.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

ACTIVIDAD INSECTICIDA Y ALELOPATICA DE

Cedrela ciliolata {(Meliaceae)

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA
P A E s E N T A

EMMA SANCHEZ MARTINEZ

EXAMENES PROFESICNALES
FACULTAD DE QUIsICA

MEXICO, D. F. 2001




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO

PRESIDENTE: Prof. Ofelia Espejo Gonzalez
VOCAL: Prof. Yolanda Caballero Arroyo
SECRETARIO: ' Prof José Serafin Calderon Pardo
PRIMER SUPLENTE: Prof.'José Manuel Méndez Stivalet
SEGUNDO SUPLENTE: Prof. Blas Flores Pérez

Sitio donde se desarrollo el tema:

Laboratorio 7, Unidad de Investigacion de Plantas Medicinales del Instituto de
Quimica de la Universidad Nacional Autdnoma de México.

Asesor

I;)r/ Ca\?(?s/f Céfgpedes Acunha

Sustentanie:

= ZL
Sénchez‘@rtinez Emma



AGRADECIMIENTOS

A mis padres por todo el apoyo recibido a lo largo de mi vida, por sus
consejos, desvelos, comprension, orientacion y alegrias compartidas, los quiero
mucho.

A mis hermanos Edith, Abraham y Juan Esteban por colaborar con su
comprensidn y apoyo a lo largo de mis estudios.

A mis gueridos amigos Angélica, Michelle, Joaguin, Rocio Munoz, Rocio
Luna, Xdchitl por esos gratos momentos que compartimos juntos, por la amistad
que me han brindado en estos afos y por ayudarme a cumplir un suefc mas.
Gracias.

A todos mis amigos en general, Paly Borja, Lucha, Lupita; Nora, Karen
Hernandez,... por su bella amistad.

A mis abuelitos por todas sus experiencias compartidas y por sus sabios
consejos.

Al Dr. Arredondo, Sr. Francisco, a mis primos Gerardo y Francisca, por sus
buenos consejos y sus palabras alentadoras.

A mis tios y primos por su apoyo y por todos los momentos compartidos.

El trabajo de esta tesis se realizé mediante el apoyo econdmico otorgado a
través de! proyectc CONACYT 27975N,

Al Dr. Eduarde Aranda del Centro de Investigacion Biotecnélogica de
Cuernavaca, Morelos, por proporcionar los insectos e instalaciones para el
desarrollo de! estudio biolégico.



Site atrae una lucecita, siguela.

Site conduce al pantano, ya saidras de é&l.

Pero si no la sigues,

Toda |a vida te mortificards pensando que acaso era tu estrella

Séneca

Dame, Sefior, agudeza para entender,
capacidad para retener,

método y facultad para aprender,
sutileza para interpretar,

gracia y abundancia para hablar.

Dame acierto al empezar,

direccion al progresar
y perfeccion al acabar.

Santo Tomas de Aquino.



INDICE

Pagina
Indice de Figuras y Cuadros [
Indice de Tablas {1
Indice de graficas 11
CONTENIDO
Pagina
|. ANTECEDENTES 1
1.1 Introduceidén 1

1.2 Antecedentes etnobotanicos y farmacologicos de la especie

Cedrela ciiiolata (Meliaceae) 5

1.3 Alelopatia 8
1.3.1 Malezas 1
1.3.2 Germinacion 12
1.4 Insectos 13
1.4.1 Insecticidas 14

1.4.2 Conchuela mexicana de frijol Epilachna

varivestis Mulsant 16

Ii. JUSTIFICACION 22
2.1 Objetivos 24

ll. PARTE EXPERIMENTAL 26

3.1 Material vegetal 26



3.2 Preparacion de los extractos orgénicos a partir de la madera de
Cedrela ciliolata 26
3.3 Pruebas biclogicas 28
3.3.1 Evaluacion del efecto sobre el desarrollo de semillas 28

3.3.2 Método para evaluar actividad sobre el insecto
Epilachna vanvestis 30
a) Prueba de actividad antialimentaria de

no eleccién 30

b) Prueba de actividad antialimentaria de

eleccion o preferencia 32

IV. RESULTADOS : 35
4.1 Obtencién de los extractos a partir de la madera de Cedrela

cifiolata 35

4.2 Prueba biclogica 36

4.2.1 Evaluacidn del efecto sobre el desarrollo de las
semillas 36
4.3 Obtencion de las fracciones a partir del extracto diclorometdnico
de Cedrela ciliolata 49
4.3..1 Evaluacidn del efecto sobre el desarrollo de las

semillas 49
4.4 Actividad insecticida 65
4.4.1 Prueba antialimentaria de no eleccion 66

4.42 Prueba antialimentaria de eleccién o preferencia. 69

V. CONCLUSIONES 75

VI. PERSPECTIVAS 77

VII. BIBLIOGRAFIA 78



INDICE DE FIGURAS Y CUADROS

Figura 1. Estructuras de azadirachtina (Azadirachta indica) y toosendanina
(Melia foosedan)

Figura 2 Cedrela ciliolata Blake. Rama con inflorescencia, flores, fruto
y semillas.

Cuadro 1. Ejemplos de algunos compuestos alelopaticos presentes en
plantas.

Cuadro 2. Clasificacion de sustancias antialimentarias basandose en su tipo
de estructura

Cuadro 3. Resumen de los sistemas de elucién empleado y fracciones
obtenidas a partir del extracto diclorometanico de la madera
de C. cifiolata

Cuadro 4. Clsy para los extractos y fracciones primarias reunidas en semillas
de L. multifiorum

Cuadro 5. Cigy para los extractos y fracciones primarias reunidas en semillas
de P. ixocarpa.

Cuadro 6. CMI obtenidas para los extractos diclorometanico y metandlico
de C. ciliolata

18

29

64

64

67



INDICE DE TABLAS
Actividad alelopatica

Extractos

Tabla 1. Porcentajes de germinacion de las semillas de L. multiflorum.
Tabla 2. Porcentajes de elongacion de raiz en plantulas de L. multifiorum.
Tabla 3. Porcentajes de elongacion de tatlo en plantulas de L. multifiorum.
Tabla 4. Porcentajes de peso seco en plantulas de L. multifiorum.

Tabla 5. Porcentajes de germinacién de las semillas de P. ixocarpa.
Tabla 6. Porcentajes de elongacion de raiz en plantulas de P. ixécarpa.
Tabla 7. Porcentajes de elongacion de tallo en pléntulas de P. ixocarpa.
Tabla 8. Parcentajes de peso seco en plantulas de P. ixocarpa.

Fracciones
Tabla 9. Porcentajes de germinacion de las semillas de L. muftifiorum.
Tabla 10. Porcentajes de elongacion de raiz en plantulas de L. multifiorum.

Tabla 11. Porcentajes de elongacion de tallo en pldntulas de L. muitifiorum.

Tabla 12. Porcentajes de peso seco en plantulas de L. muftifiorum.
Tabla 13. Porcentajes de germinacion de las semillas de P. ixocarpa.
Tabla 14. Porcentajes de elongacion de raiz en plantulas de P. ixocarpa.
Tabla 15. Porcentajes de elongacion de talio en plantulas de P. ixocarpa.
Tabla 18. Porcentajes de peso seco en plantulas de P. ixoccarpa.

Actividad insecticida

Extractos

Tabla 17. Porcentajes de inhibicion de alimentacion de las larvas de
E. varivestis. Prueba antialimentaria de no eleccion

Tabla 18 Porcentajes de inhibicion de alimentacién de las larvas de
E. varivestis. Prueba antialimentaria de eleccion

40
41
42
43

45
46
47

53
54
55
56
57
58
59
60

68

70



Tabla 1.

Tabla 2.

Tabla 3.

Tabla 4.

Tabla 5.

Tabla 6.

Tabla 7.

Tabla 8.

Tabla 8.

INDICE DE GRAFICAS

Porcentajes de germinacion de las semillas de L. mulffiflorum a
distintas concentraciones de los extractos.

Porcentajes de elongacién de raiz en plantulas de L. muttiflorum
a distintas concentraciones de los extractos.

Porcentajes de eiongéci()n de tallo en plantuias de L. muitiflorum
a distintas concentraciones de los extractos.

Porcentajes de pesa seco en plantulas de L. muffifiorum a distintas
concentraciones de los extractos.

Porcentajes de germinacion de ias semillas de P. ixocarpa a distintas
concentraciones de los extractos.

Porcentajes de elongacion de raiz en plantulas de P. ixocarpa a
distintas concentraciones de los extractos.

Porcentajes de elongacion de tallo en plantulas de P. ixocarpa a
distintas concentraciones de los extractos.

Porcentajes de peso seco en pléntulas de P.ixocarpa a distintas

concentraciones de los extractos

Porcentajes de germinacion de las semillas de L. muitiflorum a

distintas concentraciones de las fracciones.

Tabla 10. Porcentajes de elongacién de raiz en plantulas de L. muitiflorum

a distintas concentraciones de las fracciones

Tabla 11. Porcentajes de elongacion de tallo en plantulas de L. multifiorum

a distintas concentraciones de [as fracciones

Tabla 12. Porcentajes de peso seca en plantulas de L. muftifiorum a distintas

concentraciones de {as fracciones

Tabla 13. Porcentajes de germinacion de tas semillas de P. ixocarpa a

distintas concentraciones de las fracciones

40

11

42

43

45

46

47

53

54

55

56

57

il



Tabla 14.

Tabla 15.

Tabla 16,

Tabla 17.

Tabla 18.

Porcentajes de efongacién de raiz en plantulas de P. ixocarpa a
distintas concentraciones de las fracciones
Porcentajes de elongacion de tallo en plantulas de P. ixocarpa a

distintas concentraciones de las fracciones

Porcentajes de peso seco en plantulas de P, ixocarpa a distintas

concentraciones de las fracciones

Porcentajes de inhibicidn de alimentacidén de las larvas de
E. varivestis )
Porcentajes de inhibicidon de alimentacion de las larvas de

E. varivestis

58

59

60

68

70



Antecedentes

. ANTECEDENTES

1.1 Introduccién

La diversidad bioldgica de una regién puede ser apreciada por el numero
de especies endémicas distribuidas en dicha area; por esta razon México ocupa el
tercer lugar en biodiversidad después de Brasil y Colombia, en América debido a
la gran abundancia de especies bioldgicas presentes en nuestro pais. Entre estas
especies biologicas se encuentra su rica flora derivada de la gran variabilidad de

zonas climaticas, es decir desde selvas hasta desiertos. (Bye et al., 1995)

La diversidad etnobotanica esta basada en la interaccion de la diversidad
biologica y cultural. Debido a que esta dltima ha persistido por milenios un gran
numero de especies de plantas forman parte de la flora medicinal tradicional, lo
que constituye sin lugar a dudas, el recurso terapéutico tradicional mas utilizado

por la poblacién mexicana. (Bye et al., 1995)

Al examinar el habitat de algunas plantas se ha podido observar que no son
hospederas para los insectos o bien inhiben el crecimienlo de maleza a su
alrededor. Dichos efectos se asccian a la presencia o ausencia de metabolitos
secundarios producidos por las plantas. (Rice, 1984; Klocke, 1987; Duke et al.,
1993; Anaya et al., 1995). No es comun encontrar una planta rica en una variedad
de diferentes clases de metabolitos secundarios, como pueden ser alcaloides,
flavonoides, terpencides o compuestos fendlicos entre otros, debido a que la
mayoria de las plantas poseen en mayor proporcion alguno de los compuestos

mencionados. (Harbarne, 1988)
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|_os estudios alelopaticos han producido un creciente interés en estudiar los
metabolitos secundarios derivados de plantas, por su selectividad y por presentar
menos impactos negativos al ecosistema que los plaguicidas convencionales, por
esta razén son mas deseables en el manejo de plagas. (Putman, 1985; Plimmer,
1985; Singh et al., 1997}

Entre los productos naturales mas prometedores en alelopatia, que estan
siendo investigados actualmente, se encuentran los limonoides que son
metabolitos secundarios de tipo tetranoririterpenoide presentes en las plantas.
Derivan biogéneticamente de triterpenoides tetraciclicos, de los tipos eufano o
tirucalano. Estos sufren una gran variedad de oxidaciones y transposiciones en su
esqueleto para generar los distintos tipos de limonoides. Los limonocides
generaimente se acumulan en todos los tejidos {semillas, hojas, corteza y madera}

de las plantas que los biosintetizan. {Champagne et al., 1992; Isman et al., 1996).

El término limonoide deriva del nombre de la especie limén (Citrus fimén) y
hoy en dia se utiliza para designar de manera general a todos los compuestos
relacionados con la limonina, primer compuesto tetranortriterpenocide natural

aislado a partir de |la corteza del arbol del fimén (Bevan et al., 1963).

Los limonoides son metabolitos secundarios caracteristicos particularmente
en la familia Meliaceae, Rutaceae y Cneoraceae, todas del orden de los Rutales,
siendo particularmente abundantes en la familia Meliaceas, a los limonoides
derivados de esta familia también se les conoce como meliacinas. (Champagne et
al,, 1992)

Desde el punto de vista bioldgico, las limonoides han demostrado tener una
gran variedad de propiedades biologicas como son las actividades antimicrobiana,
(Lowery et al., 1997), antifungica (Govindachari et al., 1999), diurética (Duke,
1991) insecticida (Champagne et al 1983, Arnascn et al., 19393; Jain et al, 1993;
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Kubo et al., 1993;), antialiméntaria {Isman et al., 1996; Mata, 1996, Jiménez et al.,
1997; Vietch et al., 1999; Céspedes et al., 2000), propiedades reguladoras detl
crecimiento vegetal (Segura et al, 1993; Céspedes et al.,‘ 1998), efectos
farmacolégicos en animales y humanos (Mc Kinnon et al., 1997, Matsuda et al,
1998) y bactericida (Tada et al., 1999).

Actualmente se ha desarrollado comercialmente dos limonoides con
actividad insecticida: la azadiractina y la toosendanina obtenidas a partir
Azadirachta indica y Melia toosedan respectivamente. (Figura 1} {(Rembold et al.,
1989).

Dentro de la familia Meliaceae la planta mas estudiada es el arbol del
“neem” o Azadirachta indica, un érbol native subtropical de las zonas aridas de
Asia y Africa, del cual se ha podido aislar un limonoide presente en las hojas y

frutas, la azadiractina.

. La azadiractina fue identificada come inhibidor de la alimentacion para el
saltamontes del desierto, Schistocerca gregaria Forsk y ha sido
subsecuentemente reportada con actividad antialimentaria contra cerca de
doscientas especies de insectos. En hembras de Epilachna varivestis
{Caoleoptera) provocé eslerilidad, ademas de reducir grandemente la produccién
de huevos. También se realizaron pruebas con 2 cepas geneticamente diferentes
de Plutelia xyllostella (L.) para la azadiractina y un insecticida de origen sintético
{deitametrin), con la finalidad de observar si inducian desarrollo de resistencia a
estos compuestos. En los resultados obtenidos no se observd desarrollo de
resistencia en mas de 35 generaciones de aquellas cepas probadas con dicho
limonoide; sin embargo las cepas probadas con el insecticida  sintético
desarroliaron factores de resistencia de 20 en una linea y 35 en ofra. (Saxena,

1989) Este limonoide es efectivo como fagoinhibidor, repelente toxico, esterilizante
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y trastornador del crecimiento para insectos & dosis tan bajas como de 0.1 ppm.
(Jacobson, 1989)

Aco™
AcQ

Figura 1 Estructuras de azadirachtina (Azadirachta indica) y toosendanina

(Melia toosedan)

Otros ejemplos estudiados de la familia Meliaceae se describen a

continuacion,

*  Melia volkensii Gurke se usa en la medicina tradicional para aliviar el dolor, ios
extractos de semillas mostraron actividad como antialimentarios contra larvas y
adultos de |a langosta del desierto Schistocerca granaria (volkensin) y contra
las larvas del gusano Spodoplera frugiperda. (Mohammed et al., 1988
Jacobson, 1989)

= El extracto diclotrometanico obtenido de Cedrela salvadorensis, la mezcla

epimérica de fotogedunina y los acetatos de fotogedunina causaron una
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inhibicién parcial en la germinacion, crecimiento radicular en semillas de Lofium

multifiorum y Triticum vuigare ( Lotina et al., 1998).

» Las semillas de Melia azedarach contienen varias limonoides comunes a las
semillas del neem, por lo que sus extractos poseen actividad insecticida
{Jacobson, 1989)

« Los limonoides (trichilinas A-F) extraidos de las raices y corteza de Trichillia
roka L son conocidos por su actividad antialimentaria contra las larvas de
Spodoptera eridania (Cramer) y contra los adultos de Epflachna varnvestis
Mulsant (Conchuela det frijol). El limonoide sendanina aislado de sus frutos es
un potente inhibidor del crecimiento contra los gusanos Heliothis Virescens
Fabricius (gusano del tabaco) y Spodoplera frugiperda {gusano del maiz.)
(Jacobson, 1989).

1.2Antecedentes etnobotanicos y farmacoldgicos de la Especie Cedrela

ciliolata (Meliaceae}

La familia Meliaceae esta representada en México y América Central por 7
géneros y mas de 300 especies. El género Cedrela posee una compleja
taxonomia; en la actualidad se consideran alrededor de 9 especies distribuidas a

lo largo de América tropical, desde Meéxico hasta Argentina.

La especie Cedrela ciliolata fue identificada por Blake, se encuentra
distribuida en localidades algo dispersas de Guanajuato, norte de Michoacan y en
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los alrededores de ias ciudades de Querétaro, su clasificacidon taxondmica es la

sigutente:

Familia: Meliaceae
Género: Cedrela

Especie: Cedrela ciliolata.

Es un arbol hasta de 12 m de alto, pero por lo general no pasa de 10 m,
posee un tronco mas o menos tortuose, la corteza de tronco es grisacea, hasta de
60 cm de diametro, algunas porciones de la planta poseen ligero olor a ajo, florece
de marzo a junio sus flores son de color verde con rojo, se ha colectado su fruto
de abril a noviembre; es un arbol habitante de suelos someros y de afloramientos

rocosos. {Figura 2)

Los nombres comunes con |os que se encuentra registrado en la zona son:
cuatal, cuaterani (lengua purepecha), nogal, nogalillo corriente 6 nogalille

cimarron.

Esta especie tiende hacia una rapida desaparicion de la mayor parte de su
area. Sin embargo, puede reproducirse con facilidad por estacas y por semillas.
De esta forma se estan repoblando algunos sectores de vegetacion deteriorada de

los alrededores de la ciudad de Morelia.

En la medicina tradicional en México esta especie se emplea en el
tratamiento de célicos estomacales, diarrea, reumatismo, dolores de muelas.
(Argueta et al., 19394, Standley, 1983; Penington, 1981, Calderdn et al., 1993)
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Figura 2, Cedrela cifiolata Blake. A. Rama con inflorescencia; B, flores; C. fruto; D.

semillas. {Calderdn et al., 1993)
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1.3 Alelopatia

Las plantas generalmente liberan compuestos guimicos que afectan el
crecimiento, o distribucion de otras plantas a su alrededor (Einhellig, 1995). Estas
observaciones se realizaron hace méas de 2000 afios y en la actualidad Ia

comunidad de cientificos sigue tratando de elucidar estas interacciones

E! término alelopatia fue sugerido en 1937 por el fisidlogo de plantas
Molisch, para describir las interacciones quimicas entre las plantas incluyendo
microorganismos, actualmente dentro de este concepto se considera tanto el
efecto inhibitorio como el efecto estimulatorio. (Alliota, Rice, 1984; Einhellig, 1995).
La alelopatia esta interesada en los efectos que los compuestos quimicos de las
plantas o microorganismos tienen en el crecimiento, desarrollo y distribucién de
otras plantas y microorganismos en comunidades naturales o sistemas de

agricultura, (Einhellig, 1995).

Los compuestos organicos que afectan a la planta receptora se conocen
como compuestos alelogquimicos o bien aleloquimicos. {Einghellig, 1935). Dichos
compuestos aleloguimicos influencian comunidades de la flora, sucesidn de
plantas, preservacion de semillas, ciclo del nitrogeno, asociaciones mutualistas,
productividad de cultivos y defensas de las plantas. {Einghellig, 1995). Algunos

ejemplos de compuestos aleloguimicos se mencienan en fa tabla 1.

La transferencia de compuestos aleloquimicos producidas en las hojas,
tallos, corteza, raices de una planta superior a otra en una comunidad terrestre
pueden entrar en contacto con otras plantas por varios caminos como por ejemplo,
volatilizacion, lixiviados acucsos de hojas y tallos, exudados .de las raices o bien
por descomposicién- de residuos, alternativamente estos compuestos son

absorbidos en particulas del suelo y solubilizadas en el mismo. (Einghellig, 1995)
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Es a través de fenomenos de alelopatia que algunas especies de plantas
interfieren en el desarrallo de los cultivos. (Garcia, 1991} un ejemplo de esto es el
sorgo que inhibe el crecimiento del maiz; o la aifalfa que al ser adicionada al suelo
de los cultivos de pepino, tomate, lechuga estimulan su crecimiento. (Einghellig,
1985; Rice, 1987)

Cuadro 1. Ejemplos de algunos compuestos alelopaticos presentes en plantas

Tipo de estructura

Compuestos

Especie

Compuestos alifaticos

Acido oxalico

Salvia afficinalis

Acido férmico

Urtica dioica

Lactonas no saturadas

Psilotina

Psilotum nudum

Lipidos y acidos grasos

Acido linoleico

Carapa guianensis

Monoterpenos | 1-8 cineol Salvia reflexa
Terpenoides Triterpenos Azadiractina Azad:rqchta indica
Sesquiterpenos { Cacalo! Psacalium
decompositum

Acido benzoico y derivades

Acido hidroxibenzoico y
vainillico

Avena sativa

Acido cinamico y derivadas | Acido cinamico Parthenium
argentatum
Quinonas y derivados Juglona y sorgoleno Juglans nigra
Flavonoides Floridzina Malus spp
Taninos Acido galico Eucaliptus globulus
Alcaloides Fisostigmina Physostigma
venenosum
Glicdsido cianogenicos Durrina Serghum vulgare
Cumarinas Escopoletina Avena spp

Ademas de su actividad alelopatica algunos compuestos aleloquimicos
tienen funciones estructurales o fisiolégicas dentro de las plantas productoras

como por ejemplo el acido p-cumdrico y otros fenilpropanoides, comunmente
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identificados en el fenémenc de alelopatia, son intermediarios en la lignificacion.
(Einghellig, 1995)

Los bioensayos empleados en el laboratorio para el estudio de alelopatia se
basan en los efectos sobre la germinacion de semillas, elongacion radicular,
crecimiento de la plania vy otros procesos fisioldgicos. (Anaya et al., 1995
Putman, 1985, Einghellig, 1995)

La mayoria de los pesticidas sintéticos son dafiinos al medio ambiente
debido a su larga persistencia, toxicidad inespecifica, contaminacion, actividad
carcinogénica y mutagénica, Debido a estos problemas mucha de la atencion esta
siendo enfocada en caminos alternativos para el control, de malezas. Por lo tanto
la alefopatia puede ofrecer ayuda en la investigacidn de modelos de herbicidas
naturales, mas especificos y menos perjudiciales que aquellos sinteticos usados

actualmente en [a agricultura. (Jacobson, 1989; Macias, 1995; Duke et al ., 1995)

Como los métodos tradicionales para el descubrimiento de nuevos
herbicidas se vuelven mas dificiles y caros, el interés en productos naturales como
fuentes de nuevos herbicidas quimicos aumenta. Los productos naturales son una
fuente potencial atractiva para la obtencién de nuevos herbicidas naturales, no
sblo por la diversidad e innovacidén de estructuras quimicas producidas por
organismos vivos, sino también por la especificidad, potencial de acciones
bioldgicas vy la gran posibilidad de reduccién en la bioacumulacién perjudicial y/o

residuos en el suelo y agua.(Macias et al., 1999 & 2000}

Como se menciond anteriormente, el térming alelopatia involucra tanto el
efecto negativo como positivo de una planta sobre otra por lo cual es importante
definir el término de sustancia reguladora del crecimiento. El término de sustancias
reguladoras del crecimiento se refiere a aquellas susiancias gque son sintetizadas

en un determinado lugar de la planta o bien alguna sustancia sintetizada en el
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laboratorio que se trasladan a otro lugar, donde actian a muy bajas
concentraciones, regulande el crecimiento, desarrollc y metabolismo vegetal.

(http:/iwww. perso. wanadoo)

1.3.1 Malezas

Las malezas son un problema impartante en la agricultura, pueden definirse
como una planta que crece siempre o de forma predominante en situaciones
marcadamente alteradas por el hombre y que resultan no deseables por él en un

lugar y momento determinado (Garcia, 1991).

La presencia de maleza en campos cultivados causan un efecto perjudicial
sobre la produccién y calidad de la cosecha debido a la competencia por la luz,
agua, nutrientes y espacio de! suelo e interferencia con las operaciones de
cosecha; con lo cual se contamina la produccion obtenida y se aumentan los
costos de operacién. De esta forma, la presencia de malezas en areas cultivables
reduce la eficiencia de la fertilizacion y la irrigacién, facilita el aumento de otras
plagas y al final los rendimientos agricolas y su calidad decrecen severamenta.
Algunas veces pueden servir como hospedadores de insectos y patégenos
dafinos a las plantas cultivables. Ademas muchas especies de malezas liberan
una variedad de compuestos alelopaticos de hojas, tallo y raices que resultan ser

tdxicos a las plantas cultivables. (Macias et al., 1999).

Las malezas mas comunes en los cultivos pertenecen a las familias
Amarantaceae, Ambrosiaceae, Compositae, Euphorbiaceae, Graminae, dentro de
esta ultima se encuentran las especies Echinocloa crus-gafli y Lofium muitifiorum,
por lo cual ésta se convierte en una de las familias mas importantes de ser

combatida. (Garcia, 1996; Labrado et al., 1996)
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Una de las formas de contral de malezas son los herbicidas. Entendemos
por herbicida todo compuesto quimico que inhibe total o parcialmente el
crecimiento de las plantas. Los herbicidas son compuestos, en su mayor parte
organicos, que interfieren de algin medoe con el funcionamiento de las plantas,
deteniendo su crecimiento y produccion y en muchos casos provocando su
muerte. (Garcia, 1991; Macias et al., 2000; Bach, 1992)

Ei mecanismo de accion de la mayoria de [os herbicidas sintéticos consiste
preferentemente en la interrupcién de alguno de los procesos fisioldgicos
siguientes: a) fotosintesis y reaccidn de Hill; b)respiracién y transporte electrénico
en las mitocondrias; y c) metabolismo de los acidos nucleicos y de la sintesis de

proteinas. {Garcia, 1991)

1.3.2 Germinacioén

La germinacion empieza con la toma de agua por ia semilla (imbibicion) y
finaliza cuando empieza la elongacion del eje embrionario, llamado radicula. Esto
incluye numerosos eventos, por ejemplo, la hidratacion de las proteinas, cambios
a nivel estructural, en la respiracidn, la sintesis de macromeléculas y el
crecimiento celular, ninguno de estos eventos por si solo constituye la
germinacion, pero sus efectos combinados transforman a un embrién deshidratado
con un metabolismo lento y casi indetectable en un metabolismo vigoroso que
culmina en el crecimiento. La germinacion en su sentido estricto no incluye e
crecimiento de la plantula, el cual comienza cuando la germinacién termina. Los
procesos que ocurren en la plantula naciente, tal como la movilizacion de las
principales reservas de almacenamiento, no son parte de la germinacion, son

eventos postgerminativos (Black et al, 1984}
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Los medios por los cuales se puede determinar que la germinacion ha
progresado es Ia medicion de fa toma de agua o la respiracion. Estas medidas dan

solo una indicacion aproximada del estado de germinacion alcanzado.

La emergencia del eje (la radicula} nos permite reconocer cuando la
germinacién ha sido completada. El grado de avance de la germinacion en una
poblacion de semillas se expresa en el porcentaje de la germinacion alcanzada en

funcion del tiempb. (Black et al., 1994)

Las semilfas se clasifican en monocotileddneas y dicotileddneas las cuales

presentan las caracteristicas descritas a continuacion.

- Monocotileddneas. Se caracterizan porque sus plantulas poseen un solo
cotiledén. Sus hojas son con frecuencia largas, estrechas y con
nervaduras paralelas, su raiz es fibrosa. Un ejemplo de ellas es Lolium
mutltiflorum (Semillas de pasto).

- Dicotileddneas. Se caracterizan porque sus plantulas poseen dos
cotiledones o falsas hojas que, frecuentemente se desarrollan al salir a la
superficie. Las hojas verdaderas suelen ser anchas y con nervaduras con
un eje central, su raiz es tipica, por gjemplo Physalis ixocarpa (semillas de
Tomate) (Black et al., 1994; Mauseth, 1988)

1.4 Insectos

Su incidencia sobre la actividad humana es muy importante, se pueden
clasificar a los insectos en benéficos y perjudiciales. Los primeros reportan
materias primas (miel, seda) e intervienen decisivamente en la polinizacién de
muchas plantas. Asimismo es importante su contribucidén al mantenimiento de los

sistemas ecologicos, ya que constituyen el alimento de muchos animales
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superiores, colaboran activamente en la descomposicién de la materia organica v,

ademas controlan de forma natural a muchos insectos potencialmente daninos.

También son importantes los perjuicios que causan a la especie humana,
En primer lugar, son causantes directos de parasitismo y molestias sobre el
hombre y animales domésticos, ademas de ser transmisores de peligrosas
enfermedades como el paludismo, que ha-ccasionado millones de victimas, en el
mundo. Los efectos negativos de los insectos sobre plantas cultivadas y productos
almacenados, son muy importantes y en este sentido han constituido uno de los
azoles de la humanidad. De la importancia de su incidencia como plagas
agricolas, da idea el hecho de que mas def 90% de consumo de insecticidas va
destinado al combate de insectos perjudiciales a la agricultura y a productos

almacenados. (Camps, 1988)

1.4.1 Insecticidas

Existen muchos métodos de lucha contra fos insectos, que se pueden dividir
en dos grupos: segun se usen o no productos quimicos. Entre los métodos que no
requieren de productos quimicos se encuentran, métodos de destruccion fisica,

esterilizacion de machos o uso de depredadores naturales.

Otros métodos alternos empleados son el adelanto o retraso de la siembra
{para disminuir la incidencia de una plaga determinada), ia alternancia de cultivos
(para evitar excesiva proliferacién de algln insecto), o inundaciones del terreno
{para destruir larvas de insectos del suelo), destruccion de los restos de cosechas,
etc. (Coll, 1988}
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'El método mas elemental que el hombre utilizd, consistio en Ja recoleccion y
destruccion manual de insectos. Una variante de los métodos de destruccion fisica
es la atraccion de los insectos a diversos sistemas de trampas en donde son
destruidos. Ei sistema de atraccion mas sofisticado es la utilizacion de feromonas
sexuales. (Coll, 1988)

E! control de plagas con productos quimicos implica el uso de insecticidas,
a los cuales podemos definir como sustancias o mezcla de sustancias que al ser
ingeridas, inhaladas o depositadas sobre los insectos, provocan su muerte; eslas

sustancias pueden ser de origen naturai o sintético (Vives, 1988; Couison, 1990)

Diversos extractos de plantas se han utilizado como insecticidas, como el
extracto -del piretro obtenidc de las flores secas de Chrysanthemun
cinerariaefolium. Asimismo existe ya referencia en el afio 1690 de la utilizacion
como insecticida de hojas pulverizadas o extractos acuosos de la planta de
tabaco. Actualmente se conoce que el principio activo, la nicotina es toxica a los

insectos por contacto. {Coll, 1988; Vives, 1988)

Los compuestos que pueden actuar como inhibidores de la alimentacion
constituyen un grupo de sustancias que han despertado un enorme interés en los
ultimos diez ahos, como posible alternativa de los inseclicidas de accién direcla
{organoclorados, organofosforados, carbamatos, etc) y junto a los reguladores el
desarrollo de los insectos (inhibidores de oviposicién, hormonas de muda y
juveniles y sus antagonistas), feromonas atrayentes y repelentes, se han descrito
como insecticidas de accién indirecta. En cualquier caso, pueden constituir una
base firme para los programas de contral integrado de plagas de insectos. {Coll,
1988; Nakatani et al., 1994)

La inhibicion de la alimentacién se ha definido con los términos de

antialimentario. En ei proceso de alimentacion se han diferenciado cuatro etapas:

15



Antecedentes

1) localizacion de la planta y reconocimiento de la misma como sustrato; 2) inicio
de la alimentacidn; 3) alimentacidn propiamente dicha, con ingestion de los

nutrientes y 4) término de la alimentacién.

Definiremos por tanto como inhibidor alimentario, en sentide estricto, a la
sustancia que tras provocar en el insecto una respuesta de interrupcion del
proceso de alimentacion en su etapa tercera (tras un consumo inicial) conduce a
su muerte por inanicion, que sobreviene en la proximidad de la planta tratada,
cerca de la cual permanece hasta el desenlace final, el modo de accion de un
antialimentario es a través de la ingestion. (Coll, 1988; Gonzalez 1997, Escoubas,
1995)

Frente a los antialimentarios sintéticos (carbamatos, entre otros),
empleados desde hace ya algun tiempo en agricultura y que presentan
inconvenientes similares de los insecticidas clasicos, los productos naturales
aparecen como una alternativa mas prometedora para prevenir los problemas de

persistencia y toxicidad inespecifica. (Ley, 1990; Klocke, 1987; Hedin, 1991}

Se puede. establecer una clasificacidn de las sustancias antialimentarias
basandose en el tipo de estructura (Tabla 1), los grupos principales considerados
son: terpenos, compuestos heterociclicos (cumarinas, flavonoides, lignanos,
taninos), compuestos aromaticos (fenoles, quinonas, acidos fendlicos} alcaloides,

esteroides y otros. (Coll, 1988)

1.4.2 Conchuela mexicana de frijol Epilachna varivestis Mulsant
El insecto conocido comunmente como: catarina de frijol, conchuela

mexicana de frijol, tiene como nombre cientifico Epilachna varivestis Mulsant

perteneciente al orden Coleoptera y a la familia Coccinellidae.
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Esta familia es muy importante economicamente, debido a que se
encuentran algunos insectos benéficos para el hombre, sin embarge, también
algunos son una seria plaga: el escarabajo de calabaza Epifachna borealis
Fabricus y el escarabajo mexicano del frijol Epilachna varvestis Mulsant.
Diferentes a la mayoria de los Coccinellidae los cuales son carnivoros y se
alimentan de pulgones y otros pequefios insectos, estas especies atacan a las

plantas.

El frijol es el anfitrion preferido para la catarina del frijol & incluye muchas
variedades de frijol v habas, Phaseolus vulgaris L. y Phaseolus lumatus L.,
respectivamente. También puede vivir en la soya, alfalfa y trébol. En algunas
areas es una seria plaga para los cultivos de frijoles, habas y soya, durante afios
de aita infestacidn la total defoliacion de estas plantas es muy comdn, La
conchuela mexicana se cree que es nativa del altiplano del sureste de México. Sin
embargo, la verdadera area habilada se encuentra desde Canada hasta

Centroamérica.

Este insecto tiene una metamorfosis completa con sus distintos estados de
huevos, larvas, pupas y adultos antes de llegar a ser un insecto aduilto viable. Los
huevos son de color amarillc palidoc a amarillo naranja. Se encuentran
regularmente en grupos de 40 a 75 en la cara inferior de las hojas de frijol. Las
larvas recién emergidas del cascaron son de color amarillo. Durante su tiempo de
desarrollo la larva pasa por cuatro estadios larvales. Al madurar se une por si
misma a la parte posterior del cuerpo de las hojas, tallo o ramas de las plantas de
los frijoles y a veces a partes de plantas cercanas; en esta posicién, la larva se
transforma a pupa. La pupa es de color amarillo, sin espinas y aproximadamenie
de! mismo tamano (6-7 mm) y forma que el adulto. Los adultos son de color café
obscuro con manchas negras y 1os machos son ligeramente mas pequefos que

las hembras.
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Cuadro 2. Clasificacion de las sustancias antialimentarios baséandose en su tipo de

estructura.

Tipo de estructura Compuesto Familia Insecto que afecta
Terpenos ) ) Xylocarmus molluscensis | Spodoptera exempla
Xilomollina ]
Monoterpenas (Meliaceae)
] Stachyarpheta mutabilis | Spodoptera littoralis
Ipolamida
{verbenaceas)
Lo Vernonia  scorpioides|Locusta
Scorpiodina )
Sesquiterpenos (compositae)
Warburgia  ugadensis| Spodoplera littoralis
Warburganal :
(Canellaceae)
Nagilactona C y | Pedocarpus  Gracilior| Spodoptera
Diterpenos b {(Podocarpaceae) frugiperda
Azadirachta indica | Schistocerca gregaria
Azadirachtina , o
Triterpenos (meliaceae) y Spodoptera endania
. Hamisonia  abyssinica| Spodoptera exempta
Harrisonina
(Simarubaceae)
o Trichilia roka | Spodoptera endania y
Trichilina _ . . )
{(Meliaceae} Epilachna varivestis
Compuestos heterociclicos | o Crixa japonica
isopempinellina Spodoptera exempta
Tipo Cumarina (Rutaceae)
) Piper futokatzura | Spodoptera litura
Piperencna i
Tipo Lignano {Piperaceae)
Tipo Flavonoide ! Quercus macrocrapa o
Quercetina Scolytus muitistriatus

{(Fagaceae)
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Cuadro 2. Clasificacion de las sustancias antialimentarios basandose en su tipo de

estructura. {continuacion)

Tipo de estructura Compuesto Familia Insecto que afecla
Derivados aromaticos Juglona Carya ovata | Scolytus multitriatus
Quinonas (piperaceae)
Piper futokatzura | Spodoptera litura
Isoasarona .
Derivados fendlicos (Piperaceae)
Alcaloides Solanina Solanum tuberosum|Leptinotarsa
{Solanaceae) decemiineata
Chaconina Sofanum chacoense| L eptinotarsa
(Solanaceae) decemiineata
Esteroides Nicandrenona | Nicandra physaloides | Leptinolarsa
(Solanaceae) decemlineata
Otras sustancias Miricosido Clerodendron Spodoptera exempla
myricoides
(Verbenacea)

Las catarinas adultas salen de hibernacion, de donde han estado durante

los meses de invierno bajo las acumulaciones de maleza u hojas, tan pronto como

el clima es calido. A mediados de Mayo

los adultos se dirigen a buscar

plantaciones de frijoles o habas pero en Junio empiezan a deposilarse en las

hojas de los frijoles. Después de comer las plantas de frijol tiernas por unas dos

semanas, las hembras depositan sus huevos, de 500 a 600 en promedio, en lotes

de 40 a 75 en la parte posterior del follaje de las hojas de frijol. Los huevos son

cuidadosamente adheridos al final asi que {odos quedan en posicion vertical.
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Estos eclosionan en una semana en un clima calido pero requieren de al menos
dos semanas baje condiciones menos favorables. Las larvas se alimentan
vorazmente de dos a cinco semanas, dependiendo de la temperatura. Cuando los
primeros huevos eclosionan, todos ellos se alimentan junios, pero si la hoja esta
algo seca, la primer larva que eclosiona puede devorar a los huevos que adn no
han eclosionado. El estado pupal dura de cinco a diez dias, pero podria alargarse
mas en un clima frio o en el otofio. Los adultes son fuertes voladores por lo cual

viajan largas distancias buscando nuevas cosechas de frijoles.

El insecto tanto en su estado larvario como adulto se alimenta de las hojas,
flores y vainas en crecimiento de la planta del frijol, pero el dafno mas grande se
hace en las hojas. Las catarinas adultas no ocasionan grandes danos comparadas
con los que ocasionan las larvas. Generalmente se alimentan adhieriendose a la
superficie inferior de las hojas y comen secciones irregulares de dicha superficie.
La parte superior de las hojas 'répidameme se seca después de que la parte
inferior es dafada, dande una apariencia de encaje, es decir una apariencia
esquelética, Ocasionalmente |as flores y en muchos casos las vainas pequefias
pueden ser totalmente destruidas o danadas hasta provocar su caida de la planta.
El dafic mas severo se presenta durante los meses de Julio a Agosto. {Bautista et
al. 1994; http:/icreatures ifas. utl eduiveg/bean/mexican_bean_beetle htm;  hitp://

www. ces.ncsu.eduldepts/ent/notes/vegetables/veg26.html ).

Para proveer proteccion al cuitivo en situaciones de inmigraciones de la
conchuela de frijel, se usan insecticidas con una alta eficacia contra tas larvas y
catarinas adultas, con actividad residual suficiente para suprimir cualquier

migracion de los adultos.
La regulacion de esta plaga se ha realizado a través de controles fisicos y

biologicos. El cantrol fisico consiste en la destruccion de lugares de hibernacidn vy

plantaciones después del cultivo, el adelanto o retraso de {a siembra (para
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disminuir 1a iﬁcidencia de una plaga determinada), la alternancia de cultivos (para
evitar excesiva proliferacion de algun insecio), labores culturales o inundaciones
del terreno (para destruir larvas de insectos dei suelo), etc. El control biologico
incluye al menos diecisiete especies de predadares, entre los que se encuentran
la mariposa Pradexodes epilachna y |a avispa Pediobrius foveolatus. Todos ellos
se alimentan de los huevos, larvas y pupas de la conchuela de frijol. Sin embargo,
las catarinas estan protegidas por sus alas duras que las cubren y por un liquido
amarillo de olor ofensivo €l cual es secretade en pequefas gotas en la unién de
las patas cuando los insectos son molestados. (Coll, 1988; hitp:/fipmwww.ncesu.

edu/soybeans/insects/insects_soybeans.html)
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. JUSTIFICACION

Desdae tiempos remotos las plagas constituyen riesgos naturates dentro de
los intereses y actividades del hombre debido a que causan perdidas sustanciales

en la produccidn agricola. (Vives, 1998; Labrado, 1996 Garcia, 1991)

El uso de pesticidas sintéticos ha sido de gran ayuda para el hombre, sin
embarga su uso indiscriminado también ha provocado grandes dafos al
ambiente, debido a su extrema persistencia, toxicidad, bioacumulacion y tendencia
a causar dafo a los seres vivos, ademas de inducir resistencia a plantas e
insectos. Por estas razones su uso ha tenido que ser severamente restringido o en
algunos casos brohibido_ Actualmente se ha iniciade una budsqueda de
compuestos sintélicos “seguros” entre los cuales se encuentran los pesticidas
botanicos. (Jacobson, 1989; Macias, 1995; Singh et al., 1997)

Las investigaciones recientes han puesto mucho énfasis en los compuesltos
de origen natural para su empleo en el control biolégico de malas hierbas, insectos
nocivos y otras plagas. Por lo cual estan siendo explorados los extractos derivados
de plantas y los compuestos fitoquimicos como productos con grandes
posibilidades de ser empleados para el combate a las plagas o bien como pasibles

modelos para nuevas clases de plaguicidas.

Los plaguicidas de origen natural son selectivamente téxicos, no se .
bioacumutan, por consiguiente exhiben persistencia corta en el ambiente, son
facilmente biodegradables, es decir poseen. menos impactos negativos al
ecosistema que los plaguicidas convencionales por lo cual no contaminan aire,

agua ni sueio. (Singh et al., 1997; Duke et al., 1995)
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La rotenona, piretro y nicotina son algunos ejempios de metabolitos de
origen vegetal que presentan propiedades herbicidas. Actualmente la rotenona es
usada soloc en un niamero limitado de cuitivos debido a su alta toxicidad a los
peces, el piretro natural de las flores de crisantemo es empleado principalmente
como un agente letal para los insectos voladores y reptadores; la nicotina es
usada en algunos cultivos debido a que es nociva a los insectos por contacto.
(Coll, 1988; Vives, 1988)

Las familias botanicas mas prometedoras para el usoc en el presente y en el
futuro son las especies de las familias Meliaceae, Ruteacea, Asteracea,
Annonaceae, Labiateae y Canallacea debido a que son menos toxicas al hombre y

a los mamiferos. {(Jacobson, 1989; Champagne et al., 1992)

Los efectos fisioldgicos de los compuestos con actividad fitotoxica
(compuestos alelopaticos) varian ampliamente. La mayoria de esos compuestos
actuan con especificidad sobre grupos diferentes de organismos;, esta '
caracteristica les representa atractivos en la investigacion de nuevos compuestos
bicactivos. (Rembold, 1989)

Debido a que los compuestos alelopaticos pueden afectar diferentes niveles
organizacionales de vida comunidades, organismos, tejidos, células, crganelos y
procesos melabdlicos- los extractos de piantas y los compuestos aislados
actualmente han sido evaluados usando semillas, hongos fitopatogénicos e
insectos. Las primeras pruebas determinadas dependiendo del material biolégico
utilizado en los bioensayos son: la germinacion, el crecimiento, el desarrollo, la
reproduccion y fa sobrevivencia, seguidos de ta evaluacion de los modos posibles
de accion de los compuestos probados en procesos como respiracion, division
celular, actividad enzimatica y arreglos estructurales de tejidos y células. (Putman
1985; Anaya et al., 1995; Einghelfig, 1995)
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Actualmente se estan realizando estudios de diferentes especies de plantas
mexicanas con importancia ecoldgica o medicinal. Dentro de las plantas
medicinales de la flora mexicana se encuentra la planta Cedrela ciliolata, que
ademas de tener propiedades farmacologicas, de acuerdo a la informacion
descrita bibliogréficamente, puede supongrse la existencia de metabolitos
biolégicamente activas, presentes en dicha planta, con posible actividad
alelopatica e insecticida, ya que en su habitat natural se ha podido observar el
efecto alelopatico con las malezas que crecen a su alrededor y su actividad frente

a los insectos.

Por estas razones se decidio estudiar los extractos y fracciones de la planta
Cedrela cifiolata, ademas de que sera Util como una contribucién al desarrollo de

nuevos herbicidas, reguladores del crecimiento yfo insecticidas.

2.1 Objetivos

Con base en lo descrito anteriormente el objetivo principal de este trabajo
es invesligar la actividad alelopética e insecticida de los extractos diclorometanico
y metandlico de la planta Cedrela ciliolata con la finalidad de contribuir al

desarrollo de nuevos agentes alelopéticos e insecticidas.

Para el cumplimiento del objetivo general se plantearon los siguientes

objetivos especificos:

1. Obtencién de los extractos diclorometanico y metandlico a partir de la madera

de Cedrela ciliolata .

2. Estudiar la actividad alelopatica de dichos extractos mediante la evaluacion de

su efecto sobre la germinacion, elongacién del crecimiento radicular y del tallo
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y peso seco de dos especies de semillas Lofium multifliorum (semilla
monocotileddnea) y Phisalis ixocarpa (semilla dicotileddnea), utilizando la

evaluacidn del efecto sobre ef desarrallo de semillas en |z caja Petri,
Determinar la actividad insecticida de los extractos en larvas de Epilachna
varivestis Mulsant a través del método de actividad antialimentaria de eleccién

y n o eleccién en la caja Petri.en la caja Petri.

Obtener las fracciones parciales del extracto activo mediante cromatografia en

columna abierta.

Estudiar la actividad alelopédtica de las fracciones obtenidas mediante el

bicensayo indicado en el inciso 2.

Describir la actividad mostrada por los diferentes extractos y fracciones en las

especies de prueba.
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IIl. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Material vegetal

El material vegetal {madera) fue recolectado en Morelia estado de
Michoacan en el mes de septiembre de 1999. Este material vegetal se dejo secar

a temperatura ambiente y fue fragmentado en peguenas piezas.

PROCEDIMIENTOS GENERALES

-

3.2 Preparacién de los extractos organicos a partir de la madera de Cedrela

ciliolata.

La madera de Cedrela ciliolata {1.10 Kg), previamente seca y fragmentada,
se sometid a maceracion 2 veces con dos disolventes distintos a temperatura
ambiente, los solventes utilizados fueron dicicrometano (volumen total 20 Litros) y

posteriormente metanol {volumen total 20 Litros).
Los extractos resultantes se concentraron por destilacion a presion

reducida; obteniéndose 19.44 g de extracto diclorometanico y 35.48 g de extracto

metandlico.
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Se realizd un estudio fitoguimico biodirigide por lo que se evaluaron los
extractos a través de las pruebas biologicas correspondientes con ia finalidad de

seleccionar y fraccionar sclo el extracto mas activo.

El extracto diclorometanico de la madera de Cedrela cifiolata fue el extracto
mas activo en el bicensayo de la evaluacion del efecto sobre el desarrollo de
semillas en la caja Petri. Dicho extracto {16.24 g) se adsorbid en silica gel 70/230
(Merck) y se realizé el fraccionamiento por cromatografia en columna abierta
empacada con silica gel 70/230 (Merck). El proceso de elucidén se efectdo con
hexano, hexanc-acetato de etile en distintas proporciones, acetato de etilo 100%

diclorometano- metanol en distintas proporciones y metanol 100%.

Se recolectaron 238 fracciones de 250 mlL cada una, cada fraccion fue
analizada por cromatografia en capa fina con placas de aluminio de un espesor de
0.25 mm de espesor de silica gel. Se reunieron todas aquellas fracciones que
resultaron cromatograficamente similares. Posteriormente algunas de las
fracciones reunidas presentaron una fase liquida y una solida por lo que se
procedié a su separacioén por decantacidn. Este proceso generd un total de 17
fracciones primarias reunidas, El cuadro 1 resume los sistemas de elucion
empleados y las fracciones reunidas. Cada una de las fracciones resultantes se
evaluaron mediante el bioensayo de evaluacion del efecto sobre el desarrcllo de

semillas en la caja Petri.
Los extraclos diclorometanico y metandlico de la madera de Cedrela

ciliolata fueron evaluados a través del método de actividad antialimentaria y de

preferencia en la caja Petri contra las larvas de Epifachna varivestis Mulsant.
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3.3 Pruebas bioldgicas

3.3.1 Evaluacion del efecto sobre el desarrollo de semillas.

Se prepararon seoluciones de 2,10,50,100,500 y 1000 ppm para cada una de
las muestras a probar (extractos y fracciones), con diferentes disolventes,

dependiendo de su solubilidad.

Se contaron 25 semillas de Lolium multifforum (Poaceae) y 25 semillas de
Fhysalis ixocarpa (Solanaceae) para cada una de las pruebas a realizar, el ensayo
se realizd por triplicado. Las semillas fueron seleccionadas . previamente
considerando uniformidad de tamano y se descartaron las semillas dafiadas. Estas
semillas se desinfectaron con una solucién de cloro al 10% la cual se dejoé actuar
por 15 minutos, pasado este tiempo se enjuagaron con agua estéril y se secaron a

presion reducida.

Los bioensayos se realizaron en cajas Petri de 10 cm de didametro internc
provistas de un disco de papel filtro, las cuales se esterilizaron en autoclave (15

minutos a 15 Ibf).

Las muestras se adsorbieron scbre el papel filtro contenide en la caja. Se
dejo evaporar el disolvente, se colocaron las semillas sobre el papel filtro
dispersandolas en la regidn en donde se encontraba adsorbida la muestra; se
adicionaron 5 mlL de agua esteril. Posteriormente las cajas se seflaron con papel

parafilm y se incubaron a 28°C durante cinco dias en condicion de obscuridad.
Siguiendo el mismo procedimienta se realizéd un control negativo que

contenia agua estéril con el disolvente utilizade para la disolucion de cada muestra

y un control positivo utilizando acido 2, 4-diclorofenoxiacético (2,4-D).
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Cuadro 3. Resumen de ios sistemas de elucion empleados y fracciones obtenidas

a partir del extracto diclorometanico de la madera de C. ciliolata

Eluyente Proporcién del Eraceiones Fracciones Peso de
eluyente (%) reunidas fraccion (g)
Hexano 100 1-12 1-6 1.2121
Hexano-AcOEt 95:5 13-23 7-14 0.0135
$0:10 24-35 15-23 1.6745
80:20 37-47 24-38 solido 0.8580
70:30 48-63 24-38 liquido 0.4896
60:40 64-75 39-63 sdlido 0.9391
50:50 76-93 39-63 liquido 1.4629
40:60 94-103 64-83 1.3519
30:70 104-113 84-106 0.6311
20:80 114-125 107-144 sdlido | 0.5761
10:90 126-133 107-144 liquido | 2.0503
AcOEt 100 134-144
CH.Cl>-MeOH 90;10 145-156 145-162 sdlido 1.2458
85:15 167-166 145-162 liquido |  1.0210
80:20 167-180 163-216 sdlido 0.2613
70:30 181-189 163-216 liquide | 0.9248
60:40 190-198
50:50 198-207
20:80 208-218
MeOH 217-238 sélido 0.0889
100 217-238
217-238 liquido | 0.8508
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Se conté el ndmerc de semillas germinadas a las 24, 48 y 72 horas
después de la siembra. (Macias F. 1995, 1999 & 2000; Anaya .et al., 1887 & 1990;
Fischer 1988; Castarieda 1992; Li et al., 1992)

Lo anterior se realizd dentro de una campana de flujo laminar para evitar

contaminacion microbiana.

Transcurrido el periodo de incubacién se eliminé el agua de cada una de
las cajas y se midio la longitud tanto de la raiz como del tallo. Posteriormente las
plantulas se secaron en una estufa a 50°C por espacio de 48 horas para obtener

el peso seco.

3.3.2 Meétodo para evaluar actividad antialimentaria sobre el insecto

Epilachna varivestis Mulsant
a) Prueba de actividad antialimentaria de no eleccion

A partir de los extractos a probar se prepararon soluciones de 10, 20, 50,
100 y 200 ppm utilizando como medio de disolucién metanol:agua (1:4). A estas
soluciones se les adiciond 2 ul de Tween 20 al 2% (Tween 20, HYCEL DE
MEXICO, Cat. No. 84590). Se seleccionaron hojas de planta de frijol Phaseolus
vulgaris, (Leguminoseae) que no presentaran dafo alguno y que fueran del
mismo tamanfo y forma, cultivadas en el Centro de Investigacion Biotecnolégica,

Cuernavaca, Morelos.
En cada una de las soluciones anteriores se sumergieron 5 hojas de frijol

por 20 sequndos y se dejaron secar sobre papel absorbente; una vez evaporada

ta solucidn de estas hojas. se colocaron en una caja Petri de 15 cm de didametro
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provista de 6 mL de agar a una concentracion de 15 g/l. ( Agar-agar HYCEL DE
MEXICO, Cat. No. 855) , un disco de papel filtro de 15 cm de didmetro y 1 mL de

agua destitada, de acuerdo al siguiente esquema 1.

A =10 ppm
B =10 ppm
C =10 ppm
D =10 ppm
E =10 ppm

Esquema 1. Prueba de actividad antialimentaria de no eleccidon con larvas de

Epilachna varivestis Mulsant,

Se colocaron 5 larvas (segundo estado larvario) sobre cada una de las
hojas de frijol; las cajas Petri se sellaron con papel parafim, Se incubaron a 27 =
2°C, humedad relativa 65 t 5% y un fotoperiodo de 12:12 horas ( Bautista et al.,
19984; Valladares, 1997; Kubo. et al., 1985);, durante 4 dias en una estufa
bacterioldgica ECF-150 Especial
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Se realizaron controles posilivos gquimico {malatién} y biologico (Annona
muricata); y un control negalivo (metanolagua, 1:4), siguiendo el mismo

procedimiento descrito anteriormente.

Finalmente pasado el periodo de incubacion se midié el area danada de las
hojas y se calculd el porcentaje de disminucidn de alimentacion. (Ley, 1990; Bell et
al., 1996; Faini et al 1997; Duke et al., 1999; Simmond, 2001; Frag et al., 2001;
Wheeler et al 2001}

b) Prueba de actividad antialimentaria de eleccion o preferencia.

A partir de los extractos a probar se prepararon soluciones de 10, 50, y 200
ppm utilizando como medio de disolucidn metanol:agua (1:4). A estas saluciones
se Jes adiciond 2 ul de Tween 20 al 2% ( Tween 20, HYCEL DE MEXICO, Cat.
No. 64590). Se seleccionaron hojas de planta de frijol Phaseolus vulgaris, que no
presentaran dafio alguno y que fueran del mismo tamarfio y forma, cultivadas en el

Centro de Investigacion Biotecnoldgica, Cuernavaca, Morelos,

En cada una de las soclucienes anteriores se sumergiercn 2 hojas de frijol
por 20 segundos y se dejaron secar sobre papel absorbente; una vez evaporada
la solucién de las hojas de frijol tratadas, se colocaron en una caja Petri de 15 cm
de diameltro provista de 6 mL de agar a una cencentracion de 15 g/L  (Agar-agar
HYCEL DE MEXICO, Cat. No. 855) , un disco de papel filtro de 15 cm de diametro
y 1 mL de agua; en la misma caja Petri se colocaron 2 hojas recién cortadas de P.
vulgaris con las mismas indicacicnes descrilas anteriormente, de acuerdo al

siguiente esquema 2,
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Se colocaron 10 larvas {segundo estado iarvario) en el centro de a cgja
Petri; las cajas Petri fueron selladas con papel parafilm. Se incubaron a 27 + 2°C,

humedad relativa 65 + 5% y un foloperiodo de 12:12 horas { Bautista et al.,, 1994,

Valladares, 1997; Kubao. et al,, 1885); durante 4 dias en una estufa bactericlogica

ECF-150 Especial.

A1 = Hoja impregnada con
compuesto

A2 = Hoja impregnada con
compuesto {misma
caoncentracidn que A1)

B1 = Hoja sin compuesto.

82 = Hoja sin compuesto.

Esquema 2. Prueba de aclividad antialimentaria de eleccién o preferencia con

larvas de Epifachna varivestis Mulsant.
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Se realizaron controles positivos quimico (malation) y bioloégico (Annona
muricata); y un control negative (metanolagua, 1:4), siguiendo el mismo

procedimiento.

Finalmente pasado el periodo de incubacion se midid el drea dafiada en las
hojas y se calculd el porcentaje de area dafiada en las mismas. (Ley, 1990; Bell et
al., 1996; Faini et al 1997; Duke et al., 1959; Simmond, 2001; Fraga et al., 2001;
Wheeler et al 2001)
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a que las plantas constituyen una fuente valiosa para el
descubrimiento de sustancias bioldgicamente activas (Ghisalberti 1993) y que
México es un pais rico en una gran variedad de especies de plantas, se selecciono
a la especie Cedrela cifiolata (nativa del estado de Michoacan) tomando como
base los criterios quimiotaxondmicos y etnomeédicos, Durante la realizacién de los
bioensayos preliminares del extracto total de la madera de Cedrela ciliofata, se
puede observar que existen metabolitos que son capaces de modificar la

germinacion de semillas y el crecimiento de las raices y tallo de las plantulas.

4.1 Obtencién de los extractos a partir de la madera de Cedrela cifiolata

Se realizo la extraccion de la madera de C. ¢iliolata por maceracién con dos
disolventes: diclorometano y metanol. Se obtuvo 18.44 g del extracto
diclorometanico, de color café claro y olor caracteristico y 35.48 g del extracto

metanolico de color café rojizo, muy viscoso y olor caracteristico.

Posteriormente se realizd |a prueba biolégica “Evaluacion del efecto sobre
el desarrolio de semillas” a estos extractos y se eligid el extracto que presentd
mayor actividad para proceder a su fraccionamiento; en este caso el extracto
diclorometanico se sometio a fraccionamiento y las fracciones primarias reunidas
resultantes de este procese, se sometieron a esta misma prueba en fa caja Petri.
Posieriormente los extractos se sometieron a la prueba bioldgica antialimentaria

con las larvas del insecto Epilachna varivestis Mulsant.
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4.2 Prueba biolégica

4.2.1 Evaluacion del efecto sobre e;l desarrollo de semillas.

El estudio fue centrado en 3 parametros macroscépicos principales:
germinacidn y elongacion de raiz y tallo. Estos pardmetros son aceptados como
medidas indirectas de otros procesos fisioldgicos afectados por los compuestos

aleloquimicos probados. {Putman, 1985; Anaya et al., 1995; Einghellig 1995).

Se realizaron ensayos de germinacién, elongacion de raiz, tallo vy
determinacién de peso seco con semillas monocotiledoneas (L. multifiorum) y
dicotiledéneas {P. ixocarpa). Los resultados reportados son ios promedios de las
replicas realizadas para cada biocensayo y se encuentran reportadas en
porcentajes de crecimiento con respecto al control, s decir un porcentaje de cero
significa una inhibicion total del crecimiento mientras que valores mayores a 100
representan un aumento en el crecimiento, El error estandar se encuentra
reportado en las tablas correspondientes con P<0.05 calculado en el programa

Origin versién 4.1,

¢ Germinacion (Extractos)

En el bicensayo de germinacion podemos observar que las semillas de L.
multiflorurn al estar expuestas al extracto diclorometanico a la concentracién de 50
ppm muestran un aumento en la germinacion, en cambio a concentraciones mas
altas se observa una notable inhibicion de la germinacion (0 % de germinacion
1000 ppm). Similarmente, el extracto metandlico muestra una tendencia parecida,
a bajas concentraciones {10 ppm) muestra un incremento en la germinacion de las

semillas pero al aumentar la concentracion del extracte se aprecia una inhibicion
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en la germinacion (0% de germinacién a 1000 ppm). Como puede cbservarse en

la tabla y grafica 1.

En cambio frente a semillas de P. ixocarpa podemos observar que los
extractos diclorometanico y metandlico también presentan actividad reguladora
pero no tan marcada como en las semillas de L. multifiorum, ya que ambos
extractos aumentan la germinacion a bajas concentraciones {menor a 100 ppm).
En semillas de F.ixocarpa, el extracto diclorometdnico presenta un efecto
regulatorio a 100 ppm, ya que aumenta el crecimiento sobre un 25 % mas que el
control; ademas de inhibir 1a germinacion en un 59% a una concentracién de 1000
ppm. En cambio el extracto metandlico aumenta el crecimiento en un 10 % mas
que el control a 100 ppm e inhibe el crecimiento de las semillas conforme aumenta

la concentracion hasta un 88% de crecimiento a 1000 ppm (Tabla y grafica 5).

» Elongacion de raiz (Extractos)

El crecimiento de la raiz en las plantulas de L. multiflorum se ve
incrementado a bajas concentraciones (10 ppm) para ambos extractos, sin
embargo al aumentar la concentracién de los extractos diclorometanico y
metancdlico, se observa una inhibicidon gradual del crecimiento hasta 0% de

crecimiento radicular a 1000 ppm. (Tabla y grafica 2)

En cambic en as plantulas de F. jxocarpa para el extracto diclorometénico
se observa un aumento en el crecimiento de la raiz a 50 ppm hasta 148%, pero
conforme aumenta la concentracion se observa una disminucion del crecimiento,
aungue no tan marcada como lo muestra el mismo extracto en plantulas de L.
muitifiorum (inhibe al 89% el crecimiento radicutar). El extracto metandlico a bajas

concentraciones (10 ppm) aumenta el crecimiento radicutar de las plantulas de P.
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ixocarpa hasta un 27% mas que el control y 2 altas concentraciones inhibe el

crecimiento solo hasia un 73%. (Tabla y grafica 6)

« Efongacion de tallo (Extractos)

Ambos extractos poseen actividad sobre la elongacion del tallo; en las
ptantulas de L. multiflorum el extracto diclorometanico presenta inhibicién en el
desarrollo del tallo de forma gradual hasta 1000 ppm, en la cual el desarrclic del
tallo es nulo. En cambio el extracto metanodlico a 10 ppm presenta aumento en el
crecimiento de tallo hasta un 136% pero al incrementarse |a concentracién hasta
1000 ppm la elongacion de tallo disminuye hasta llegar a 0% de crecimiento. Estos

efectos pueden observarse en la tabla y grafica 3.

Sin embarge, en las plantutas de P. ixocarpa podemos observar que el
extracto diclorometdnico aumenta la elongacion de tallo a 100 ppm hasta 140%,
pero al aumentar la concentracion se observa una inhibicién en la elongacién del
tallo hasta un 50% de crecimiento a 1000 ppm. En cambio, el extracto metandlico
a 10 ppm presenta un ligero aumento de crecimiento, mientras que a altas
concentraciones (1000 ppm) inhibe a 84% el crecimiento del tallo de estas

plantulas (Tabla y grafica 7)

+ Peso seco (Extractos)

Las plantulas de L. multifiorum probadas con e! extracto dicloromeltanico no
muestran una gran variacton de biomasa en las concentraciones de 10 ppm hasta
500 ppm con respecto al control, excepto para la concentracion de 1000 ppm

porque al inhibir a 0% la germinacion de dichas semillas, no se obtuvieron
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plantulas para evaluar este parametro. En cambio el extracto metandlico aumenta
la biomasa a bajas cencentraciones (a 10 ppm aumenta un 36 % con respecto al
control) y a altas concentraciones la inhibe a un 0% por la misma razon que el

extracto diclorometanico. (Tabla y grafica 4)

En cambio en los ensayos con plantulas de P. ixocarpa se puede observar
un ligero incremento de biomasa al utilizar el extracto diclorometanico y una ligera

disminucién de la biomasa con el extracto metandlico. ( Tabla y grafica 8)

Al analizar los resultados obtenidos de los bioensayos realizados para los
extractos obtenidos a partir de la madera de C. cifiolata (extracto diclorometanico y
metandlico) podemos observar que las semillas y plantulas de L multifiorum son

mas sensibles a estos extractos que las semillas y plantulas de P. ixocarpa.

Comparando los resultados de estos bicensayos realizados; al analizar la
actividad inhibitoria de los mismos se puede apreciar que el extracto
diclorometanico en semillas de L. multifiorum presenta mayor actividad inhibitoria,
en un rango aproximado de 100 a 1000 ppm, que el extracto metandlico en este
mismo ranga de concentraciones. El extracto metandlico en estas mimas semillas
y plantulas muestra una actividad inhibitoria en un rangoe de concentraciones de 50
a 1000 ppm. Asimismo, en semillas de P. ixocarpa el extracto diclorometanico
muestra una actividad inhibitoria en la germinacion y crecimiento de plantulas en
un rango de 100 a 1000 ppm, sin embargo, el extracto metandlico en estas mimas
semillas y ptantulas inhibié su desarrolio en un rango de concentraciones de 100 a
1000 ppm.

Del mismo modo, al analizar la actividad reguladora de crecimiento de los

extractos se puede apreciar que el extracto diclorometanico en semillas de L.

multifiorum  muestra una actividad reguladora del crecimiento en un rango de
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Tabia 1. Porcentaje de germinacion de las semillas de L. multiflorum.

Porcentajes de germinacion de los
Concentracion exiraclos
(ppm) Diclorometano Metanaol
0 100 5.0 100 +5.0
10 111.11 +5.6 12778 6.4
50 12227  +51 88.32 +4.4
100 73.96 +3.7 81.85 +4 .1
300 46.23 +.3 77.33 +3.9
500 22.51 +1.1 73.64 +3.7
1000 0 +0.0 0 +0.0

—a— CH2CI2
—+— MeOH

% germinacion

0 T I T 1 T i T I
0 200 400 600 800 1000

[Extractos] ppm

Grafica 1. Porcentaje de germinacion de las semillas de L. multifiorum a distimtas
concentraciones de los extractos.
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Tabla 2. Porcentaje de elongacion de raiz en plantulas de L. multifiorum.

.. i Porcentajes de elongacion de raiz
Cencentracion para los extractos
(ppm) _
Diclorometano Metanol
0 100 +5.0 | 100 +5.0
10 126.72 +5.3 [142.58 +7.1
50 99.39 +5.0 [96.67 +4.8
100 87.76 +4.4 [91.01 +4.6
300 84.54 +3.2 | 97.86 +4.9
500 40.68 +2.0 [91.55 +4.6
1000 0 0.0 [0 .0
-—8- - CH2CI2
—e—MeOH
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Grafica 2. Porceniaje de elongacién de raiz en plantulas de L. multifiorum a
distimas concentracicnes de los extractos.
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Tabla 3. Porcentaje de elongacion de tallo en plantulas de L. multifiorum.

Porcentajes de elongacion de tallo
Concentracion para los extractos
(ppm) Diclorometano Metanol
0 100 +5.0 (100 +5.0
10 99.04 +5.0 [136.41 +7.8
50 90.92 +4.5 |116.66 +5.8
100 78.32 +3.9 | 110.72 +5.5
300 51.57 +2.6 |106.89 +5.3
500 26.83 +1.3 [85.65 +4.8
1000 0 0.0 |0 +0.0
160 -
140 4 ~--8— CH2CI2
i —&— MeOH
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Grafica 3. Porcentaje de elongacidon de tallo en plantulas de L. multifiorum a
distintas concentraciones de los extractos.
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Tabla 4. Porcentaje de paso seco en plantulas de L. multiflorum.

. Porcentajes de peso seco para los
Concentracion extractos
(ppm) Diclorometano Metanol
0 100 +5.0 [100 +5.0
10 98.58 +4.9 |135.87 +7.8
50 100.41 +5.0 |116.62 +5.8
100 101.89 +5.1 |110.72 +5.5
300 98.65 +4.9 |106.27 +5.3
500 94.98 +4.8 |96.65 +4.8
1000 0 +0.0 |0 +0.0
~8---CH2C|2
140 —e— MeOH
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Grafica 4. Porcentaje de peso seco en plantulas de L. multifliorum a distintas
concentraciones de los extractos.
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Tabla 5, Porcentaje de germinacion de las semiltas de P. ixocarpa.

. Porcentajes de germinacion de los
Cencentracion extractos
{pprm) .
Diclorometano Metanot
0 100 +3.0 | 100 +3.0
10 107.12 +3.2 [101.77 3.1
50 112.36 +3.4 [107.12 +3.2
100 125.79 +3.8 [110.65 +33
300 112.48 +3.4 [101.57 +3.0
500 87.41 +2.6 |92.46 2.8
1000 58.92 +1.8 {88.15 +2.6
140
120' [Ny —B— CH2CR
. / ——
¥z " MeOH
e L '\\
c . e—
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Grafica 5. Porcentaje de germinacion de las semillas de P. ixocarpa a
distintas concentraciones de los exiractos.
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Tabla 6. Porcentaje de elongacion de raiz de las plantulas de P, ixocarpa.

% crecimiento raiz

. Porcentajes de elongacion de
Concentracion raiz de los extractos
(pprm) Diclorometano Metanol
0 100 +5.01 100 . 5.0
10 118.82 +5.91126.64 6.8
50 148.67 +7.6[100.11 +5.0
100 133.96 +9.6193.28 4.7
300 125.69 +8.5186.35 +4.3
500 116.87 +7.9180.26 +4.0
1000 89.16 +4.0|72.53 +3.9
160 ~ —RB-——CH2CP
) E —o- MeOH
1404 § \T
I
BT
120 41 e |
] ) J:‘H-n_ -
. \T —
1004 “L\I—-_______\ \‘\--.
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Gréfica 6. Porcentaje de elongacién de raiz de las platulas de P. ixaocarpa a

distintas concentraciones de los extractos.
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Tabla 7. Porcentaje de elongacion de tallo de las plantulas de P. ixocarpa.

% elongacion tallo

40+

20

. Porcentajes de elongacion de tallo
Concentracion de fos extractos
(ppm}) .
Dioclorometano Metanol
0 100 +5.0 100 +5.0
10 102.26 5.1 111124 +5.6
50 126.32 6.3 [103.35 +5.2
100 139.68 /.1 ]97.78 +4.9
300 103.15 5.2 9433 +4.7
500 83.51 +4.2 | 88.47 +4.4
1000 50.37 +2.5 [84.38 +4.2
140 /_r_lr: —8--CH2CR
T - “ —*—MeOH
1204 A "
/ N
4. S

[ e .
804 A

60 - S

T T
G 200 400 600 800
[Extractos] ppm
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Grafica 7. Porcentaje de elongacion de tallo de las planiulas de P. ixpcarpa a

distintas concentraciones de los extractos.
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Tabla 8. Porcentaje de peso seco de las plantulas de P. ixocarpa.

% peso seco

Porcentajes de peso seco de los
Concentracion exiraclos
(ppm) ,
Diclorometano Metanol

0 100 +1.01100 +1.0

10 115.42 +1.2(97.22 +1.0

50 110.58 +1.1[101.28 +1.0

100 109.77 +1.1]104.64 +1.0

300 106.79 +1.1]97.49 +1.0

500 108.64 +1.1]95.96 +1.0

1000 105.96 +1.1:9365 +1.0

-8 -— CH2CI2
120 —e— MeQOH
100 -
.
80
60
40
20 -
0 T T ¥ T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

[Extractos] ppm

Grafica 8. Porcentaje de peso seco de las plantulas de P. ixocarpa a distintas

concentraciones de los extractos.
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concentraciones de 10 a 50 ppm en promedio, para todos los parametros
observados, excepto en la elongacion de tallo, £l extracto metandlico en estas
mismas semiflas presenta un efecto regulatorio a 10 ppm en todos los bioensayos
realizados. Sin embargo, en semillas y planiulas de P, ixocarpa el extracto
diclorometanico presenta un ligero incremento en la germinacion y elongacion de
raiz y tallo para estas plantulas, (el peso seco lo incremento ligeramente de 10 a
1000 ppm), es decir se comporta como regulador del crecimiento de 10 a 100 ppm
en promedio. En cambio el extracto metandlico en estas mismas semiflas y
plantulas presenta actividad regulatoria a 10 ppm excepto para Ié germinacion de

las semillas que es de 10-100 ppm.

Con base en los resultados descritos anteriormente se eligid el extracto
diciorometanico para realizar el fraccionamiento primario, debido a que en los
parametros evaluados en los bioensayos anteriores, dicho extracto presenta
mayor actividad inhibitoria del crecimiento sobre las semillas y plantulas de (.
multifliorum y una mayor actividad estimuladora del crecimiento en semiilas y
plantulas P. ixacarpa tanto en germinacion, elongacion de raiz y tallo y peso seco
que el extracto metandlico como puede observarse en las graficas

correspondientes,

Ademas al analizar las Clsp {concentracion a la cua! inhibe el 50 % de
crecimiento de la germinacion y efongacion de raiz y tallo de las semillas
probadas} calculada para cada uno de los extractos (Cuadro 4 y 5), podemos
notar que el extracto diclorometanico muestra las menores Clsp en los distinios
parametros evaluados, es decir actia a menores concentracicnes gue el extracto
metandlico presentando mayor actividad inhibitoria er semillas de L. muliifiarum
aunque en semillas de P ixocarpa solo muestra aclividad inhibitoria en la

elongacion de tallo de las plantulas a 1000 ppm. Sin embargo al analizar Ia
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actividad estimuladora del crecimiento en las graficas correspondientes, puede
observarse que el extracto diclorometénico aumenta un pococ mas el crecimiento

gue el extracto metandlico.

Par todas las razones descritas anteriormente resultd interesante realizar el

fraccionamiento primario del extracto diclorometanico,

4.3 Obtencion de las fracciones a partir del extracto diclorometanico de

Cedrela ciliofata.

Se realizd el fraccionamiento primaric del extracto diclorometanico de
Cedrela cifiofata, siguiendo un proceso de elucion de hexano, hexano-acetato de
elilo en distintas proporciones, acetato de etilo 100%, diclorometano-metanol en
distintas proporciones y metanol 100% obteniéndose 238 fracciones primarias, el
proceso de elucion fue monitoreado por cromatografia en placa fina,
consecutivamente  se  reunieron aquellas fraccicnes que presentaron
caracteristicas homogéneas obteniéndose un total de 11 fracciones primarias
reunidas, sin embargo algunas de estas presentaron una parte sélida y una parte
liquida que al separarlas se obtuvieron 17 fracciones primarias reunidas. (Et
cuadro 3 del capitulo 3 Pare experimental resume los sistemas de elucion

empleados, el peso obtenido y las caracteristicas de las fracciones reunidas).

4.3.1 Evaluacion del efecto sobre el desarrollo de semillas.

Las fracciones primarias reunidas obtenidas a partir del fraccionamiento

primario del extracto diclorometanico, se evaluaron con los mismos ensayos
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bioldgicos utilizados para los extractos {germinacion, elongacién de raiz y tallo y
variacion de peso seco). Solo se realizé el ensayo para 16 fracciones primarias
reunidas debido a que la fraccion 7-15 no presento suficiente muestra para realizar
los ensayos correspondientes. Por lo cual después de realizar un andalisis
exhaustivo de las fracciones analizadas se seleccionaron 6 fracciones que
poseian ciertos caracteres significativos de actividad inhibitoria y/o reguladora del

crecimiento sobre las semillas monocotileddneas y dicotiledéneas probadas.

A continuacion se describird de forma independiente cada bioensayo para
todas las fracciones seleccionadas y probadas en las semillas monocotiledoneas

(L. multifiorum) y dicotileddneas (P. ixocarpa}.

« Germinacién (Fracciones)

En las semillas de L. multifiorum podemos observar que las fracciones 24-
.38 liquido, 107-144 liquido y 217-238 liquido inhiben su germinacion, pero ’
unicamente esta Ultima fraccidn presenta una mayor inhibicién (43% con respecto
al control a 500 ppm). En cambio la fraccion 163-216 solido estimula la
germinacién de las semillas hasta un 140% a 500 ppm. Las fracciones 39-63
sélido y 64-83 a bajas con centraciones estimulan la germinacion y a elevadas
concentraciones inhiben la misma. Sin embargo la fraccion 64-83 aumenia la
germinacion hasta un 133% pero a altas concentraciones inhibe el crecimiento

hasta un 40% con respecto al control. ( Tabla y grafica 9)

Por otro lado en las semillas de P. ixocarpa las fracciones 24-38 liquido, 39-
63 sdlido, 64-83, 107-144 liquido y 163-216 sdlido inhiben la germinacion pero es
mayor la actividad inhibitoria que presenta la fraccién 64-83. En cambio la fraccién
217-238 liquido produjo un aumento en la germinacién de un 37% mayor que el

control. (Tabla y grafica 13}
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+ Elongacion de raiz (Fracciones)

En las semillas de L. multifiorum las fracciones 24-38 liquido, 64-83, 217-
238 tiguido inhiben el crecimiento radicular siendo mayor el efecto de fa fraccion
217-238 liquido de hasta un 56% a 500 ppm. En cambio la fraccion 163-216 sélido
solo produjo aumento en el crecimiento radicular de hasta un 23% mas que el
control a 500 ppm. Sin embargo las fracciones 39-63 solido y 107-144 liquido a
bajas concentraciones aumentan un poco el crecimiento 10% pero conforme
aumenta la concentracion de las fracciones el crecimiento radicular presenta
inhibicién siendo mayor para la fraccion 39-63 sdlido 51% de crecimiento a 500

ppm. (Tabla y grafica 10)

En semillas de P. ixocarpa las fracciones 24-38 liquido, 163-216 sdlido
inhiben el crecimiento radicular siendo mayor la actividad de la fraccion 163-216
sélido 55% de crecimiento a 500 ppm. En cambio las fracciones 39-63 sélido y
217-238 liquido aumentan el crecimiento radicular de dichas semillas hasta un
21% de crecimientc a 500 ppm para esta ultima fraccion. Sin embargo las
fracciones 64-83 y 107-144 liquido a bajas concentraciones 10 ppm aumentaron el
crecimiento radicular a 113% y 114% respectivamente, y a bajas concentraciones
inhibieron el crecimiento radicular a 68% y 83% de crecimiento a 500 ppm

respectivamente. (Tabla y grafica 13)

* FElongacion de Tallo (Fracciones)

Para las semillas de L. muftifiorum las fracciones 24-38 liquido, 64-83, 107-
144 liquido y 217-238 liquido inhibieron la elongacién del tallo siendo mayor el
efecto en la fraccidn 64-83 presentando un 58% de crecimiento a 500 ppm. En
cambio la fraccidén 163-216 sdlido aumento 1a elongacién de tallo hasta un 132% a

500 ppm vy la fraccion 39-63 sdlido a 50 ppm aumenta un 124% el crecimiento y a
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bajas concentraciones 500 ppm presenta un crecimiento de 89% de tallo. ( Takla

y grafica 11}

En las semillas de P. ixocarpa las fracciones 24-38 liquido, 64-83, 163-216
solido inhiben la elongacion de tallo siendoc mayor para la fraccién 64-83
presentando un 60% de crecimiento a 500 ppm. En cambio ias fracciones 39-63
solido y 217-238 liguido aumentaron la elongacion de tallo siendo mayor la de esta
dltima fraccion de hasta un 33% mas que el control a 500 ppm vy ta fraccion 107-
144 liquido aumentd el crecimiento a 10 ppm en un 19% mas que el conirol pero
al incrementarse la concentracion de esta fraccion inhibio ef crecimiento del talio

(71% de crecimiento a 500 ppm). Ver Tabla y gréafica 15

« Pesoseco (Fracciones)

La variacién de peso seco no fue tan notable como en los otros bicensayos.
Para las semillas de L.. multifiorum tratadas con las fracciones 24-38 liquido y 217-
238 liquido disminuyeron el pesa seco aungue el efecto mayor lo presento esta
ultima fraccion (90.6% de crecimiento a 500 ppm). La fraccion 107-144 liquido
aumenta ligeramente ia biomasa de 10 a 500 ppm, mientras que las fracciones
64-83 y 163-216 liquido a bajas concentraciones 10 ppm, disminuyen ligeramente
el peso seco (97% y 98% de crecimiento respectivamente), sin embargo al
incrementarse la concentracidon aumenta figeramente el peso seco (103% y 106%
de crecimiento a 500 ppm, respectivamente). La fraccién 39-63 solido a bajas
concentraciones aumenta el peso seco y a altas concentracicnes io inhibe

ligeramente. {Tabla y grafica 12)
En las semillas de P. ixocarpa la fraccién 24-38 liquido presenta una ligera

disminucién de 95% de biomasa a 500 ppm. La fraccion 64-83 inhibe el peso

seco hastaun 92% de crecimiento al igual que la fraccion 163-216 sdlido que
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Tabla 9. Porcenlaje de germinacion de las semillas de L. muiltifiorum,

Concentracion

Porcentaje de germinacion de las fracciones primarias reunidas:

m 24-38 » 107144 | 163216 | 217238
e liquido | 3963 solido | 54-83 liguido sélido liquido
0 100 45,0100 +5.0]100 __ +5.0|100 _ +50]100 _ +5.0]100 250
10 90.53 451144  +57|132.68 _6.6|10513 +5.3|115.63 +58]82.65 4.1
50 80.85 +4.0]150.32 +7.5/105.43  =53|80.52 _+4.0] 12546 +6.3|71.16 3.6
100 |76.61 +3.8/121.76 +6.1]70.17 3.5/ 68.86 =3.4|133.22 <6.7|62.55 3.1
300 |7369 +3.7|105.23 +5.3|d6.23  +2.3|56.77 +2.8|137.56 +5.0|46.22 23
500 [72.34 +3.6|94.156 =4.7|40.28 _ 22.0|5512 12.8]139.25 +7.0|43.19 =2.2
w  24-38 liquido
—e— 3963 sélido
. . 64_83
180 - v 107-144 liquido

% germinacion

4

+

163-216 solido
217-238 liguido

=X
i
5 2
el
20
0 . . : ; , . : —
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Grafica 9. Porcentaje de germinacion de las semillas de L. multifiorum a distintas
concentraciones de las fracciones.
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Tabla 10. Porcentaje de elongacion de raiz de las plantulas de L. multiffiorum.

. Porcentaje de elongacion de raiz de las fracciones primarias reunidas:
Concentracion

(ppm) 2438 » 167-1a4 | 163216 | 217238
liquido | 3963 sdlido | - 64-83 liquido solido liquido

0 100 50100 _ +5.0]100 _50]100  5.0(100  <501100 .50

10 [96.83 +4.8|10864 5.4|9523 +4.8/ 11057 255|99.66 250/8605 =43

50  192.78 x4.6|112.54 +5.6|80.76 +4.5|96.17 =4.8|109.23 <5.5|7559 238

100 92.56 +4.6/89.59 +4.5/80.97 +4.0|83.45 242|11654 +58/71.38 =3.5

300 88.52 $4.4(62.57 +3.1|67.42 +3.4|78.95 +39/121.29 +61[62.93 +3.1

500 8911 +45|5145 +26|61.64 +31|78.32 +3.9[123.48 +62|5588 +2.8

»  24.38liquido

—e — 39-63 sdlido
A 64-83
) ¥ 107-144 liquido
140 ¢ 163-216 sdlido
] +__ 217-238 liquido
T
UURSEES S O
1
N
©
-
o + 4
= . T
@ = Y
£ SN ——— ¢
S S
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]
40
2
20 -
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Grifica 10. Porcentaje de elongacion de raiz de las plantulas de L. multiffiorum a
distintas concentraciones de las fracciones.
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Tabla 11. Porcentaje de elongacion de tallo de planiulas de L. multifiorum.

. Porcentaje de elongacion de tallo de tas fracciones primarias reunidas:
Coneeniracion 24-38 107-144 163-216 217-238
pem) liquido | 3963 s0lido | 64-83 liquido s6lido liquido
0 100 +5.01 100 +50| 100  +50] 100 =+5.0][100 =5.0]100 50
10 96.82 +4.8] 104.53 +52]/103.01 52| 9957 150[113.24 +57[86.88 =4.3
50 89.61 +4.5] 12419 +7.7] 9591 +4.3] 89.76 245]|120.32 26 |78.52 3.0
100 84.81 +4.2| 109.76 +55| B2.75 +3.6| 78.93 +3.9]124.69 +6.2|74.31 =3.7
300 8135 #4.1| 9712 +3.6| 64.73 +27| 65.85 =+3.3|129.56 46.5|68.95 +3.4
500 80.79 +40| 8866 +3.2| 58.3% +2.4| 60.38 +3.3]131.87 =66|67.44 =3.4
n 24-38 liquido
* 39-63 sdlido
£ 64-83
160 4 ¥ 107-144 liguido
- < 163-216 sdlido
140 +

217-238 liquido
T

e

L

o
©
e
@] &
c ry
Q -t
= =1
& —-
9 | =)=
[
Bg 40 -

20

0] v T T T T T T —
0 100 200 300 400 500

[Fracciones] ppm

Grafica 1. Porcentaje de elongacién de las plantulas de L. muitiflorum a distinias
concentraciones de las fracciones.
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Tabla 12. Parcentaje de peso seco de las planiulas de L. multifiorum.

Concentracion

Porcentaje de peso seco de las fracciones primarias reunidas:

24-3 . 107-144 163-21 17-
e jquido__| 39635010 | 64.83 liquido soido | liuide
0 100 +1.0]100  +1.0[100  =1.0{100 __ +1.0[100 _ +1.0]100 1.0
10 9943 +1.0{104.35 +1.0[96.64 +1.0]100.66 +1.0|98.2 _ +1.0/97.09 +1.0
50 98.57 +1.0{106.45 +1.1]102.02 +1.0|101.48 +3.0]103.9 +1.0]94.36 0.9
100 [97.8t +1.0]102.12 +1.0]103.72_=1.0{102.56_=1.0|104.97 =1.0|92.61 20.0
300 19636 21.0[101.52_ +1.0[104.65 +1.0{103.92 +1.0|105.75 +1.1]90.93 %0.9
500 _ [9584 +1.0{99.66 +1.0|102.69 +1.0[104.16 +1.0|105.87 =+1.1]90.64 +0.9
»  24.38 liquido
—®— 39-63 sdlido
—A—§4-83
115 ¥ 107-144 liguido
1 =& 163-216 sdlido
1104 + 217-238 liquido

% peso seco

100

¥ 1

200

T T
300

T
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[Fracciones] ppm

500

Grafica 12. Porcentaje de peso seco de las plantulas de L. muttifiorum a distintas
concentraciones de las fracciones.
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Tabla 13. Porcentaje de germinacion de fas semillas de P. ixocarpa.

. Porcentaje de germinacion de las fracciones primarias reunidas:
Cancentracion
{ppm) ?4-;38 39-_63 64-83 1 Q?-_1 44 1 63:21 6 21 7-?38
liguido solido liquido solido liquido
0 100 +5.0(100 50400 +5.0{100 +5.0[100  +5.0{100 +5.0
10 89.36 +4.5|97.87 +4.9|81.97 +4.1|102.14 +51191.41 +46/110.76 +55
50 80.85 +4.0|96.23 +4.8|70.62 +3.5/80.85 +4.0/74.23 +3.7{120.22 +8.0
100 7481 +3.7/90.95 +4.5/62.83 +3.1{68.83 +34(61.15 +3.1(129.65 =6.5
300 71.77 3.6/89.36 +4.5|53.39 +2.7(61.16 +3.1(53.27 +2.7/133.98 167
500 69.74 +3.5|85.54 +4.3/4856 +2.4|56.91 +28|47.75 +24]136.96 6.8
= 24-38 liquido
* 3963 sdlido
4 64-83
160 - ¥ 107-144 liquido
] 4 163-216 sdlido
140 4 T -‘rT217-238 liquido
| t :

% germinacion
P e ey

0 — . : . —
0 100 200 300

T T T
400 500

{Fracciones] ppm

Grafica 13 Porcentaje de germinacion de las semillas de P. ixocarpa a distintas
concentraciones de los fracciones.
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Tabla 14. Porceniaje de elongacion de raiz de las semillas de P. xocarpa.

» Porcentaje de elongacién de raiz de las fracciones primarias reunidas:
Coneeniracion 24-38 107-144 163-216 217-238
(ppm) - y " N - - X
quido | S9-83solido | 64-63 liquido solido liquido
0 100 +5.0;100 +5.0) 100 +5.01100 +5.0|/100  +£5.0]100 +5.0
10 96.83 +4.8|105.86 +53[113.04 +5.7|114.28 +57198.59 +4.9|110.54 +55
50 92.78 +4.6|108.69 +54|101.56 £51[101.26 +51;79.77 x40|117.76 +5.9
100 92.52 +4.6|110.52 +5.5/88.53 +4.4|93.26 +4.7[66.11 +3.3]118.94 +59
300 88.35 24.4(109.95 +55(72.16 +3.6]84.95 +4.2161.35 +3.1[118.38 159
500 89.19 +4.5]/110.39 +55(68.48 +34]83.17 +4.2155.46 +2.8[121.04 61
® 2438 liquido
& 39-63 sdlide
A §54-83
- ¥ 107-144 liquido
140 - ¢ 163-216 solido
| +  217-238 liquido
T T
N - -
o
2 3 L2
= hd
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Gratica 14. Porcentaje de elongacion de raiz de las plantulas de P. ixocarpa a
distintas concentraciones de las fracciones.
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Tabla 15. Porcentaje de tallo de las plantulas de P. ixocarpa.

Porcentaje de elongacion de tallo de las fracciones primarias reunidas:

Concentracion

24-38 - 107-144 163-216 217-238

(ppm) liguido 39-63 solido 64-83 liquido solido liquido
0 106 +5.01100 +5.0]100 +5.01100 +5.0[ 100 +5.01100 +5.0
10 96.83 +4.8[111.52 5.61107.76 x54{119.57 +6.0|100.86 +50|114.19 157
50 88.54 +4.4[115.14 +5.8[87.35 +4.4(95.66 =24.8|83.15 +4.2|124.46 6.2

100 86.74 +4.31119.26 +6.0|78.31 +3.9(85.57 +4.3|72.23 +3.6[/129.61 +65

300 81.31 +4.1]120.11 +6.0|64.62 +3.2|7542 +3.8|67.65 +3.4{130.83 6.5

500 80.75 #4.01123.12 +6.2|60.43 +3.0|71.21 366347 +32[13271 656

®  24-38 liquido
e 39-83 sélido
A B4-83
¥ 107-144 liquido
__ & 163-216 solido
1+ 217-238 liquido
)
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Grdfica 15. Porcentaje de elongacion de tallo de fas plantulas de P. f)(ocafpa a
distintas concentraciones de las fracciones.
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Tabla 16. Porcentaje de peso seco de ias plantulas de P. ixocarpa.

Porcentaje de peso seco de las fracciones primarias reunidas:
Concentracién

WPm) 194 38 liquido | 39-63 solido | 64-83 1I%71;i1di4 153210 %;qt%%s
0 100 +1.01100 +1.0]100 +1.0|100 £1.0[100  +1.0]100 +1.0
10 9987 +1.0{101.66 +1.0|100.53 #1.0[109.33 +1.1|98.11 +1.1[101.0% =t.1
50 101.23 +1.0(102.83 +1.0/98.58 +1.0/108.41 +1.1/9579 +1.1{105.23 =1.1
100 100.21 +1.0198.24 +1.019523 +1.0[107.02 +1,1|94.35 +1.1|109.63 +1.2
300 9746 +1.0/96.85 +1.0|192.78 +0.9|/106.32 +1.1|93.26 +1,1]|1i2.68 +1.2
500 8556 +1.0]/9563 +1.0|91.56 +0.9|/10524 +1.1]92.93 +1.1{113.91 +12

—8— 24-38 liquido

—e— 39-83 sdlido

-—A-— 64-83

—w— 107-144 liquido

120 1 —%-- 163-216 solido

% pPeso seco

—+— 217-238 liguido

T T T
0 100 200 300

400
[Fracciones] ppm

Gréfica 16. Porcemaje de peso seco de las plantulas de P. ixocarpa a distintas

concentraciones de las fracciones.
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presento un 93% a 500 ppm. La fraccion 39-63 solido a bajas concentraciones {50
ppm) aumenta el peso secc 2% mas que el control mientras que a altas
concentraciones 500 ppm inhibe a 96% de crecimiento. Las fracciones 107-144
liquido y 217-238 liguido aumentaran el peso seco siendo mayor el efecto en esta

ultima fraccion 14% mas que el control a 500 ppm. (Tabla y grafica 16).

Con base en los resultados y gréficas anteriores resulta interesante analizar
las fracciones 163-216 solido, la fraccion 64-83 y 217-238 liquido las cuales se

describen a continuacion.

La fraccion 163-216 sdlido actla de manera selectiva ya que en semillas
monocotiledoneas (L. multifiorum) se comporta como regulador del crecimiento; en
cambio en las semillas dicotiledoneas (P. ixocarpa) se comporta como herbicida
debido a que disminuye la germinacion y el crecimiento de estas plantulas. En
estudios posteriores podrian realizarse mas pruebas con otras semillas mono y
dicotileddneas con esta fraccién, de tal forma que pueda asegurarse que actua de
manera selectiva. Esta propiedad, de comprobarse en varias especies blanco, en
un futuro podria ser de gran utilidad para inhibir el crecimiento originados por las
malezas dicotileddneas de manera selectiva, por ejemplo el tomate o trébol que en
algunos casos son considerados como malezas, y quizas ayudar a obtener una
mejor produccidn de los cultivos de origen monocotiledéneos como es el maiz.
Considerando Unicamente los bioensayas realizados en esta tesis esta fraccion es
interesante para poder ser utilizada como un herbicida de preemergencia ya que
en la germinacion de |as semillas se observa una inhibicién de la germinacion (no
tan notable como en los exiractos), o bien como herbicida postemergente debido a

que inhibe la elongacion de raiz y tallo y por o tanto su biomasa.
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L.a fraccién 64-83 tiene un comportamiento no selectivo ya gue actla como
inhibidor del crecimiento en semillas de L. multifiorum al igual que en semillas de
P ixocarpa, solo que a bajas conceniraciones 10 ppm en promedio actia como
regulador de crecimiento en ambas semillas y altas concentraciones mayor a 10
ppm y hasta 500 ppm en promedio, actia inhibiendo la germinacion y crecimiento
de las ptantulas de ambas semillas. Por lo cual debe tenerse en cuenta el rango
de concentracion en el cual se desea utilizar ya que de esto dependera su efecto
estimulatorio o bien inhibitorio, es decir su efecto es dependiente de la
concentracidn. Debido a su comportamiento en concentraciones de 10 a 500 ppm
de actuar como inhibidor de crecimiento podria considerarse su uso como
herbicida preemergente debido a que inhibe la germinacién de ambas semillas v
como herbicida postemergente teniendo cuidade con el rango de concentracion
para inhibir el desarrollo de las plantulas, o bien si se desea aumentar el
crecimiento de algun cultivo podria utilizarse esta fraccion a una concentracion

baja para tener el efecto esperado.

En cambio la fraccién 217-238 liquido se comporta como regulador de
crecimiento (10- 500 ppm) de forma significativa para las semillas y plantulas de P,
ixocarpa pero actia como inhibidor del ¢recimiente {10- 500 ppm) en las semillas
y plantulas de L. multifiorum. Como puede notarse esta fraccién a medida que
aumenta su concentracion aumenta el efecto estimulatorio o inhibitorio,
dependiendo de la especie blanco, es decir también es dependiente de la
concentraciéon. Esta fraccion resulta interesante para seguir siendo estudiada en
otras especies de semillas pertenecientes a las semillas mono y dicotileddneas
con el fin de encontrar reguladores de crecimiento y/o herbicidas de origen vegetal

para ser usados en la agricultura.

Se decidid utilizar este rango de concentraciones para los extractos debido

a que se encuentra reportado que los compuestos alelopaticos, con utilidad para
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ser empleados en los cultivos por su actividad inhibitoria, se encuentran en un
rango de G.1 a 1000 ppm en promedio, aunque se ha encontrado gue algunos
triterpenos han actuado de 0.1 a 100 ppm. (Macias, 1995). Por esta razdn los
extractos fueron analizados en concentraciones de 10 a 1000 ppm para observar
su posible actividad inhibitoria o estimuladora del crecimiento sobre las semillas y
plantulas de L. multifiorum y P. ixocarpa. Posteriormente al observarse que los
extractos presentaron actividad se procedid al fraccionamiento primario del
extracto mas activo reduciendo el rango de concentracion en la prueba (10-500
ppm) para observar su comportamiento, debido a que al fraccionar el extracto

concentramos a los compuestos responsables de la actividad.

Con base en la descripcion realizada antericrmente*podemaos observar que
el diferente modo de accién mostrado por los extractos y las fracciones dependen
de cuales sean las especies blanco, es decir si son semillas monocotiledoneas (L.
multifforum) o dicotiledoneas (P. ixocarpa), lo cual podria indicarnes cierto grado
de selectividad por parle de los extractos y fracciones a las especies blanco que

van dirigidas.

Al comparar el comportamiento de fos extractos obtenidos con las
fracciones probadas en este bioensayo podemos observar que la actividad
inhibitoria que presenta el extracto diclorometanico parece tener un efecto
sinergista, debido a que dicho extracto inhibe en mayor proporcion la germinacion
y crecimiento de las pléntulas de L. muitifforum que las fracciones primarias
reunidas, aunque este mismo comportamiento no se observa con las semillas y
plantulas de P. ixocarpa debido a que algunas de las fracciones primarias reunidas
presentan mayor actividad gue el exiracto. Este comportamiento se puede
corroborar al abservar el cuadro 4 y 5 en donde se especifican las Clsy de

los extractos y fracciones primarias reunidas en las dos especies de semillas
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Cuadro 4. Clsg para los extractos y fracciones primarias reunidas en semillas de

Lofium muftiflorum.

Cl s (ppm)
BIOENSAYO Extractos
Diclorometano Metanol
Germinacion 258.77 647.39
Elongacién raiz 423.22 726.54
Elongacian talio 512.79 705.68
Peso seco 736.97 739.81
Cl s (ppm) Fracciones pimarias
BIOENSAYO reunidas
654-83 217-238 LIQUIDO

Germinacion 266.87 182.07
Elongacién raiz ND ND
Elongacion tallo ND ND
Peso seco ND ND

ND: No determinada

Cuadro 5. Clg para los extractos y fracciones primarias reunidas en semillas de

Physalis ixocarpa.

Cl s (ppm)
BIOENSAYOQ Extractos
Diclorometano Metanaol
Germinacién ND ND
Elengacion raiz ND ND
Elongacion tallo 1000 ND
Peso seco ND ND

ND: No determinada

Cl so (ppm) Fracciones primarias
BIOENSAYO reunidas
64-83 163-216 SOLIBO
Germinacién ND ND
Elangacion raiz 500.75 428.79
Elongacién tallo ND ND
Peso seco ND ND

ND: No determinada
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probadas. Debe hacerse notar que en algunos casos no pudo calcularse este

parametro debido a que no presentaron el 50% de inhibicidn de crecimiento,

Ademas también podemos observar que los extractos y algunas fracciones
presentan un comportamiento como reguladores de crecimiento a bajas
concentracionas y en cambio al aumentar la concentracion de los mismos inhiben
la germinacion y desarrollo de |as pfantutas por lo cual acttan come herbicidas, es
decir que su comportamiento frente a las especies blanco depende de la

concentracion a la que se encuentren presentes.

Puesto que lo que se busca es obtener peslicidas de origen biolégico, debe
evaluarse la necesidad de requerir tener una fraccién o un compuesto puro o bien
la utilizacién de un extracto debido a que implica menos gastos de obtencion y por
lo tanto es mas econdmico de adquirir en el mercado, que una fraccién o

compuestos puros, lo cual beneficiaria el uso de los mismos en los cultivos.

4.4 Actividad insecticida

Se realizaron los bicensayos de prueba antialimentaria de no eleccién y
prueba antialimentaria de eleccion & preferencia, de acuerdo a lo descrito en la
parte experimental, para observar el comportamiento de la alimentacién de las
larvas de E. varivestis al ser tratadas a distintas concentraciones con los extractos
diclorometdnico y metandlico de C. cifiolata. Los resultados reportados son los
promedios obtenidos de las réplicas realizadas para cada bicensayo y se
encuentran reportados en porcentajes de disminucion de alimentacion, en donde

un 100 % indica una disminucion total de la alimentacion mientras que valores

65



Resultados y Discusidn

negativos indicarian una estimulacidn de la alimentacidon. El error estandar se
encuentra reportado en ias iablas correspondientes con P<0.05 calcuiado en el

programa Origin version 4.1.

Los porcentajes de inhibicibn de alimentacion fueron calculados
considerando los  porcentajes de  area dafiada de las hojas tratadas
comparadas con el area dafiada de las hojas control considerande la
siguiente  formula: % inhibicion de la alimentacion = [1- {T/C)] * 100; donde T=
Cantidad consumida por el insecto de la hoja tratada y C= Cantidad consumida
por el insecto de la hoja control. (Gonzalez et al, 1996; Valladares et al., 1997;
Fraga et al., 2001}

4.4.1 Prueba antialimentaria de no eleccién.

La tabla y grafica 17 muestran los resuitados obtenidos para cada unc de
los extractos probados: diclorometano y metanol. Se calculd el porcentaje de
inhibicién de la alimentacién sobre las larvas de E. varivests al ser expuestas a
distintas concentraciones de los extractos. Describiendo a tos extractos de manera
independiente se puede cbservar que al aumentar la concentracion del extracto
diclorometanico el porcentaje de disminucion de la alimentaciéon se incrementa,
observandase un mayor efecto a 200 ppm. Similarmente, el extracto metandlico
presenta el mismo comportamiento frente a las larvas de E. varivestis, en donde
et porcentaje de inhibicién de fa alimentacion se incrementa conforme aumenta la

concentracién del mismao, siendo mayor a la concentracion de 200 ppm.
Al comparar los extractos estudiados, se puede notar que ambos extractos

presentan un comportamiento semejante, inhibiendo parciatmente la alimentacién

de las larvas de E. varivestis, el mayor porcentaje de inhibicion de la alimentacion
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se obtuvo a 200 ppm para ambos extractos: sin embargo, el extracic metandlico
posee mayor actividad antialimentaria, que el extracto diclorometanico, debido a
gue los porcentajes de disminucion de la alimentacion a las diversas
concentraciones (10,20,50,100 y 200 ppm} son mayores para este extracto,
Basandose en lo descrito anleriormente la tabla 17 muestra los resultados
obtenidos para ambos extraclos, en donde se puede apreciar que al aumentar la
concentracién de los extractos aumenta la actividad antialimentaria de los mismos,
es decir a altas concentraciones se observa una mayor inhibicion de la

alimentacién de las larvas que a bajas concentraciones.

Se calculo la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién
Efectiva (CEsp) concentracion que inhibe la alimentacion de las larvas al 50% para
ambos extractos en la prueba antialimentaria de no eleccion: los resultados se

describen en el cuadro 6.

Cuadro 8. CMI obtenidas para los extractos diclorometanico y metandlico de C.

ciliolata

% disminucion
Extracto | CM! ) B CEso {ppm})
alimentacion

Diclorometano . ;10 ppm 4.75 6117
Metanol 10 ppm 9.46 561°

CEsp (Concentracion efectiva que inhibe la alimentacion de las larvas al S0%])

? concentracién extrapolada de la grafica.
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Tabla 17. Porcentajes de inhibicion de alimentacion de las larvas de £. varivestis

., % inhibicicn de la alimentacion de
Conceniracion los extractos
(ppm) Diclorometano Metanol

0 0 +(.0 0 +0.0
10 4,75 0.2 9.46 +0.5
20 7.84 0.4 12.52 +0.6
50 11,70 +0.6 17.38 +0.9
100 19.53 +1.0 27.50 +1.4
200 27.30 +1.4 37.64 +1.9

60

50

% disminucion de la alimentacion

~8 -Diclorometano

—8— Metanol

50 100

;
150

{Extractos] ppm

200

Grafica 17. Porcentaje de inhibicion de la alimentacion de los extractos de C.
cifiolata frente a las larvas de E. varivestis. Prueba antialimentaria de no

eleccion.
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4.4.2 Prueba antialimentaria de eleccién é preferencia.

En la prueba de preferencia se pudo notar de manera visual que el insecto
dafid mas area de las hojas que no se encontraban impregnadas con los extractos
que aquellas que si se encontraban impregnadas, lo cual puede corroborarse at
observar la gréfica 18 en donde se puede notar el comporiamiento de ambos
extractos. Ademas, también podemos observar que dependiendo de la
concentracion, las larvas se comportan de distinta manera ya que a bajas
concentraciones el porcentaje de inhibicién de ta alimentacion es menor que a
altas concentraciones, es decir a 200 ppm se observa el mayor efecto de

inhibicion de la alimentacion. (Tabla y grafica 18)

Al comparar el extracto metandlico y diclorometanico se puede apreciar que
ambos extractos poseen actividad antialimentaria pero el extracto metandlico
presenta porcentajes de disminucidn de la alimentacion mayores que las
mostradas por el extracto diciorometanico, a las distintas concentraciones (20, 100
y 200 ppm); lo cual indicaria que presenta mayor actividad antialimentaria frente a

las larvas de E. varivestis.

De los resultados obtenidos de ambas pruebas, podemos observar que las
larvas prefirieron alimentarse de las hojas que no estaban impregnadas de
extracto, que de aquellas que si Io contenian adherido a si mismas, ademas,
dependiendo de la concentracion que se encontraba impregnada en las hojas fue
la inhibicion que presentaron en su alimentacién: por lo cual aparentemente al
aumentar la concentracion oblendriamos una mayor disminucion de la
alimentacion de [as larvas. También se observa que el extracto metandlico posee
mayor actividad que el extracto diclorometanico o cual puede corroborarse con
los valores de CM! y CEsp obtenidos para cada extracto en el ensayo de actividad

antialimentaria. La CM! para ambos extractos es la misma pero la inhibicion de la
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Tabla 18. Porcentajes de inhibicidn de alimentacion de las larvas de E. varivestis

Concentracion % inhibicion alimentacion de los
(ppi’n) : exiractos
Diclorometano Metanol
20 5.26 +0.3 7.70 04
100 13.25 +0.7 | 17.86-- +0.9
200 22.60 +1.1 29.15 1.5
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Grafica 18. Porcentajes de inhibicion de la alimentacién de los exiractos de C.
ciliolata frente a las larvas de E. varivestis. Prueba de eleccidn &
preferencia
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alimentacion es mayor para el extracto metandlico. Asimismo, suponiendo el
mismo comportamiento de las curvas obtenidas para los extractos, se puede
calcular la Clsg para ambos extractos, sin embargo la Clsp del extracto metandlico
es menor que la que presenta el extracto diclorometanico lo cual indica que el
extracto metandlico a menor concentracion 561 ppm inhibiriz ia alimentacion de

las larvas hasta un 50%.

Se encuentran reportados en la literatura algunos estudios realizados con
otras especies de la familia Meliaceae como el extracto de acetona de Trichilia
pallida probado frente a Spodoptera fittoralis |a cual mostra una potente actividad
antialimentaria a 100 ppm, sin embargo la actividad que presentaron los
compuestos aislados de dicho extracto fue menor lo cual indicaria un posible
efecto sinergista de los compuestos. (Simmonds et al., 2001). Ademas algunos
compuestos aislados de Melia toosendan, presentaron actividad antialimentaria a
debil a 1000 ppm, {Nakatani et al., 1999). De acuerdo a lo descrito anteriormente
los extractos de C. cifiolata serian buenos candidatos para seguir siendo
estudiados, evaluando otros parametros frente a los mismos insectos y realizar

los ensayos con otras especies de insectos.

También se debe de tener en cuenta que se trabajo con extractos y si los
compuestos responsables de la actividad antialimentaria no presentan sinergismo
como se menciona para el extracto de Trichillia palfida; entonces al probar las
fraccionas yfo compuestos posibles de aislar de esta planta, la actividad

antialimentaria aumentaria.
El trabajo descrito fue un estudio preliminar para determinar si los extractos

poseian actividad antialimentaria frente a las larvas de £ varivesfis. En este

ensayo no se monitoreo en dias intermedios durante la prueba. por o cual no es
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posible determinar el comportamiento de las larvas en estos dias: sin embargo
seria un interesante tema para desarrollar posteriormente y de esta manera poder
observar el desarrolio de Ias larvas a través de sus distintas fases de su ciclo de
vida hasta llegar a ser adultas (trempo y fases de pupacion. peso adquirido, entre

otros).

Basandose en los resultados descritos anteriormente se puede observar
que la inhibicidn de la alimentacion de las larvas de E. varivestis son dependientes
de la concentracion, debido a que su porcentaje de disminucion de alimentacién
varia segun la concentracion a la que fueron expuestas, ademas que podemaos
confirmar la definicién de antialimentario descrita por Coll, ya que después de que

las larvas ingirieron un poco de alimento prefirieron no seguir alimentandose.

Esta observacion se encuentra reportado en [a literatura, debido a que
algunos insectos prefieren morir de inanicitn gue aceptar una dieta carente de su
estimulante normal de la alimentacion o bien con compuestos disuasivos de la
alimentacion, dicho efecto se ha observado con la larva de la mariposa blanca de

la col Preris brassicae (Harbormne, 1988)

La contribucien de este trabajo asi como otros publicados con productos
naturales, podrian ayudar a obtener o a desarrollar sustancias contra el ataque de
los insectos a los cultivos. Los insecticidas de origen natural podrian ofrecer una
fuente de agentes para el control de plagas y podrian ser una allernativa eficiente

a evitar la resistencia a los insecticidas sintéticos.
Ademéas debe de hacerse notar que los extractos de C. cifiolata al presentar

aclividad antialimentaria son candidatos como insecticidas de tipo indirectos

debido a que los insectos al dejar de alimentarse mueren de inanicién, lo cual
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seria de gran ayuda en los cultivos principalmente de frijol que es en donde los

insectos presentan su mayor dafio en Ia agricultura.

En condiciones naturales (observacion de campo) C. ciiclata causa un
efecto significativo sobre diferentes organismos en la comunidad debido a que
alrededor de este arbol no crecen otras especies en un radio de 2-3 metros
aproximadamente, ademas de presentar actividad disuasiva frente a los insectos.
Lo cual puede confirmarse con fos resultados obtenidos en las pruebas realizadas;
es decir posee aclividad alelopdtica frente a las semijllas y plantulas de L.
multiflorum y P. ixocarpa y actividad antialimentaria frente a las larvas de

Epilachna varivestis Mulsant.

Debido a la nula o baja fitotoxicidad mostrada a bajas concentraciones { 0-
10 ppm), es decir debido a su comportamiento como regulader del crecimiento,
presentada frente a las semillas dicotiledéneas y al pronunciade efecto
antialimentario a concentraciones similares, los extractos de esta planta son muy
buenos candidatos para estudios de _tipo  antialimentario mas profundos

considerando su posible potencial en futuras aplicaciones agroquimicas.

Elf resultado de este trabajo ayuda a encontrar herbicidas yl/o reguladores
del crecimiento sin efectos secundarios o adversos para el medic ambiente y al
desarrollo de nuevos herbicidas podria darse en Ia regulacién de procesos de
germinacion, crecimiento de raices y tallo. Al igual que estos bioensayos la
actividad antialimentaria que presentaron los extractos puede ser de gran utilidad
para el aislamiento de nuevos metabolitos de origen natural ¢ para el estudio de
nuevas especies de plantas que puedan ayudar al control de plagas en la

agricuttura.
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Ademas, el estudio realizado es importante debido a que enriquecemos y
contribuimos al conocimiento de la flora mexicana en relacién a las interacciones
planta-planta y planta-insecto, ademas de motivar el estudio de nuevas especies

endémicas de la flora mexicana.
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V. CONCLUSIONES

En el presente estudio se determino que los exiractos y fracciones de la
madera de Cedrela ciliclata presentaron actividad alelopatica e insecticida

frente a las distintas especies blanco probadas.

La actividad alelopatica de tos extractos y fracciones primarias reunidas de
Cedrelfa ciliolata se evalud a través de |a prueba “Evaluacion del efecto sobre
el desarrollo de las semillas en la caja Petri" en dos especies de semillas L.
multifiorum y P, ixocarpa, observando pardmetros como: germinacion,

elongacidn de raiz, elongacion de tallo y peso seco.

El extracto diclorometénico presentd mayor actividad alelopatica frente a las

especies de L. mulfiflorum y P. ixocarpa.

Todas las fracciones primarias reunidas evaluadas presentaron actividad
alelopdtica, sin embargo las fracciones 64-83, 163-216 solido y 217-238

liquido fueron las fracciones mas activas.

La fraccion 163-216 solido y 217-238 liguido actdan de manera selectiva, a
diferencia de la fraccién 64-83 |a cual no actua de manera selectiva, frente a

las semiflas de L. multiffiorum y P. ixocarpa.

La fraccion 64-83 fiquido presenta actividad herbicida frente a las semillas de

L. muttiflorum y P. ixocarpa.
La fraccion 163-216 solido se comporta como herbicida frente a las semilias

de P. ixocarpa y como regulador del crecimienic en semillas de L.

multiflorurm.
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10.

1.

12.

13.

14.

15.

La fraccion 217-238 liquide actia como herbicida frente a tas semillas de L

multifiorum y como regulador del crecimiento en semillas de 2. ixocarpa.

L.a actividad insecticida de los extractos de Cedrela ciliofata fue evaluada a
través de las pruebas de actividad antialimentaria de no eleccion y de

eleccion con larvas de £ varivestis.

El extracto metandlico presentéd mayor actividad antialimertaria frente a las

larvas de E. varivestis.

De los bicensayos realizados se puede observar que el efecto inhibitoric o
estimutatorio para ambos extractos y fracciones evaluadas son dependientes

de la concentracion.

En |a actividad alelopatica los extractos son mas aclivos que las fracciones
primarias reunidas, lo cual indicaria un efecto sinergista por parte de los

compuestos presentes en las fracciones primarias reunidas.

Este estudio muestra que la alelopatia es una posible estrategia de control

de malezas en la agricuttura,

Ei conocimiento detallade de las acciones alelopaticas, asi como de la
actividad insecticida de las plantas pueden ayudarnos al descubrimiento de
excelentes modelos para desarrollo de nuevos herbicidas altamente

seleclivos.

Los extractos y fracciones de esta planta son muy buenos candidalos para

ser considerados en futuras aplicaciones agroquimicas.
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VI. PERSPECTIVAS

Realizar estudios de actividad alelopatia y antialimentaria utilizande nuevas
especies de semillas {(mono y dicotiledéneas) y de insectos con tas fracciones y

extractos activos,

Determinar si las fracciones primarias reunidas poseen actividad

antialimentaria frante a las farvas de £, varivestis.

Evaluar nuevos parametros en la actividad antialimentaria como  son
mortalidad, desarrollo de las distintas fases de las larvas hasta su

metamorfosis a insectos aduitos.

Aislar a los metabolitos responsables de las actividades reportadas para su

posterior identificacion.
Todos los estudios realizados en el presente trabajo fueron efectuados in vitro
por lo cual seria interesante poderlos estudiar directamente en los cultives para

observar si mantienen su efecto.

Evaluar los efectos alimentarios en otros plagas que atacan otros cultivos

dicotileddneos con importancia agricola.
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