dieta limitada (s6lo se alimentan de una especie o de un grupo especifico de
plantas) y muchos de ellos no son capaces de consumir alimentos diferentes a su dieta
habitual, asimismo son mas vulnerables que los insectos generalistas a los aleloquimicos
producidos por la planta hospedera a diferencia de los insectos generalistas que tienen la
capacidad de adaptarse a un mayor nimero de compuestos de diferentes especies de
plantas. Debido a lo anterior, el trabajar con insectos generalistas facilita el suministro de
las sustancias quimicas a evaluar (administradas en las dietas artificiales o en hojas de
especies de plantas utilizadas en la realizacion de los bioensayos) (Schoonchoven, 1982).
Asimismo, hay que considerar que algunos insectos no consumen el alimento si éste no

contiene las sustancias fagoestimulantes necesarias para incentivar su apetito.

De acuerdo a lo anterior, para la realizacion de los bioensayos del presente trabajo
se utilizaron larvas de Spodoptera furgiperda, ya que es un insecto generalista de facil
manejo y crianza en el laboratorio, capaz de adaptarse a una gran variedad de compuestos
provenientes de diferentes especies de plantas y a dietas artificiales; ademas de
representar un problema para la agricultura, ya que es una plaga importante a nivel

economico.
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2.4.2. DESCRIPCION

Spodoptera furgiperda es un insecto generalista que pertenece al orden
Lepidoptera; familia Noctuidae. Se le denomina comunmente ‘“gusano cogollero del
maiz” (Fig. 10), ya que es plaga de los cultivos de maiz, frijol, alfalfa, sorgo, pastos, etc.
(Villa y Castoreia, 2004). Se distribuyen en regiones tropicales y subtropicales del
mundo, y casi en la totalidad de la Republica Mexicana. Sus larvas son de tipo
erusciforme con una longitud de 3 a 3.8 cm, tonalidad de pardas-amarillentas a pardas-
obscuras; la cabeza es parda clara con reticulacion y bordes oscuros, el tegumento posee

granulaciones pequeias, uniformes y planas (Moroén, 1988).

Los adultos (Fig. 10) de la especie son palomillas de tonalidad gris oscura con una
longitud de 20 a 25 mm, viven entre seis y diecisiete dias; poseen una mancha conspicua
en el extremo de las alas traseras (Moron, 1988; Figueroa, 2002). Las hembras depositan
los huevos durante la noche tanto en el haz como en el envés de las hojas. Los
huevecillos son acomodados en grupos de 10 a 300 huevos por puesta, cubiertos por
segregaciones del aparato bucal y escamas del abdomen de la hembra. El periodo de
incubacidn tiene una duracion de tres a cinco dias, la cual se lleva a cabo exitosamente
cuando la temperatura es de 25° C o un poco mayor, donde el porcentaje de eclosion es

entre el 90 % y 91 % (Mordn, 1988).

Al nacer se alimentan raspando la epidermis foliar y posteriormente se trasladan
hacia las hojas tiernas donde comen desmesuradamente, o a otras partes de la planta, o a
plantas vecinas; habitualmente s6lo hay una larva por verticilio, de esta forma se evita la
competencia por alimento y el canibalismo. Las larvas (Fig. 10) presentan 6 o 7 estadios,
siendo los 2 primeros cruciales para su supervivencia. El periodo promedio de vida de
una larva es de 14 a 28 dias dependiendo de las condiciones del medio. El primer estadio
de la larva tiene una duracion promedio de 2.6 dias donde la cabeza es negra totalmente;

el segundo dura 2.6 dias y la tonalidad de la cabeza es café clara; el tercero dura 2.8 dias;
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el cuarto 3.7 dias; el quinto 3.8 dias y el sexto 6.6 dias, en este ultimo las larvas son de
tonalidad caoba; en ocasiones se exhibe un séptimo estadio (Moron, 1988). Las larvas se
alimentan de la base de la planta, cortando el tallo tierno, o también si las condiciones lo
favorecen, completan su estado larvario en espigas, elotes o en los mismos cogollos

(Ortega, 1987).

El periodo de prepupa tiene una duracion de 1.5 dias y cuando las condiciones
son célidas y secas caen al suelo e inicia la etapa de pupa en una cavidad de la tierra a
unos cuantos centimetros de la superficie, tiempo después emerge el adulto (Ortega,

1987; Moron, 1988).

Fig. 4.- Adulto (izquierda) y larva (derecha) pertenecientes a la especie Spodoptera frugiperda
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3.1. COLECTA DE MATERIAL

La colecta del material vegetal de Bursera grandifolia (frutos) se realiz6 en la
Reserva de la Biosfera “Sierra de Huatla”, Morelos con coordenadas extremas: 18°
20107 y 18°34°20"" N, 98° 51207 y 99° 08'15"" W segun la Comision Estatal del Agua
y Medio Ambiente (CEAMA) del estado de Morelos; la localidad de recolecta se
encuentra en los alrededores de Quilamula en el municipio de Tlaquiltenango, donde se
recogieron frutos de los individuos de la localidad. Se prensaron 2 ejemplares para su

posterior determinacion taxonomica.

3.2. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS

Los frutos fueron liberados de la testa y las semillas obtenidas fueron secadas a
temperatura ambiente. Por su parte, las testas se almacenaron a - 4° C (para conservarlas
en Optimo estado) para su posterior utilizacion en la determinacion taxondmica de los
ejemplares. Una vez que las semillas estuvieron totalmente secas se procedio a registrar
su peso (751.9 g), y posteriormente se trituraron (lo mas finamente posible) mediante el
uso de un molino manual. El polvo obtenido de la trituracion de las semillas fue
macerado en frio con disolventes organicos de diferente polaridad (primero hexano y
posteriormente acetona), dejandolo reposar 9 dias. Posteriormente se procedid a la
evaporacion del disolvente a presion reducida (mediante el uso del rotavapor),
obteniéndose 1.3 g de extracto crudo hexanico (BGH) y 2.3 g de extracto crudo acetonico

(BGA).

3.3. TIPOS DE BIOENSAYOS

Para determinar la actividad antialimentaria de los extractos se pueden llevar a
cabo ensayos de eleccion (utilizados en el presente trabajo) y/o ensayos de no eleccion.
Ambos ensayos son de corta duracion. Los ensayos de eleccion como su nombre lo indica
son aquellos donde el insecto tiene la posibilidad de elegir entre consumir de los discos

foliares tratados o de los controles; en estos ensayos se evalia el porcentaje del indice
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antialimentario arrojado durante el experimento. Por su parte, los ensayos de no eleccion
son evaluaciones donde las larvas no tienen la posibilidad de elegir entre consumir del
tratamiento o control, ya que solo se evalia el potencial disuasivo de los extractos,
fracciones o sustancias probadas frente al insecto.

En el caso de las pruebas de no eleccion de larga duracion, la sustancia o
sustancias a probar se colocan directamente en la dieta del insecto, no quedando la
posibilidad de elegir entre consumir del control o tratamiento; por lo cual, las variables
que se valoran durante este tipo de ensayos son el porcentaje de mortalidad de las larvas,
tasa de sobrevivencia, peso, cambios fenotipicos y porcentaje de larvas que alcanzan el

estado de pupa.

3.3.1. ENSAYO DE ELECCION

Mediante la realizacion de ensayos de eleccion (Gonzalez-Coloma, et al., 1995;
Valencia et al., 2000) se determind la actividad antialimentaria de cada uno de los
extractos obtenidos (BGH y BGA) frente a Spodoptera frugiperda. En este ensayo la
unidad experimental consistid de cajas de Petri de 15 mm x 90 mm las cuales contenian
20 mL de agar al 3%, de tal forma que el agar sirviese como soporte y al mismo tiempo
para mantener la humedad en los discos foliares a utilizar. Posteriormente, se realizaron
cuatro perforaciones circulares a cada una de las cajas de Petri (Fig. 6) mediante el uso de
un sacabocados de 1.1 cm de didmetro; este mismo sacabocados fue utilizado para cortar
las hojas de espinaca (Spinacea oleraceae) y obtener los discos foliares de prueba (de
esta forma el 4rea de los discos foliares quedo6 estandarizado), mismos que se colocaron
de forma alterna (un tratado y un control) en los orificios hechos en el agar. A
continuacion, se afiadid6 de manera uniforme 10 pL de solucion del extracto hexdnico a
1000 ppm (preparada a partir de 1 mg de compuesto disuelto en 1 mL de disolvente) a los
discos foliares denominados tratamiento, y en el caso de los discos control se les
suministro 10 pl de hexano para evitar resultados falsos-positivos. Después, se dejaron
secar los discos foliares por un periodo de cinco minutos y a continuacion se colocaron
dos larvas de Spodoptera frugiperda del quinto estadio (sin habérseles alimentado un dia

antes) por cada caja de Petri. El procedimiento se repite para la evaluacion del extracto
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crudo aceténico, fracciones o compuestos a probar (1000 ppm), teniendo en cuenta que
los discos foliares control deberan ser humedecidos con el disolvente utilizado para la
obtencion de estas sustancias. El ensayo se da por terminado cuando las larvas han
consumido el 100 % del tratamiento o el 75 % del control (Gonzalez-Coloma, et al.,
1995; Valencia et al., 2000). Por cada evaluacion del extracto, fraccidon o sustancia a

probar, se realizaron tres bioensayos con cinco repeticiones (un bioensayo por dia).

Para la evaluacion de los extractos crudos frente al insecto modelo, se eligio la
concentracion a 1000 ppm, ya que en el extracto crudo existen gran cantidad de
metabolitos secundarios combinados, donde algunas sustancias pueden enmascarar o
disminuir la actividad bioldgica de otras. La evaluacion de los metabolitos secundarios en
una mezcla de menor nimero de componentes, o de forma pura, nos permite realizar
bioensayos a concentraciones menores, ya que entre menos mezclados se encuentren
estos compuestos, la actividad biologica de ellos serd mas directa sobre el insecto. Sin
embargo, para el presente trabajo se realizo la prueba de actividad de las subfracciones y
compuestos puros, a la misma concentracion (1000 ppm) que la del extracto crudo, ya
que se considera como una prueba preliminar para la realizacién de futuros bioensayos, a

concentraciones diferentes.

Fig. 6. Diagrama de perforacion del agar con el sacabocados de 1.1 cm de didmetro.
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3.3.2. CULTIVO Y ELECCION
DE LLAS LARVAS DE 8. frugiperda

Las larvas utilizadas para el desarrollo de los bioensayos fueron criadas en el
laboratorio con fotoperiodos de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad a una temperatura
de 25° centigrados + 1.5° C y 60 % de humedad relativa. La seleccion del estadio larval
mas adecuado para el desarrollo de los bioensayos se seleccioné tomando en cuenta que
en la naturaleza se distribuyen individuos de S. frugiperda de distintos estadios, y que
durante todas sus etapas larvales estos insectos son herbivoros (Sparks, 1979; Capinera,
1999), por lo que la sustancia antialimentaria o insecticida debera controlar a la poblacion
en general y no sélo a una parte de ésta. Asimismo, se considero la susceptibilidad a un
mayor nimero de sustancias de los individuos pertenecientes a los estadios larvales
tempranos (Gaugler y Mohillo, 1981; Navarro, 2009) respecto a los de los estadios
larvales tardios. De igual manera, se considerd que el mayor tamafio de las larvas de los
ultimos estadios, facilita el manejo de los individuos en los bioensayos (Lechuga et al.,
2004) y la estandarizacion de los organismos utilizados en las pruebas biologicas de
acuerdo a sus caracteristicas fisicas (el ancho de la capsula encefilica, talla y peso de las
larvas), con el objeto de evitar las posibles variaciones en los resultados a consecuencia
de ello. Derivado de lo anterior, se seleccionaron larvas del quinto estadio para el
desarrollo del presente trabajo, debido a su menor susceptibilidad frente a ciertos grupos
de compuestos (ya que buscamos sustancias que ataquen en la medida de lo posible a la
mayor parte de la poblacidon) al manejo practico de estos individuos en el laboratorio, y a
la facilidad de la estandarizacion de los organismos utilizados en los bioensayos.
Asimismo, el utilizar larvas del quinto estadio permite la comparacion de los resultados
del presente trabajo con la mayoria de los estudios de esta clase, ya que generalmente se
utilizan larvas del cuarto y/o quinto estadio para el desarrollo de dichas evaluaciones

(Pérez, et al., 1992).

35



3.4. ANALISIS DE RESULTADOS
(INDICE ANTIALIMENTARIO
Y PRUEBA ESTADISTICA)

Los resultados arrojados por las pruebas bioldgicas fueron evaluados mediante un
indice antialimentario, donde %FI= (1-(T/C) X 100. Mientras mayor sea el porcentaje del
indice antialimentario, mayor sera la actividad del compuesto o sustancia probada; y si %
FI=100 se considera que hay una total inhibicion (Bentley et al., 1984; Gonzélez-Coloma

et al., 1996; Valencia et al, 2000).

Para calcular el indice antialimentario se procedid a determinar el area foliar
consumida de cada una de las condiciones (control y tratamiento) probadas en las
unidades experimentales. Por tal motivo, las piezas o fracciones de los discos foliares no
consumidos fueron fijados en una hoja en blanco y escaneados, para después calcular el
area foliar no consumida mediante el uso del programa “Scion image”. Posteriormente, se
calcul¢ el area foliar consumida de cada una de las condiciones probadas, restando el area

foliar no consumida del area total foliar.

El analisis estadistico se llevo a cabo por medio de una prueba de t para datos

dependientes, con el programa: Statistica V. 6.0. Con un nivel de significancia del 5%.
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3.5. SEPARACION DE LOS EXTRACTOS

La separacion de los componentes quimicos de los extractos y fracciones que
presentaron actividad bioldgica ante S. frugiperda se realizd por medio de una
cromatografia en columna flash, donde se busco el sistema de eluyentes mas eficiente
mediante placas cromatograficas de gel de silice (ALUGRAM®, SIL G/UVjsy),
reveladas con una lampara de luz ultravioleta (ENF-260C) y una solucién de 1 % de
sulfato de cério en acido sulftirico 2N, con el objetivo de conseguir una buena separacion
de los compuestos. El sistema de eluyentes inicial de la columna flash fue hexano al 100
%, incrementando la polaridad del sistema de acuerdo a las necesidades requeridas en la

separacion. La fase estacionaria fue silice gel 60, Mesh 230 - 400, 60 A, Merck.

3.6. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE GASES,
ACOPLADO A MASAS (CG-MYS)

Los espectros de masas se obtuvieron mediante la utilizacion del aparato JEOL
AX505HA, a 70 eV. La identificacion de los compuestos se realizé a través del analisis y
la comparacion de los espectros obtenidos con los espectros de Publica NIST 1997, del
Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (libreria interna), asi como también con los

espectros de la libreria Wyley/NBS.
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4,0 RESULTADOSY DISCUSION

4.1. EFECTO DE LOSEXTRACTOS CRUDOS
EN LA ALIMENTACION DE S. frugiperda

La actividad antialimentaria de los extractos crudos BGA y BGH frente a S
frugiperda fue evaluada mediante pruebas de eleccion. Los resultados arrojados (Fig. 7 'y
Fig. 8, respectivamente) por los bioensayos muestran e consumo foliar promedio de tres
experimentos con cinco repeticiones (15 duplicaciones por cada extracto) realizados de
forma independiente, donde se observa que la media del consumo foliar tratado con el
extracto crudo hexanico (BGH) es menor que la media del consumo del control (Fig. 8),
mientras que en el caso del extracto crudo aceténico (BGA) se observa una mayor
cantidad de consumo del tratamiento que del control (Fig. 7). Probablemente, la
preferencia por consumir mas del control que del tratamiento del extracto crudo
acetonico, se deba a que existan ciertas sustancias estimulantes de la alimentacion para el

insecto utilizado.
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Fig.7.Comparacién del consumo foliar de S. frugiperda frente al control (E.S.+ 3.4) y tratamiento

(E.S.x 7.4) del extracto crudo acetonico de B. grandifolia. Con una p=0.05y t= 0.21.
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Fig. 8. Comparacion del consumo foliar de S. frugiperda frente al control (E.S.+ 3.8) y tratamiento

(E.S.x 6.6) del extracto crudo hexanico de B. grandifolia. Con una p=0.05y t= 0.96.

Deigual forma, al comparar € promedio de los indices antialimentarios de los dos

extractos (Tabla B), se observé que el indice antialimentario del extracto hexanico a pesar

de ser bajo (5.06 %) presenta valor positivo a diferencia del extracto acetonico (-12.41

%). No obstante, el valor del indice antialimentario del extracto BGH es muy pequefio, 1o

cua indica que posee baja actividad antialimentaria frente a S. frugiperda (Gonzéez-
Colomaet al., 1995; Valenciaet a., 2000).

FRACCION | % DE CONSUMO DE LOS| %
DISCOSFOLIARES ANTIALIMENTARIO
CONTROL TRATAMIENTO

BGA 66.90 68.80 -12.41

BGH 64.04 55.94 5.06

Tabla B. Consumo foliar e indice antialimentario de las fracciones del extracto

acetoénico y hexanico.
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Por su parte, los indices antialimentarios de las repeticiones del extracto hexanico
presentaron valores altos (Fig. 7) como 95 %, 77.28 % y 42.86 %; y agunos valores
medios altos como 35 %, 33.33 %, 28.57 %y 28 %.

PORCENTAJE INDICE ANTIALIMENTARIO HEXANICO
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Fig. 9.- Indices antialimentarios del extracto crudo hexanico

Sin embargo, €l estadistico de t de Student sefida que no hay diferencias
significativas entre las medias del control y tratamiento de ambos extractos, y por lo
tanto, que no existe actividad antialimentaria de ninguno de los dos extractos probados

frentea S frugiperda.

Tomando en consideracion los resultados anteriores, se procedié a redizar la
particion y evaluacion de la actividad antialimentaria de las fracciones del extracto crudo
hexéanico, teniendo en cuenta que € indice antialimentario de dicho extracto resultd ser
positivo, aunque muy bajo, lo cual podria deberse a que la actividad de los metabolitos
secundarios de cardcter antialimentario podria estar disfrazada o disminuida al

combinarse con otras sustancias de caréacter fagoestimulante.

40



4.2. SEPARACION DEL EXTRACTO HEXANICO

A partir de la separacion cromatogréfica del extracto crudo hexanico se
obtuvieron 168 fracciones (iniciando con las de menor polaridad) como se puede
observar en la Tabla C. Las fracciones que presentaron rf similares fueron reunidas,
guedando finalmente un total de veintidos fracciones. De las veintidos fracciones totales
solo se evalud la actividad antialimentaria de dieciséis (correspondientes al 72.72 % del
total), ya que las cinco fracciones sin evaluar (1-8; 60; 110-112; 148-167 y 168) no
contenian la cantidad suficiente de materia para llevar a cabo los bioensayos requeridos y

para ser sometidas a técnicas espectroscopicas para su €l ucidacion quimica.

En la siguiente tabla podemos observar € sistema de eluyentes que se utiliz para
la separacién y obtencidn de cada una de las fracciones del extracto crudo hexanico:

No. defraccién Sistema de eluyentes

1-24 100 % hexano

25-59 95 % hexano/ 5 % acetona
60-83 90 % hexano/ 10 % acetona
84-112 80 % hexano/ 20 % acetona
113-121 70 % hexano/ 30 % acetona
122-146 50 % hexano/ 50 % acetona
147-167 25 % hexano/ 75 % acetona
168 1L de acetona

Tabla C. Sistema de eluyentes utilizados par a la separacién del extracto hexanico.
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4.3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD

ANTIALIMENTARIA DE LASFRACCIONES

DEL EXTRACTO HEXANICO

La mayoria de las fracciones sometidas a evaluaciéon del efecto antialimentario

(Tabla D) frente a S frugiperda presentaron datos negativos, |o cual nos indica que son

sustancias que no poseen actividad antialimentaria frente al insecto. Probablemente, este

valor podria indicar que son sustancias de caracter fagoestimulante para e insecto

modelo. Sin embargo, no todas las fracciones se comportaron de esta manera, ya que las

fracciones 9-27; 28-30; 73-78 y 90-94 presentaron porcentgjes antialimentarios positivos

(Fig. 11, 12, 13y 14, respectivamente), y en algunos casos valores positivos muy altos (

fracciones 9-27 y 90-94), como se puede observar en la siguiente tabla:

FRACCION | % DE CONSUMO DE LOS| %
DISCOSFOLIARES ANTIALIMENTARIO
CONTROL TRATAMIENTO
9-27 81.93 36.94 53.78
28-30 62.77 56.94 4.45
34-36 64.99 68.60 i
37-42 64.41 69.99 i
43-58 42.77 49.72 i
61-67 71.60 68.33 i
68-72 66.94 58.05 i
73-78 71.38 68.33 5.42
79-83 54.90 80.14 i
84-87 68.88 59.16 1"
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88-89 72.77 63.88 i

90-94 84.96 62.77 23.34
95-109 53.33 49.94 i
113-147 64.72 76.38 i

Tabla D. indice antialimentario de las fracciones del extracto crudo hexanico; y
comparacion del porcentaje de consumo foliar en € tratamiento y control de las
fracciones del extracto hexanico; !!! Valor <0 %.



4.3.1. EVALUACION DE LA FRACCION 9-27
DEL EXTRACTO CRUDO HEXANICO

El consumo foliar en la fraccién 9-27 muestra gran variacion entre el porcentaje
de consumo del control respecto a tratamiento, ya que, como se puede observar en la
figura 10, e insecto modelo consumié mayormente las hojas control que las
experimentales. Asimismo, en la mayoria de las pruebas de actividad biol 6gica realizadas
los indices antialimentarios fueron altos (Fig. 11), ya que solamente uno de los tres
bioensayos revel 6 nimeros por debajo, pero muy cercanos a 50 % (47.54). La media del
indice antialimentario se encontré por arriba del 50 % (53.78), lo cua indicd que la
fraccion 9-27 actlia como buen antialimentario frente a S. frugiperda (Rodriguez, 2008).
De igua forma, la prueba de t de Student indicé que existen diferencias significativas
entre las medias de consumo del control y tratamiento, 1o cual indicé que lafraccion 9-27

actlia como antialimentario frente a S. frugiperda.
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Fig. 10. Comparacion del consumo foliar de S. frugiperda frente al control (E.S.+ 3.4) y tratamiento

(E.S.x 7.4) del extracto crudo hexanico de B. grandifolia. Con una p=0.05y t= 5.93.
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Fig. 11. Promedio de los porcentajes del indice antialimentario de la fraccion 9-27, obtenidos

durante tres bioensayos.

Sin embargo, no se pudo determinar s la actividad antialimentaria se debe a un
compuesto en especifico 0 a la accion sinérgica de una mezcla de componentes, ya que
no se logro realizar la separacion y evaluacion de cada uno de los componentes de esta

fraccion, debido a que no se contaba con la cantidad de materia suficiente.
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4.3.2. EVALUACION DE LA FRACCION 28-30
DEL EXTRACTO CRUDO HEXANICO

La fraccion 28-30 no presentd grandes diferencias entre los consumos
foliares, ya que se observé una media de 56.9 para el control y una de 62.7 para €l
tratamiento. Asimismo, el promedio del indice antialimentario fue muy bajo (4.4), y
de acuerdo al estadistico t de Student (t= 0.60) no existen diferencias significativas
entre los consumos foliares del control y tratamiento de la fraccion en evaluacion. A
pesar de lo anterior, algunas repeticiones experimentales mostraron indices
antialimentarios altos como 84.9, 100y 76.4 (Ver Fig. 12), por lo que se procedié a
separar y evaluar cada uno de las subfracciones de ésta, ya que la actividad
antialimentaria de las sustancias podria verse decrementada al combinarse con otro
tipo de compuestos. Los resultados de la separacion de la fraccion 28-30 y las
pruebas de actividad antialimentaria de las subfracciones obtenidas, se presentan

mas adel ante.
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Fig. 12. Comparacion del consumo foliar de S. frugiperda frente al control (E.S.+ 3.0) y
tratamiento (E.S.+ 7.2) del extracto crudo hexanico de B. grandifolia, con una p= 0.05y

t= 0.60y porcentaje de indice antialimentario.
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4.3.3. EVALUACION DE LA FRACCION 73-78
DEL EXTRACTO CRUDO HEXANICO

Por su parte, la fraccion 73-78 no presentd diferencias grandes en los consumos
foliares del control respecto al tratamiento, |0 cua se puede observar en lafigural3,y es
respal dado mediante los resultados arrojados por €l estadistico t (0.73), que sefial 6 que no
hay diferencias significativas entre las medias. Asimismo, € promedio de los indices
antialimentarios presentd valor positivo (5.42) muy bgo (Gonzdlez-Coloma, 1995 y
Valencia et al., 2000), lo cua indica que la actividad antialimentaria de esta fraccion
frente a S frugiperda es muy pequefia.

% CONSUMO CONSUMO FOLIAR 73-78

80
70
60
50

] TRATAMIENTO
40

30

m CONTROL

20
10
0

Fig. 13. Comparacion del consumo foliar de S. frugiperda frente al control (E.S.+ 3.0) y tratamiento
(E.S.+ 7.6) ddl extracto crudo hexanico de B. grandifolia. Con una p=0.05y t= 0.73.
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4.3.4. EVALUACION DE LA FRACCION 90-94
DEL EXTRACTO CRUDO HEXANICO

En e caso de la fraccion 90-94 (Fig. 14), se observé que existen diferencias entre
los consumos foliares del control (84.9) y tratamiento (62.7), lo cua se ve reflejado en €
promedio del porcentgje antialimentario (23.34) (Gonzdlez-Coloma, 1995 y Valencia et
al., 2000) y en la prueba de t de Student (t= 2.54) que sugiere gque existen diferencias

significativas entre las medias del consumo foliar del control y tratamiento.
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Fig.14. Comparacion del consumo foliar de S. frugiperda frente al control (E.S+ 3.0) y
tratamiento (E.S.x 7.2) del extracto crudo hexanico de B. grandifolia, con una p=0.05y t= 254y

por centaje de indice antialimentario.
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4.4, EVALUACION Y SEPARACION
DE LASFRACCIONES CON
ACTIVIDAD ANTIALIMENTARIA

Las fracciones que presentaron porcentgjes antialimentarios bgjos fueron las 28-
30y 73-78; mientras que la fraccion 90-94 mostré un indice antialimentario medio bajo a
diferencia de la fraccion 9-27 que fue la Gnica que exhibi6 un valor ato (TablaD); por lo
anterior, podemos observar que estas fracciones poseen caracter antialimentario frente a
S frugiperda cada una con un nivel de actividad diferente (Gonzélez-Coloma, 1995 y
Valencia, 2000).
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4.4.1. SEPARACION
DE LA FRACCION 28-30
DEL EXTRACTO CRUDO HEXANICO

Debido a gue lafraccion 28-30 presentd indices antialimentarios altos en algunas de
sus repeticiones, y a que se obtuvieron 350 mg de muestra (de los cuales 300 mg se
utilizaron para la separacion), se procedio a la separacion de la fraccion mediante el uso

de una columna flash, de donde se obtuvieron las siguientes subfracciones:

Subfraccion Numero Sistema de eluyentes
1-42 95 % hexano 5 % acetona
43-63 90 % hexano 10 % acetona
64-85 80 % hexano 20 % acetona
86-102 70 % hexano 30 % acetona
103-121 60 % hexano 40 % acetona

Tabla E. Subfracciones de la columna flash de la fraccion 28-30 del extracto crudo

hexanico.

De dicha separacion se reunieron las fracciones con rf similares y finalmente se
obtuvieron tres subfracciones mayoritarias con un peso de 14 mg, 13 mgy 0.49 mg. Las
tres subfraciones fueron nombradas como 28-30-1, 28-30-2, 28-30-3. Solo dos
subfracciones fueron evaluadas (28-30-1, 28-30-2) debido a la cantidad de materia
obtenida de cada una de estas.
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4.4.2. EVALUACION DE LA
SUBFRACCION 28-30-1
DEL EXTRACTO CRUDO HEXANICO

Los resultados arrojados por las evaluaciones y pruebas aplicadas a los datos
obtenidos de la subfraccion 28-30-1, revelaron que existe mayor consumo foliar del
control respecto a tratamiento, lo cual podemos observar en la siguiente graficay en la
Tabla F, donde se indica que lamedia del consumo del control (81.5) es mayor que la del
tratamiento (39.8). Asimismo, € indice antialimentario (50.9) indicé que los
componentes de la fraccion 28-30-1 poseen carécter antidimentario frente a S
frugiperda, ya que el porcentgje del indice antialimentario es alto, por arriba del 50 %
(Fig. 14). Losresultados anteriores se respaldan con los obtenidos a partir de la prueba de
t (4.41), ya que este estadistico sefiala que hay diferencias significativas entre las medias
del control y tratamiento, lo cua significa que los componentes de la subfraccién 28-30-1

presentan actividad antialimentaria frente a S. frugiperda.

CONSUMO FOLIAR Y % IA DE LA SUBFRACCION 28-30-1
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Fig. 15. Comparacién del consumo foliar de S. frugiperda frente al control (E.S+ 3.9) y
tratamiento (E.S.£6.7) ; asi como indice antialimentario de la subfraccién con p=0.05y t= 4.41
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*SUBFRACCION

% DE CONSUMO DE LOS

DISCOSFOLIARES

%
ANTIALIMENTARIO

CONTROL TRATAMIENTO
28-30-1 39.87 81.5 50.9
28-30-2 60.71 78.27 16.44
31-33 51.78 74.10 28.48
59 68.48 60.41 11.03

Tabla F. indice antialimentario de las subfracciones del extracto crudo hexanico; y

comparacion del porcentaje de consumo foliar en el tratamiento y control de las subfracciones

del extracto hexanico.
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4.4.3 ELUCIDACION DE LOS
COMPONENTESDE LA SUBFRACCION
28-30-1 DEL EXTRACTO HEXANICO

La subfraccion 28-30-1 es la subfraccion mas abundante de la fraccion 28-30;
correspondiente al 0.0019 % del total de la muestra respecto a peso seco de las semillas;
asi como a 1.07 % del total del peso del extracto crudo hexanico, y a 4.66 % del total
del peso de la fraccion 28-30. Los componentes de la subfraccion fueron identificados
mediante €l andlisis de una muestra (4 mg) por cromatografia de gases acoplado a masas
(CG-MYS). El andlisis CG-M S sefia 6 que la subfraccion 28-30-1 se encuentra constituida

por diecisiete sustancias (Fig. 15) como se observa a continuacion:

Fig. 16. Cromatograma de la subfraccién 28-30-1, en €l cual se muestra los picos de los diecisiete

compuestos que la confor man.
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De los diecisiete compuestos se identificaron solamente catorce de ellos

(correspondientes al 82.35 % del total de sustancias), mismos que se sefidan en la

siguiente tabla:

SUSTANCIA ESTRUCTURA QUIMICA ABUNDANCIA RT CLASE DE
(% AREA) (MIN) | COMPUESTO
Hexanal \/\/\/O 7.47 3.03 | Aldehido
4-Hidroxi-4-metil-2- 0 2.52 7.30 | Cetona
pentanona
HO
(2E4E)-2.4-Nonadienal | N\ N\, 1.02 7.98 | Aldehido
insaturado
Nonanal P U Ua 1.88 12.83 | Aldehido
Acido Hexanoico ¢ 291 14.77 | Acido
Y\/\/ carboxilico de
OH cadena media
E-2-Decend W/\/\/ 2.38 18.25 | Aldehido a, B-
insaturado
Acido octanoico o 2.09 19.62 | Acido
Y\/\/\/ carboxilico de
o cadena media
E-2-Undecenal \/\/\/\/\/\C 1.79 20.90 ;Anid;:zoa, B-
Acido decanoico (&cido 2.83 21.89 | Acido
caprico) W\/ carboxilico de
™ cadenamedia
3,7,11-Trimetil-1- o 0.80 27.23 | Alcohol
dodecanol W primario
Acido dodecantico 0.94 28.38 | Acido

(4cido ladrico)

carboxilico de

cadenalarga




SUSTANCIA ESTRUCTURA QUIMICA ABUNDANCIA RT CLASE DE
(% AREA) (MIN) | COMPUESTO

6,10,14-Trimetil-2- M\/\M 6.04 30.93 | Cetona

pentadecanona

Q

1-Hexadecanol, acetato YO\AN\/W\/\/ 1.32 32.40 | Cetona

Acido  hexadecanoico q 62.12 38.15 | Acido
(&cido palmitico) \/\/\/\/\/\/\/\( carboxilico de

o cadenalarga

Tabla G. Estructuras quimicas, tiempos de retencion (RT), % de abundancia y clasificacién de los

compuestos de la subfraccién 28-30-1.

De los compuestos identificados en la subfraccion 28-30-1, €l 40 % de éstos,
pertenecen a grupo de los &cidos carboxilicos (seis de los quince compuestos descritos).
El segundo grupo mas copioso fue e de los aldehidos, ya que de este grupo se
identificaron cinco compuestos (29.41 %), mientras que del grupo de las cetonas se
observaron tres compuestos (17.64 %), y de los alcoholes, sdlo se localizé un compuesto
(6.6 %).

Sin embargo, a hablar de los porcentgjes de abundancia de cada uno de los
grupos (Tabla G), podemos observar que nuevamente el grupo con mayor abundancia en
la subfraccion es el de los &cidos carboxilicos de cadena larga (63.06 %), mientras que €l
segundo corresponde a los adehidos que presentaron una abundancia de 12.66 %. Por su
parte, las cetonas mostraron un porcentaje de abundancia de 9.88 %. El compuesto mas
abundante de la subfraccion es un écido carboxilico de cadena larga (16 carbonos),

denominado écido hexadecanoico o también nombrado &cido palmitico.

Lamayoria de los compuestos que se lograron identificar de lafraccion 28-301 ya
habian sido identificados y descritos con distintas actividades biol 6gicas como alelopatia,
insecticida, antiinflamatoria, antitumoral, atrayente, interruptora del crecimiento de
ciertos organismos, entre otros (como se muestra en la Tabla H). La mayoria de los

compuestos descritos con actividad bioldgica en la Tabla H fueron evaluados como

55



constituyentes de una mezcla activa. De igual forma, la subfraccion 28-30-1 fue evaluada
como una mezcla y no de forma individual, sin embargo, se presume que dicha
subfraccion posee actividad antialimentaria debido a la accién conjunta de los
compuestos que la conforman, ya que la cantidad de cada uno de ellos en la mezcla es
muy pequefia. Sin embargo, para tener certeza de €ello, se tendrian que evaluar cada uno
de los compuestos puros que conforman la mezcla, en las mismas concentraciones en las
gue se encuentran en las semillas de la planta.

Los componentes extraidos de las semillas de B. grandifolia (acidos grasos de
cadena media y larga, alcoholes y aldehidos) difieren de los compuestos aislados de las
hojas de esta planta. Los metabolitos obtenidos de los extractos de hojas pertenecen a
grupo de los terpenos (monoterpenos y sesquiterpenos). Sin embargo, en otras especies
pertenecientes al mismo género (B. subminiliformis y B. morelensis), se han descrito

&cidos grasos (Zufiga, 2005).

TABLA H.- ACTIVIDAD DE COMPUESTOS ENCONTRADOS EN LA FRACCION 28-301,
OBTENIDOS DE LA LITERATURA

ACTIVIDAD BIOLOGICA COMPUESTOS REFERENCIA

Antimicrobiano de hojas de Anthemis aciphylla | Hexanal, Nonanal, 2-decend, (E), Acido Hisni et al. (2006)
contra  Staphylococcus, S. epidermidis, | octanoico, Acido decanoico, 3,7,11-
Enterobacter aerogenes, Salmonella | Trimetil-1-dodecanol; 6,10,14-Trimetil-2-
typhimurium, Escherichia coli, Pseudomonas | pentadecanonay Acido hexadecanoico.

aureguinosa. 2

Actividad antiinflamatoria del conjunto de acidos | Acido hexanoico, Acido decanoico, Acido | Shamset al. (2007)
grasos provenientes de Prunas Mahaleb L. | hexadecanoicoy Acido octanoico.

Kernels. 2

Aceites esenciales de Hojas de Populus nigra, | Hexanal y Acido hexanoico. Li et al. (2005)
atrayentes de Helicoverpa armigera. 2

Decremento en el crecimento de | E-2-Decenal. Belleti et al. (2004)
Saccharomyces cerevisiae por actividad de los

aceites de Citrus Essences. 2
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Actividad moderada antimicrobial contra Gram + | E-2-Decenal. Nurettin, et al. (2006)

y Gram -, de los aceites esenciales de Minuartia

meyeri. 2
Aceites esenciales de Oenanthe crocata L. con | Hexanal Bonsignore, et al. (2005)
actividad antibacterial moderada

(Streptococcus faecalis y Bacillus lentus.) 2

Efecto alelopatico de los metabolitos de | 3,7,11-Trimetil-1-dodecanol Heet a. (2006)
exudados de raices del arroz, contra

Echinochloa crusgalli (cola de caballo). 2

Insecticida contra Aphidos, a partir de Aceites | Acido dodecanoico, Bestmann et al. (1988)
esenciales de Rhus Typhina. 2 6,10,14-Trimetil-2-pentadecanona
Aceites esenciales de Achillea biebersteinii, con | 6,10,14-Trimetil-2-pentadecanona Baris et al. (2006)

actividad Antimicrobiano (8 compuestos), Anti

candidial y Antifingico (14 compuestos). 2

Antibacterial contra Nonanal, E-2-Decenal. Bisignano et a. (2001)
B. cereus,
L. monocytogene y L. monocytogenes ; obtenido

a partir de Olea europea. 1

Antimicrobiano de Aceites esnciales de | 6,10,14-Trimetil-2-pentadecanona Jianging , et a. (2004)
Scutellaria barbata contra  Staphylococcus
aureus,  Escherichia  coli, = Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Methicillin-
resistant, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
heamolyticus, Staphylococcus simulans,
Enterococcus faecalis, Citrobacter freundii,
Kicbsiella  pneumoniae, Shigella  flexneri,
Salmonel paratyphi, Serratia liquefaciens,
Serratia marcescens, Stenotrophomonas
maltophilia, Candida  albicans, Candida

tropicales. 2

Aceites esenciales de Foeniculum vulgare que | 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona Singh et a. (2006)
muestran de buena a moderada inhibicién de

hongos. 2

Decremento de la tasa de crecimiento de | Acido octanoico, Acido decanoico y &cido | Evanset al. (2000)
Blepharida flavocostata, por la accién de los | hexadecanoico

aceites esenciales de Bursera biflora. 2

1---- ACTIVIDAD DESCRITA AL PROBAR LA SUSTANCIA PURA.
2---- ACTIVIDAD DESCRITA AL PROBAR LA SUSTANCIA MEZCLADA CON OTROS COMPUESTOS.

La mezcla de la fraccion 28-30-1 resulta ser un antialimentario fuerte contra S,

frugiperda, ya que presenta una media del porcentaje antialimentario alta (50.15), por lo
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cua podemos suponer dicha mezcla podria generar efectos dafiinos o tdxicos contra S.
frugiperda (actividad insecticida), lo cual no lo tendremos cierto hasta redlizarle pruebas
de no eleccion, durante las cuales se evalUan las variables de peso y sobrevivencia contra
compuesto 0 mezcla de sustancias suministradas en la dieta, durante € desarrollo del
insecto. Esta mezcla presenta potencial ato para convertirse en un antialimentario
comercia en la condicién probada, debido a su eficacia, bajo costo y a que no involucra
los problemas que los insecticidas actualmente usados conllevan, ya que a pesar de que
son muy efectivos, son téxicos, y provocan dafios a las poblaciones de plantas o animales
aledafios al sitio de aplicaciéon del quimico (Weinzierl, 2000), causando un impacto no
puntual, sino de una amplitud mayor, aterando poblaciones hacia las cuales no va
dirigido e ataque y manteniéndose en € suelo durante un largo periodo de tiempo,

generando un gran costo econdémico, ambiental y de salud.

4.4.4. EVALUACION DE LA
SUBFRACCION 28-30-2
DEL EXTRACTO CRUDO HEXANICO

La subfraccion 28-30-2 present6 diferencias en los consumos foliares del control
respecto a tratamiento, lo cual se puede observar en la Figura 16, y es respaldado
mediante los resultados arrojados por el estadistico t (1.94), que sefidd que hay
diferencias significativas entre las medias. Asimismo, el promedio del indice
antialimentario reflg6 que existe actividad antialimentaria de los compuestos de la
fraccion frente a S frugiperda, ya que mostré un valor de 16.44. Sin embargo, dado que
la eficacia antiadlimentaria de la fraccion resulté ser medianamente bagja, ya que se
encuentra muy por debgjo del 100 %, que indica inhibicidn total alimentaria (Gonzé ez-
Coloma, 1995y Vaenciaet al., 2000), no se procedi6 ala separacion de |os componentes

de lamezcla para su posterior evaluacion y elucidacién quimica.
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Fig.17. Comparacién del consumo foliar de S. frugiperda frente al control (E.S.x 3.9) y
tratamiento (E.S.+6.7); asi como indice antialimentario dela fraccién con p=0.05y t= 1.94.

Las fracciones por separado presentaron mayor actividad antialimentaria frente a
S frugiperda que la mezcla de sustancias denominada 28-30, lo cua probablemente se
deba a que la actividad antialimentaria de algunas sustancias se ve disminuida o
enmascarada a estar combinadas con metabolitos secundarios de carécter
fagoestimulante, o a encontrarse en cantidades muy pequefias en una mezcla de varias

sustancias.
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4.5. SEPARACION
DE LASFRACCIONES31-33 Y 59

De acuerdo a las caracteristicas de cada una de las fracciones se €ligio e método
de separacion aredlizar. Tanto las fracciones 31-33 y 59 formaron cristales. Los cristales
de la primera fraccion fueron de tamafio grande, en forma de agujas y color amarillento;

mientras que los cristales de lafraccion 59 fueron pequefios y de color blanco.

La fraccion 31-33 constituida por cuatro compuestos (segun lo observado en la
cromatografia en capa fina), se pensaba que se encontraba conformada por - sitosterol
mayormente, y por algunas otras sustancias debido a las caracteristicas fisicas de los
cristales (color, tamafio y forma). Por lo cual, se comparé una muestra de la fraccion
contra un control (B- sitosterol puro) mediante cromatografia en capa fina en un sistema
de eluyentes 80:20 hexano/acetona. Derivado de lo anterior, se observo que la sustancia
en mayor proporcion de la fraccion 31-33, efectivamente corresponde a - sitosterol.
Posteriormente, se procedio a la separacion del componente mayoritario a través de la

cromatografia en capa fina.

La fraccion 59 fue purificada antes de ser evaluada, ya que seguin lo observado en
las placas cromatograficas se encontraba conformada por muy pocos compuestos. En la
cromatografia en capa fina con sistema de eluyentes 80:20 hexano/acetona se observé
gue esta fraccion se encuentra conformada por tres componentes, uno de ellos localizado
en mayor proporcion que los otros dos (localizados en proporciones minimas). Para la
purificacion de los cristales de lafraccion, se procedio alafiltracion al vacio del material,
con la finalidad de obtener los cristales puros de esta fraccion para su posterior
evaluacion e identificacion. Una vez obtenidos |os cristales puros fueron comparados con
muestra de la fraccion 59 (no filtrada), donde se observé que los cristales presentaron un
coeficiente de retencion similar al del compuesto mayoritario de la fraccion, por lo cual

se determind que el componente mayoritario de lafraccion habia sido purificado.
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4.5.1. EVALUACION DE LA SUBFRACCION 31-33
DEL EXTRACTO CRUDO HEXANICO

Los resultados arrojados por las evaluaciones y pruebas aplicadas a los datos
obtenidos de la subfraccién 31-33, revelaron que existe mayor consumo foliar del control
gue del tratamiento (Figura 17), ya que de acuerdo a los resultados obtenidos a partir de
la prueba det (2.56) y a indice antialimentario (28.4) se deduce gue existen diferencias
significativas entre las medias del control (74.1) y tratamiento (51.7), lo cual indica que

el sitosterol posee actividad antialimentariafrente a S frugiperda.

CONSUMO FOLIAR Y % IA SUBFRACCION 31-33
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Fig. 18. Comparacion del consumo foliar de S frugiperda frente al control (E.S.+ 1.7) y tratamiento
(E.S.t 7.7); asi como indice antialimentario de lafraccion con p=0.05y t= 2.56

La subfraccion 31-33 que fue identificada como sitosterol constituye el metabolito
secundario activo mas abundante en toda la planta. Cabe mencionar, que se han realizado
pocos estudios acerca de la actividad biologica del sitosterol (puro). Entre estas
actividades descritas podemos mencionar actividad antiinflamatoria en ratones, al estar €l

sitosterol en combinacién con un grupo de acidos grasos provenientes de la planta Prunas
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Mahaleb L. Kernels (Shams, 2007). Probablemente, |a poca investigacion de la actividad
biolégica del sitosterol se debe a que no harecibido la atencidn correspondiente, debido a
gue posee una estructura quimica de menor complejidad que otras sustancias y a que es
producido por la totalidad de las plantas, lo cual no corresponde a las caracteristicas
esenciales de un metabolito secundario, ya que son producidos de forma restringida con
lafinalidad de evitar los ataques de herbivoria de insectos especialistas de la especie y no

de una gran gama de herbivoros.

Por 1o que, € hecho de que e sitosterol resulte un antialimentario contra el
gusano cogollero del maiz, abre muchas posibilidades e implica una gran contribucion
referente a la busqueda de metabolitos secundarios con actividad biolégica, ya que su
produccion a nivel comercial se facilitaria toda vez que se puede obtener de cualquier
planta, y generalmente es el compuesto méas abundante en éstas. Ademas, a ser un
producto elaborado por todas las plantas no produciria efectos alel opaticos o tdxicos en

las plantas pertenecientes alos cultivos, ni alos consumidores finales (el ser humano).
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4.5.2. EVALUACION DE LA SUBFRACCION 59
DEL EXTRACTO CRUDO HEXANICO

Se evalud la actividad antialimentaria del compuesto mayoritario de lafraccion 59
(Fig. 18), ya que se obtuvo cantidad suficiente de muestra (5.2 mg) para realizar los
ensayos bioldgicos. Los resultados mostraron un indice antialimentario de 11.03, € cual
sefidd que la subfraccion evaluada posee actividad antialimentaria baja frente a S.
frugiperda. Por su parte, € estadistico de t (1.53) sefidd que no existen diferencias
significativas entre las medias de consumo foliar del control y tratamiento. Asi, la
fraccion 59 no fue considerada como sustancia antialimentaria ante el insecto modelo,

por lo cual no fue sometida a pruebas espectroscopicas.
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Fig. 19. Comparacion del consumo foliar de S. frugiperda frente al control (E.S.x 3.9) y
tratamiento (E.S.26.7) ; asi como indice antialimentario dela fraccion con p= 0.05y t= 1.53.
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5.0. CONCLUSIONES

Las fraccion y subfraccidon que mostrdé efecto significativo inhibitorio de la
alimentacion de S. frugiperda fue la fraccion 9-27 y la subfraccion 28-30-1, ya

que presentaron indices antialimentarios altos por arriba del 50 %.

La composicioén quimica de las subfracciones que resultaron activas se conforman
de acidos grasos de cadena media y larga, esteroles, alcoholes y aldehidos. Los
compuestos mayoritarios de las subfracciones activas son el acido hexadecandico,
el 4cido dodecanoico y la 6,10,14-Trimetil-2- pentadecanona, los cuales podrian

ser los responsables de la actividad antialimentaria frente a S. frugiperda.

Las fraccion 9-27 que presentd un indice antialimentario por arriba del 50 %
podria ser un buen prospecto para la busqueda de antialimentarios, por lo cual se
sugiere la separacion y evaluacion de cada uno de los compuestos que constituyen

a esta fraccion.

La subfraccion 31-33 sitosterol, a pesar de no ser un antialimentario de gran
potencia, es un metabolito secundario de gran distribucion y abundancia en las
plantas que podria ser utilizado en mezcla con otros metabolitos para su

comercial, debido a sus ventajas econémicas.

Con la presente investigacion se contribuyo al estudio y conocimiento del perfil

quimico del género Bursera, en particular de B. grandifolia.
Los compuestos aislados de las semillas de B. grandifolia, difieren a los descritos

en los extractos de las hojas. Sin embargo, componentes de este tipo se han

aislado de extractos de otras plantas pertenecientes al género.
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