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RESUMEN

Numerosos estudios se han enfocado al conocimiento de compuestos de
origen vegetal con actividad insecticida, como los metabolitos secundarios.

En este sentido, surgié el interés de llevar a cabo un estudio quimico
biodirigido de especies del género Bursera (Burseraceae) con gran diversidad
en México y poco estudiado en su composicion quimica, probando su actividad
biologica frente al desarrollo de Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera:
Noctuidae), insecto que devasta cultivos de gran irportancia economica en el
pais.

Para la realizacion del presente trabajo, se procedié a la obtencion de
extractos organicos y compuestos volatiles de las diferentes especies de
Bursera.

Se evaluod el efecto de estos extractos sobre el desarrollo de S. frugiperda a
través de ensayos biolégicos, asi como el efecto de las hojas secas y frescas;
ambos fueron suministrados por separado a diferentes concentraciones en la
dieta artificial del insecto, con el fin de evaluar, en periodos definidos, su tasa de
crecimiento (tamafio y peso), porcentaje de pupacion, asi como, porcentaje de
machos y hembras. Los resultados mostraron que existe un efecto significativo
de las especies de estudio, en los parametros de crecimiento del insecto con

respecto al control, principalmente en el caso de B. lancifolia y B. aptera.

El andlisis de los aceites esenciales se determiné a través de cromatografia
de gases acoplado a espectroscopia de masas, encontrandose que los
constituyentes principales de estas especies de plantas son de tipo terpénico,
principalmente monoterpenos como limoneno e hidrocarburos. Por otro lado, se
determiné la actividad antiinflamatoria de estos extractos volatiles, los

resultados no mostraron diferencias significativas frente al control.



Por otra parte se midié la actividad de la acetilcolinesterasa (AcHE), un
neurotransmisor importante en el impulso nervioso, en larvas y palomillas que
sobrevivieron a los ensayos biolégicos realizados previamente, al suministrarles
hoja seca y extracto metandlico respectivamente de las diferentes especies de
Bursera. Encontrando un efecto significativo en la inhibicion de la actividad de la
AcHE, en las larvas tratadas con dos de las especies estudiadas B. aleoxyllony

B. grandifolia, observando que el efecto inhibitorio es dependiente de la dosis.

El género Bursera brinda una amplia gama de posibilidades de estudio
tanto desde el punto de vista de sus metabolitos secundarios y el efecto de

estos compuestos sobre la fisiologia de los insectos.



ABSTRACT

Numerous studies have been focused to the knowledge of plant compounds with
insecticide activity, mainly secondary metabolites. In this sense, we have interest
to carry out chemical studies biodirected to species of genus Bursera
(Burseraceae) due that this taxa has a great diversity in Mexico and is poor studied
in its chemical composition. In this ocassion, we are testing its biological activity in
relation to the development of Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera:
Noctuidae), a moth that devastates crops of great economic importance in the
country.

For this task, we proceed to obtain the organic extracts and volatile
compounds of the different species of Bursera. The effect of these extracts was
evaluated on the development of S. frugiperda through biological trials, as well as
the effect in fresh and dry leaves; both were supplied by separated to different
concentrations on the artificial diet of the insect, in order to evaluate, in definite
periods, its growth rate (height and weight), percentage of pupation, as well as the
percentage of male and female. Results showed that significative effect of the
species of study, in the parameters of growth of the insect in function of the control,
mainly in the case of B. lancifolia and B. aptera.

The analysis of essential oils was determined through chromatography of
gases adapted to spectroscopy of masses, finding that the main constituents of
these species of plants are terpenic compounds, mainly monoterpenes as
limonens and hydrocarbons. On the other hand, the anti-inflammatory activity of
these volatile extracts was determined, and the results did not show significant
differences in relation to the control. Finally, the activity of the acetylcholinesterase
(AcHE) was measured, an important neurotransmitter of the nerve impulse, in
larvae and adults that survived to the biological trials carried out previously, when
we supply them dry leaf and methanolic extract respectively of the different species
of Bursera. We found a significative effect on the inhibition of the activity of the
AcHE in larvaes treated with two of the studied species B. aleoxyllon and B.
grandifolia, observing that the inhibitory effect is dependent of the dose.

The genus Bursera offers an extensive range of study possibilities since the point
of view of his secondary metabolites and the effect of these compounds on the
physiology of the insects.



JUSTIFICACION

El género Bursera se encuentra distribuido en México con una gran
diversidad de especies, algunas de ellas caracterizadas por la presencia de
compuestos de tipo terpénico. Los escasos reportes acerca de la interaccion de
este género con herbivoros y su composicién quimica, pone de manifiesto la
necesidad de realizar estudios encaminados a conocer esta interaccion y los

compuestos quimicos que presentan, las diferentes especies de estudio.

El presente trabajo se encuentra estructurado en tres capitulos: en el
primero se aborda un panorama general del género Bursera y de los
metabolitos secundarios presentes en algunas especies de este género. Asi
como, los trabajos realizados para evaluar el efecto de hojas, extractos
organicos y volatiles de las especies de estudio, sobre el crecimiento del

gusano cogollero Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae).

En el segundo se analiza la composicion de los aceites esenciales

obtenidos de las diferentes especies y su efecto antiinflamatorio.

Finalmente el tercer capitulo aborda el estudio de la inhibicion de la
actividad de la acetilcolinesterasa, en larvas y palomillas de S. frugiperda,

producido por hojas y extractos de las especies de Bursera estudiados.



OBJETIVOS GENERALES

¢ Evaluar el efecto de hojas, extractos organicos y aceites esenciales de las
diferentes especies del género Bursera, sobre el crecimiento de Spodoptera

frugiperda, determinando si existe actividad antialimentaria.

¢ Determinar la presencia de los principales grupos de metabolitos secundarios,

en los extractos organicos de las hojas de las especies de estudio.

¢ Realizar un ensayo enzimatico a fin de evaluar el efecto de las diferentes

especies de Bursera sobre la actividad de la acetilcolinesterasa del insecto.



CAPITULO |

El GENERO Bursera

I.1.- INTRODUCCION

En el ecosistema las plantas y los insectos estan continuamente
interactuando en una compleja via. La interaccion planta-insecto es un sistema
dinamico, sujeto a continuas variaciones y cambios {Figura 1). Las plantas han
desarrollado diferentes mecanismos para reducir el ataque de insectos, incluyendo
respuestas especificas que activan diferentes vias metabdlicas las cuales alteran
considerablemente sus caracteristicas quimicas, fisicas o fenolégicas actuando
como barreras para los insectos (Anaya, 2003). Por otro lado los insectos
desarrollaron varias estrategias para superar estas barreras defensivas de las
plantas, permitiendo asi su sobrevivencia (Mello et al, 2002). Dentro de las
estrategias quimicas de las plantas, se encuentra la produccion de una serie de
compuestos que no estan relacionados directamente con el metabolismo basico;

tales compuestos se conocen como metabolitos secundarios.

Investigaciones multidisciplinarias recientes sobre la fisiologia y bioquimica
de insectos y la ecologia quimica, en especial el estudio de las interaccione-s
planta-herbivoro, han revelado que compuestos derivados del metabolismo
secundario pueden actuar como antialimentarios, repelentes, toxicos, etc.,
ocasionando alteraciones en el crecimiento, desarrollo, reproduccion, diapausa y
comportamiento de los insectos (Bellés, 1988). Estos compuestos quimicos que
las plantas han desarrollado e incorporado a sus tejidos para repeler a los
herbivoros por toxicidad directa o reduciendo la digestibilidad de las plantas o
bien, como sustancias inducidas sintetizadas en respuesta al tejido dafado a
través de un encuentro previo con un depredador, herbivoro, patégeno o parasito,

que le confieren a la planta cierto grado de resistencia a |los ataques subsecuentes
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por estos organismos al afectar su comportamiento y fisiologia (Anaya, 2003;
Mello et al., 2002).

Fraenkel (1959) fue uno de los primeros en sugerir que los compuestos
secundarios se encuentran directamente implicados en el comportamiento
alimentario de los insectos.

Posteriormente a los trabajos de Ehrlich y Raven (1964), el papel de los
compuestos secundarios como los alcaloides, terpenos y flavonoides, ha sido
explorado en relacién con la herbivoria en insectos.

En este sentido los estudios se han enfocado sobre las angiospermas, los
insectos y la quimica de los productos secundarios.

Se estima que existen mas de un cuarto de millon de especies de angiospermas
en el mundo y cerca de un millon de especies de insectos, el grupo
numeéricamente mas importante del reino animal. El niumero total de especies no

se conoce, pero podria ubicarse entre los 10 y 100 millones (Wilson, 1992).

PLANTAS <— Estimulo INSECTOS I
Depredadores Escape o evasion
o parasitoides
del insecto /
T Respuesta /-Evasi()n temporal
o -Detoxificacion
Volatiles
-Secuestro de los compuestos
T -Seleccion de la planta hospedera
Indirecta Directa /
| ..
—7 ]| | Establecen asociaciones
. Barrera ﬂ§1ca vd con microorganismos
Metabolitos secundarios /\/ (1l Ly
Barrera nutricional | .
Herbivoria
I >

Figura 1.- Interacciones entre plantas e insectos. (tomado de Mello et al., 2002).
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Con relacion a los productos secundarios se han identificado mas de
100,000 compuestos, entre los que podemos citar no menos de seis mil alcaloides
y diez mil compuestos de origen terpénico, por mencionar algunos (Dixon, 2001).

La produccién de una gran variedad de metabolitos secundarios por parte
de las plantas, les confiere a éstas cierta resistencia, al afectar de manera muy
diversa el comportamiento y la fisiologia de los insectos.

Se ha planteado que los metabolitos secundarios son una respuesta de
defensa general contra factores adversos o limitantes que se clasifican en biéticos
y abioticos, es decir que la produccion de compuestos secundarios se ve
modificada cuando la planta se encuentra en condiciones de estrés debido a estos
factores (Sudha et al., 2002). Existe ademas una distribucion especifica de ciertos
metabolitos secundarios en las familias y géneros, en algunos casos hasta en
especies, los cuales se pueden encontrar en un érgano determinado, como en
tallo, raiz, inflorescencia, hoja o fruto (Berembaum, 1995).

Numerosos productos secundarios son muy toxicos para los insectos, por
ejemplo: alcaloides, terpenos, taninos, flavonoides, entre otros.

Por otro lado algunos compuestos son antagonistas de hormonas de
insectos, ciertas plantas producen determinados compuestos que pueden interferir
en la regulacion de algunos aspectos fisiologicos, bioquimicos o de
comportamiento de los insectos, los cuales pueden ocasionar cambios en los
procesos regulados por el sistema enddcrino (crecimiento, metamorfosis,
reproduccion, diapausa), actuando como biomiméticos o antagonistas de
hormonas de insectos, segun Camps (1988), ejemplos de estos son:

i) Fitojuvenoides.- Muestran una actividad biolégica idéntica a la que inducen las
hormonas juveniles de insectos, cuando se administran en la fase pre-adulta
inhiben total o parcialmente la metamorfosis, como el farnesol.

i) Antihormonas juveniles.- Antagonizan la accién de la hormona juvenil,
ocasionando una metamorfosis precoz en larvas, los adultos viables son
estériles. Un ejemplo de ellos serian los precocenos.

i) Fitoecdisteroides.- La muda de los insectos esta controlada por la ecdisona, sin

embargo ésta hormona no es exclusiva de los insectos ya que en extractos de
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plantas se han encontrado estructuras idénticas o similares, como la 20-
hidroxiecdisona, es el fitoecdiesteroide mas abundante en Pteridofitas,
gimnospermas y angiospermas, después la ponasterona extraida de
Podocarpus nakaii. Los efectos bioldgicos (malformacion, esterilidad y muerte

del insecto) dependen del modo de administracion y del mismo compuesto.

iv) Antiecdisonas.- Algunos metabolitos secundarios pueden tener esta actividad

de interferir especificamente con alguna de las fases del proceso de muda,
siendo utiles como agentes de control biorracional de insectos. Como la
plumbagina aislada de Plumbago capensis que inhibe la ecdisis de cuatro
especies de Lepidopteros y la azadiractina que también inhibe este proceso, su
efecto ha sido comprobado en numerosas especies de insectos y también en
nematodos; se le atribuye un efecto regulador de crecimiento, asi como

inhibidor de la alimentacion y toxico.

Otros compuestos de origen vegetal que afectan el comportamiento de insectos,

que actuan como atrayentes, repelentes, estimulantes o inhibidores de la

alimentacién y de la oviposicion, son clasificados como:

i) Fagoestimulantes.- presentan una gran variedad de estructuras quimicas

principalmente glicésidos, acidos, fosfolipidos y terpenoides. La estimulacién
es caracteristica en los diversos o¢rdenes de insectos, por ejemplo los
Lepidopteros se estimulan por los derivados glicosidicos y los coledpteros por
los acidos (Camps, 1988).

Estimulantes de oviposicion.- compuestos como los disulfuros de metilo y
n-propilo de la cebolla, utilizados para inducir la oviposicion en el lepidoptero

Hylenya antigua (Bellés, 1988).

iii) Inhibidores de alimentacion.- Estos son detectados después de haber iniciado

el proceso de alimentacién, interrumpiendo este proceso y conducen a la
muerte por inanicion (Bellés, 1988).
Sustancias antialimentarias.- se pueden clasificar con base en el tipo de

estructura y su actividad sobre el insecto, segun Coll (1988).
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Los metabolitos secundarios mds importantes son:

Terpenos.- es uno de los grupos en el que se han estudiado un mayor
numero de sustancias, entre ellos se encuentran los:

-Monoterpenos.- que inhiben la alimentacién o recoleccion del néctar
-Sesquiterpenos.- también reducen la alimentacion como la Scorpioidina
aislada de Vernonia scorpioides, o con actividad hormonal.

-Diterpenos.- el grupo mas numeroso de compuestos antialimentarios
naturales aislados de plantas como las nagilactonas aisladas de
Podocarpus gracilior activa frente a los lepidopteros Heliothis zea y S.
frugiperda.

-Triterpenos.- Algunos muestran efectos téxicos como la azadiractina al
interferir en los procesos de crecimiento y desarrollo que ocasionan algunas
malformaciones, inhibicién de la muda y muerte.

Flavonoides.- Se han descrito como antialimentarios, en Coledpteros por
ejemplo, el Campferol y la Quercetina que inhiben su alimentacion.
Alcaloides.- se identifican por su toxicidad, asi como el sabor amargo.
Algunos funcionan como fagoestimulantes. Como la tomatina aislada de la
planta del tomate, actia como factor limitante del consumo e impide el

crecimiento de las larvas del coléoptero Leptinotarsa decemliineata.
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Los modos de accién de algunos grupos de metabolitos secundarios se pueden

observar en la tabla 1.

Grupo de MS Modo de accion Referencias
Alcaloides Toxicos Coll, (1988)
Interferericia con la replicacién del DNA Wink, (2003)
Inhibicion de enzimas Fellows et al., {1986)
Agonista de la Acetilcolina Sultana et al., {2002)
Flavonoides Antialimentarios Coll, (1988)
Terpenoides Repelentes y disuasorios Ave et al., (1987)
Interfieren en la produccion de la muda e
Inhibidores de la sintesis de quitina Blackwell (1996)
Inhibicion de enzimas digestivas Koul et al., (1996)
Taninos Reductor de la digestibilidad Rhoades (1979)
Saponinas Repelentes y disuasorios Soulé et al,, (2000

Tabla 1.- Modo de accion de los Metabolitos Secundarios (MS), en el metabolismo de los
insectos.

La toxicidad de cualquier producto secundaric puede resultar dificil de medir
con plena seguridad, debido a los multiples factores involucrados en este
fenémeno. La ingestion del compuesto solo necesita modificar ligeramente la
conducta del insecto para considerarse ecolégicamente significativa.

También es importante conocer los mecanismos de respuesta de los
insectos frente a los compuestos quimicos de origen vegetal, uno de los
mecanismos para evaluar el efecto de estos compuestos es mediante bioensayos.
Tomando en cuenta diversos factores que se puedan presentar a la hora de
realizarlos, como la diversidad de respuestas por parte de los insectos, entre estas
se encuentran, sus habitos alimenticios si son especialistas o generalistas, ya que
los especialistas son mas susceptibles a los aleloquimicos vegetales producidos
por la planta hospedera, mientras que los generalistas son capaces de adaptarse
a un mayor numero de compuestos provenientes de diferentes especies vegetales

(Schoonchoven, 1982), en ocasiones no responden a la alimentacion con una
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dieta fuera de lo normal, por lo que resulta dificil ensayar la eficacia de extractos,
fracciones o compuestos vegetales aislados. Asi mismo, algunos insectos mueren
antes de aceptar una dieta en la que no se encuentren los estimulantes de su
apetito, como en el caso de las larvas de la mariposa blanca de la col que habita
en las cruciferas (Rojas, 1999).

Con base en lo anterior, en el presente trabajo se realizé un estudio quimico
bioldgico preliminar evaluando el efecto de las hojas de especies del género
Bursera, asi como de los extractos organicos y volatiles obtenidos de estas
especies de plantas; al suministrarselos al insecto Spodoptera frugiperda,
lepidoptero de interés agricola utilizado como modelo para los ensayos biologicos,
y determinar el papel que pueden estar ejerciendo sobre los insectos, midiendo la
tasa de crecimiento (expresada en tamano y peso), durante las primeras etapas

de desarrollo larval.
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I.2.- ANTECEDENTES

Entre los o6rdenes mas representativos de los insectos fitofagos, se
encuentran los Lepiddpteros (Strong, 1984); un ejemplo de ellos es el gusano
cogollero Spodoptera frugiperda, J. E. Smith , (Noctuidae). Es uno de los insectos
plaga mas perjudiciales que ataca cultivos de gran importancia econdémica en
México, principalmente en las zonas tropicales y subtropicales del pais (Robles,
1994).

Los adultos son palomillas de color gris oscuro, miden de 20 a 25 mm, las cuales
ovipositan masas de huevecillos de color blanco cubiertos de pelusa, en el envés
de las hojas. Cuando emergen las larvas color café grisaceo y cabeza negra,
comienzan a alimentarse raspando la epidermis de la hoja y mas tarde pasa al
cogollo, en ocasiones pueden afectar espigas y mazorca. Después de seis
estadios larvales el gusano cae al suelo e inicia la etapa de pupa en una celdilla
de tierra a pocos centimetros debajo de la superficie del suelo, tiempo después

emergen los adultos (Ortega, 1887).

La alimentacion de los insectos fitéfagos incluye una amplia variedad de
sustancias organicas, la seleccién que éstos hacen de sus plantas hospederas
puede ser por atraccion visual y olfatoria, asi como, el valor nutricional de la planta
influye de manera significativa (Ross, 1982). Las plantas proveen recursos
esenciales para los insectos, principalmente como sitios de alimentacion,
apareamiento, colocacion de huevos y refugio, los cuales influyen en la seleccion

de la planta hospedera (Boutler, 1993).

La abundancia de un alimento de determinada calidad influye en la
poblacion de insectos; y viceversa, las plagas y enfermedades aumentan cuando
existe una abundancia de plantas susceptibles. Pero los factores mas importantes
para el insecto, desde el punto de vista biolégico y bioguimico, son los

compuestos atrayentes y repelentes de las plantas, los estimulantes o inhibidores
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para el crecimiento de las plagas y su reproduccion, los nutrientes, humedad,
temperatura, edad y otros factores de las plantas.

La alimentacion y el comienzo de la oviposicion de varias especies de insectos
esta condicionada, entre otros factores, por un grupoc de sustancias quimicas
(aceites esenciales, alcaloides, glucodsidos, etc.), ¥y se ha demostrado que los
estimulantes alimentarios juegan un papel importante en la utilizacion de la planta
hospedera mas o menocs por una combinacion de estimulos fisicos, quimicos y

fisiolégicos (Brauer, 1985).

Una consecuencia de la lucha total para no dafar al ambiente son los
métodos de control de plagas. Una alternativa es la investigacion de compuestos
antialimentarios o insecticidas de origen botanico que ha incrementado durante la
ultima década (Jermy, 1990), por tres razones:

1) proporcionan un control de insectos plaga efectivo, resistente a otros
insecticidas.

2) La mayoria son de vida corta en el ambiente y poseen un riesgo minimo para
otros organismos, incluyendo los depredadores benéficos o parasitos que
ayudan a regular las plagas y a los depredadores de nivel superior en la
cadena alimenticia incluyendo al hombre como consumidor de cultivos
tratados.

3) Los compuestos de origen vegetal, pueden ser aceptados por progtallos de
certificacion organica y por ciertos grupos de consumidores, ya que son mas
facilmente aprovechables que los insecticidas sintéticos, porque no dejan

residuos téxicos persistentes (Weinzierl, 2000).

Entre los insecticidas vegetales mas representativos se encuentra el aceite del
Neem, proveniente de las semillas de un arbol tropical y subtropical de la familia
Meliaceae (Azadirachta indica). Nativa del Sur y Sureste de Asia que se puede
encontrar en regiones de Africa, América y Australia; se le conoce también como
margosa. La azadiractina es el ingrediente activo principal de los extractos del

neem; es uno de los mas de 70 limonoides producidos por este arbol, es un
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triterpeno (Howatt, 1994). Todas las partes de la planta muestran alguna
caracteristica de repelencia a insectos debido a la presencia de este compuesto.

Han sido numerosos los reportes de los efectos del Neem en insectos, en los
que se incluye: repelencia, alimentacion disuasiva, impide la oviposicion, reduce el
crecimiento y desarrollo e interfiere con la reproduccion (Weinzierl, 2000), es uno
de los antialimentarios mas importantes utilizados en la actualidad.

La busqueda de compuestos de origen vegetal con actividad insecticida
que permita el control de plagas como S. frugiperda es de suma importancia, al
igual que el estudio de la interaccién planta-insecto en un contextoc ecoldgico, por
lo que todos aquellos estudios orientados al analisis de la quimica de la planta, asi
como los diferentes bioensayos a realizar, permitiran conocer ¢ acercarnos a las
diferentes respuestas de las plantas y los organismos, que interactian en esta
relacion.

Debido al potencial que tienen los compuestos de tipo terpénico, como
antialimentarios, repelentes, etc., a insectos y la presencia de estos en el género
Bursera, surgio el interés de llevar a cabo un estudio biodirigido de especies de
este género, por un lado, por la gran diversidad de especies que existen en la
Republica Mexicana y por otro, por conocer mas su composicion quimica, que aun
se encuentra muy poco estudiada, asi como, evaluar su actividad biologica frente
a Spodoptera frugiperda, especie generalista utilizada como modelo en estudios

dirigidos a la evaluacion de actividad biolégica.
1.2.1.- Descripcion y generalidades del género Bursera

En México la familia Burseraceae se encuentra representada
aproximadamente por 20 géneros y mas de 600 especies; son arboles o arbustos
de 4 a 10 m de altura o arbustos, didicos, cuya corteza puede o no ser exfoliante y
que producen aceites esenciales aromaticos. Presentan hojas altermnas
imparipinadas, bipinadas o trifololiadas, sus flores son pequehas, dispuestas en
racimos y sus frutos drupaceos (Rzedowski et al., 1992).

La época de floracion de la mayoria de las especies de Bursera es al final de la

época de secas y al principio de la de lluvias {mayo-junio) y la fructificacion se
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lleva a cabo entre julio-noviembre. Las especies de Bursera se encuentran
distribuidas en regiones calidas y templadas, con mayor diversidad en la Cuenca
del Balsas, siendo la region de maxima concentracion de especies e individuos de
este género (Toledo, 1982). El género Bursera estd representado por dos
secciones: seccion Bullockia de corteza lisa no exfoliante y cuyas especies son
llamadas comunmente “copales” y la seccion Bursera de corteza exfoliante, estas
especies se conocen como “cuajiotes”, palabra que deriva del Nahuatl
‘cuahuitl’=arbol y “xiotl"=lepra (Rzedowski et al., 1979).

La importancia etnoboténica de la familia Burseraceae en México esta
relacionada con la quema de sus resinas en ceremonias religiosas, asi como, en
la elaboracion de barnices, artesanias tradicionales en figuras talladas conocidas
como alebrijes (Peters et al.,, 2003); adicionalmente se le atribuyen propiedades
medicinales frente a picaduras de animales como los escorpiones, en la
preparacion de unguentos, para aliviar resfriados y dolores de cabeza, inhalando
los vapores que se generan de la infusién de las resinas (Martinez, 1990), y
ademas una posible actividad insecticida (Abad, 1996); esta dltima de interés

central para el presente trabajo.

1.2.2.- Origen.

En relacién a su origen, las relaciones filogenéticas del género Bursera aun
no se encuentran del todo establecidas debido a la escasez de especimenes de
herbario con flores (Becerra et al., 1999).

El primer ejemplar de Bursera recolectado se colocé dentro de la familia
Anacardiaceae, con la cual esta intimamente relacionada y de la que se diferencia
por la presencia de 2 dvulos por I6culo en Burseraceae y uno en Anacardiaceae
(Forman et al., 1988). Otra familia con la cual se encuentra muy relacionada es
Simaroubaceae, con quien comparte una gran cantidad de caracteres

embriclégicos (Rao, 1970).

Rzedowski y col., (1979), compararon algunas caracteristicas de Bursera
con dos géneros cercanamente relacionados de Africa y el Sur de Asia, al analizar

las relaciones que estos géneros tienen con las dos secciones que componen a
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Bursera, hacen notar las afinidades morfolégicas que parecen existir entre
Boswellia y la seccion Bursera, por un lado, y Commiphora y la seccion Bullockia
por otro, conternplando la posibilidad de considerar a Bursera como un taxén

difilético, pero las relaciones con estos géneros aun no estan claras.

Algunos sistematicos también proponen que el origen puede ser
monofilético, ya que Commiphora y Bursera podrian estar combinados dentro de
un simple género. Otros consideran que Bursera esta relacionado con Boswellia y
en combinacion con Triomma dentro de la subtribu Burserinae y Commiphora en
otra subtribu, la Commiphorinae (Becerra et al., 1999). Otros asumen que la
familia Rutaceae, esta cercanamente relacionada con Burseraceae (Chase et al.,
1999).

1.2.3.- Distribucion

El género Bursera contiene alrededor de un centenar de especies
distribuidas exclusivamente en el continente Americano, desde el extremo sur de
los Estados Unidos hasta Peru y el sureste de Brasil, incluyendo areas insulares

de las Antillas, Galapagos y las Revillagigedo (Rzedowski et al., 1979).

La diversidad del genero se concentra en México; aproximadamente 70
especies son endémicas con registros en todos los estados de la Republica
(excepto Tlaxcala), alcanzando la mayor diversidad de especies y densidad de
individuos en la depresién del Balsas, que incluye los estados de Michoacan y
Guerrero (Figura 2). La mayor parte de las especies habitan regiones célidas o
con sequias largas e incluso se presentan en algunas regiones templadas y
subhumedas (Miranda, 1947; Toledo, 1982).
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Figura 2.-Distribuciéon en México del género Bursera

~ Distribucién del género Bursera en Mé

1.2.4.- Estudios quimicos del género Bursera

La quimica del género Bursera estd constituido principalmente por
terpenoides, en su mayoria monoterpenos y sesquiterpenos (Evans et al,, 2000).
El género exhibe gran varacién quimica en la composicién de terpenoides (en
numero, identidad y cantidades relativas). Algunas especies producen
frecuentemente mezclas complejas que contienen algunos compuestos en
particular, estos compuestos son principalmente de origen terpénico. Este tipo de
mezclas, quiza hacen que estas plantas sean repelentes a herbivoros, actuando

sinérgicamente, como antialimentarios o téxicas. Otras especies de éste género
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también producen resinas como estrategia contra herbivoros pero su constitucion

es muy simple, primordialmente de uno o dos monoterpenos (Becerra et al., 2001).

Sin embargo aun se conoce muy poco acerca de la composicion quimica de
las especies de Bursera, por lo que a continuacion se mencionan algunos de los

trabajos que se han realizado con este género o familia:

Por medio de técnicas cromatograficas ha sido posible hacer un analisis
comparativo entre los terpenoides presentes en los aceites esenciales de Bursera,
relacionando estos resultados con caracteristicas taxonomicas del género
(Rzedowski et al., 1982). Maupetit (1984), menciona la produccion de gomas de
resinas producidas por pequenos arboles los cuales son generalmente de las
especies del género Boswellia (Burseraceae); carterii y frereana, en donde el

constituyente principal de las gomas fue a-pineno, para ambas especies.

Provant y col., (1987), aislaron aceites esenciales del tallo de Boswellia
neglecta, Commiphora africana, C. campestris y C. agadensis, encontrando que la
composicion predominante de los aceites esenciales fue principalmente de
monoterpenos y en mayor cantidad el a-pineno. Otros constituyentes importantes
encontrados fueron el o-tujeno (B. neglecta, C. africana), sabineno (C.

campestris), mirceno (C. agadensis), p-cimeno (B. neglectay C. africana).

Howard (1990), reporté diferencias en la palatibilidad y caracteristicas en
las hojas de Spondias mombin y Bursera simaruba, cuando estas son defoliadas
por hormigas Atfta colombica y observé que para la primera, los nutrientes de las
hojas y la humedad presentan una relacion positiva en la palatibilidad. Para
Bursera simaruba tanto la humedad en las hojas como el contenido fendlico estan
relacionados directamente con la palatibilidad, encontrandose principalmente

taninos condensados, como repelentes.
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Becerra (1994), reporta el impacto de la resina de Bursera schlechtendalli,
sobre el crecimiento y sobrevivencia en larvas de crisomélidos, mencionando que
esta planta produce terpenos los cudles se encuentran en la corteza del tallo y en
las hojas protegiéndolas contra los insectos. Este autor observé que al consumir

las hojas las larvas disminuyen su crecimiento y se incrementa su mortandad.

Zoghbi y col., (1995), describen los constituyentes volatiles que se
presentan en tallo y hoja de Potrium heptaphyllum (Burseraceae), encontrando
que los principales compuestos volatiles en las hojas son terpinoleno, B-elemeno y

B-cariofileno y el principal componente del tallo fue el terpinoleno.

Wickramaratne y col., (1995), aislaron cuatro lignanos citotoxicos de la
corteza de tallo de Bursera permollis (Burseraceae), nombrados
desoxypodofilotoxina, metil éter B-peltatin, metil éter picro-B-peltatin y metil eter

dehidro-B-peltatin; también aislaron lignanos inactivos como nemerosina.

Peraza-Sanchez (1995), encontré un nuevo triterpeno de tipo lupano, lup-20
(29-en-3B, 23-diol, en la resina de Bursera simaruba.

Se ha reportado que B. graveolens produce una resina con olor muy fuerte
y se usan los tallos para ahuyentar a la polilla de la ropa y a insectos que atacan
semillas, se sabe que han hecho ciertos ensayos para preparar una especie de
insecticida .

Evans y col., (2000), mencionan que B. schlechtendalii, produce resina en
los canales de la hoja que secreta cuando es dafhada. Los insectos que se
alimentan de estas plantas como el escarabajo Blepharida sp. aprovechan la
resina cuando se ven amenazadas por sus depredadores, cubriendo el dorso con
una mezcla de heces y esta resina, rejurgitan varias veces ademas de realizar
secreciones anales. En el andlisis quimico de los componentes volatiles de la
resina, encontraron primordialmente monoterpenos como limoneno, B-felandreno y
sabineno; también encontraron proporciones similares en la hoja, asi como en las

larvas de Blepharida sp., en sus secreciones anales de estas y en la rejurgitacion.
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De acuerdo con los compuestos quimicos encontrados, sugieren que estos
escarabajos pueden compensar el alto riesgo de la depredacion por el uso de los

compuestos presentes en la planta para su defensa.

Hernandez y col., (2003), aislaron compuestos de naturaleza terpénica de
tipo verticiliano, el (+)-5-epi-verticilol, el biciclo-(9.3.1}-pentadeca-5(18)-9-13 trieno
de Bursera kerberi y recientemente de Bursera multifolia el (+) verticilol y dos
nuevos verticiloles (1} y (), funcionalizados en C-5 y C-20, caracterizados de sus

espectros de RMN.
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HIPOTESIS

Si las hojas, extractos organicos y volatiles de las diferentes especies del género
Bursera tienen efecto significativo en la tasa de crecimiento de Spodoptera
frugiperda, entonces las diferentes especies pueden ser utilizadas e investigadas

en la busqueda de compuestos insecticidas de origen vegetal.

OBJETIVOS

¢ Evaluar el efecto de hojas, extractos organicos y volatiles de las diferentes
especies del género Bursera, en larvas de Spodoptera frugiperda a traves de

un ensayo de eleccion, no eleccion.
¢ Evaluar la respuesta en el crecimiento de larvas de S. frugiperda, al

suministrarles hojas y extractos orgdnicos de diferentes especies del género

Bursera, en la dieta artificial del insecto.
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1.3.- MATERIAL Y METODOS

Revisién de Herbario de especies del
género Bursera

l

Recolecta del material vegetal:
B. grandifolia
B. aleoxyllon
B. lancifolia
B. longipes
B. aptera

A 4

Extraccion de
aceites esenciales

\ 4

de tallos /

A 4

Pruebas
antirflamatorias

Extraccién de hojas de
las 5 especies:

hexéanico
aceténico

metandlico

Ensayos biolégicos

A

Pruebas de deteccién de
grupos de metabolitos

A 4

# Hoja fresca

- Ny secundarios
eleccion, no eleccién y
suministrando en la dieta
a larvas neonatas de
Spodoptera frugiperda
4
>€ Hoja seca

Parametros evaluados:
-Tasa de crecimiento
(peso y tamano)
-porcentaje de pupacion
~5€X0

A

y

Actividad dela
Acetilcolinesterasa
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1.3.1.- Recolecta del material vegetal

La recolecta de las especies se realizo en el estado de Guerrero en cinco
localidades: Teutla, Papalutla, Atenango del Rio, Huitzuco y Xochipala, tomando
una muestra representativa de la poblacion, recolectandose diferentes partes de la
planta (hoja, fruto y tallo), en costales previamente etiquetados y 2 ejemplares de
cada especie que fueron prensados como material de herbario para su posterior

determinacion taxondmica.

Posteriormente el material fue trasladado al laboratorio para su andlisis quirnico;
los frutos y los tallos, asi como una parte de las hojas se congelaron para
mantenerlos frescos y la otra parte de éstas se dejaron secar a temperatura

ambiente.

1.3.2.- Preparacion de los Extractos

Una vez que se secaron las plantas, 100 g de las partes foliares de cada
una de las especies fueron pulverizadas en un molino eléctrico, para llevar a cabo
la extraccion selectiva con disolventes organicos de diferente polaridad. Esta se
inicié con hexano, seguido de acetona y finalmente metanol. Asi se obtuvieron los
extractos para la realizacion de los ensayos, posteriormente se realizd la
determinacion de los principales grupos de compuestos quimicos, que a

continuacién se mencionan.

1.3.3.- Pruebas quimicas de grupos de Metabolitos Secundarios

Las pruebas se realizaron con los extractos hexanicos, acetonicos y metandlicos
obtenidos de las cinco especies, con las técnicas colorimétricas y de precipitacion
para cada uno de los grupos segun Dominguez (1985): Libermann-Burchard para
terpenos, acido silicotungstico para alcaloides, Shinoda para flavonoides y Mélish
para glucdsidos. Se decoloro el extracto con carbén activado a bafho Maria por 5
min. Posteriormente, se prepard la solucién madre (5 mg/ml), tomandose 1 ml
para cada una de las pruebas y adicionando el reactivo respectivo; se observo el
cambio de coloracion o la precipitacion que indicaba la presencia o ausencia de

los grupos.
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.3.4.- ENSAYOS BIOLOGICOS
Los ensayos realizados con las hojas de las diferentes especies fueron de dos

tipos (diagrama 2):

I.3.4.a.- Ensayos de eleccién y no eleccion

Se determiné la actividad antialimentaria mediante ensayos de alimentacién
de corta duracion en condiciones de eleccion (con posibilidad de eleccion entre
discos tratados y sin tratar) y no eleccion ( sin posibilidad de eleccion), utilizandose
discos foliares de las especies de Bursera y discos foliares de la planta hospedera
Zea mays.

En todos los casos, la unidad experimental consistié en una caja petri de 15
X 90 mm, con 20 ml de agar al 2.5% para mantener frescos los discos foliares
durante el ensayo. Sobre esta capa de agar se hicieron perforaciones circulares
con un sacabocados del No. 17, donde fueron colocados los discos foliares de 15
mm de diametro (Figura 3). Los discos foliares de maiz fueron tratados en la
superficie con los aceites esenciales de tallo o con los extractos metandlicos
obtenidos de las hojas. A cada disco se le aplicé 20 pL de la muestra a evaluar a
una concentracion de 5000 ppm, de acuerdo a la metodologia empleada por
Ortego et al., 1999.
Una vez tratados los discos foliares y evaporado el solvente (metanol en extractos
y cloroformo en aceites esenciales), se colocaron dentro de cada caja 3 larvas
neonatas de S. frugiperda y se realizaron cinco repeticiones por tratamiento. Las
cajas se incubaron a 27 °C+ 1.5 °Cy60% * 5% de humedad relativa, con un

fotoperiodo de luz oscuridad de 16:8 h.
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Figura 3.-Dispositivo utilizado de discos foliares para los ensayos de eleccion, no
eleccion

1.3.4. a. 1.- Eleccion

Este ensayo permite evaluar el efecto disuasivo de los aceites esenciales y
los extractos de las hojas de las especies de estudio en los insectos. Se colocaron
dentro de cada placa seis discos foliares. En el caso de las hojas frescas de las
nueve especies, se colocaron tres discos de maiz y tres de una de las especies de
Bursera a ensayar, colocados alternadamente, utilizando una placa por especie.
En el caso de aceites esenciales y extractos, a tres de los discos se les aplico de
forma homogénea la muestra problema y a los otros tres 20 ulL del solvente
(control); los discos se altemaron dentro de cada caja, de tal forma que el insecto
podia elegir entre los discos foliares tratados y los no tratados, con cinco
repeticiones por tratamiento. El ensayo finalizé cuando las larvas consumieron
alrededor del 50% de los discos foliares.

1.3.4. a. 2.- No eleccion
Este ensayo evalua el potencial fagodisuasivo de los aceites esenciales o
de los extractos MeOH, sobre el insecto en situaciones de no eleccion. Los seis
discos foliares de maiz fueron tratados, con 2 uL de la muestra (extracto) a
ensayar, en el caso del control, a los seis discos se les aplico solo el disolvente, se
realizaron cinco repeticiones por tratamiento. El ensayo se da por finalizado
cuando las larvas han ingerido el 75% de los discos foliares en la caja control

(Diagrama 1).

30



Diagrama. 1.-

ENSAYOS BIOLOGICOS

Proporcionando directamente
aceites esenciales, extracto organico
u hoja fresca de las diferentes
especies de Bursera

r

ELECCION
Discos foliares:
3 hoja fresca o tratados con

NO ELECCION
6 discos foliares tratados

muestra problema
3 sin tratar {control}

.| Se colocan en una caja Petri con
20 ml de agar y 3 larvas por caja

Incubacion
27°C +1.5°C, 60% + 5% HR,
fotoperiodo 16:8 h L:O

|

Finalizd al 50 & 75% de consumo

1.3.4.b.- Suministrados en la dieta artificial
1.3.4.b.1) Hojas secas

Las hojas secas ya molidas de las nueve especies se mezclaron
homogéneamente en la dieta artificial, a una proporcion de 5 g/100 gy 10 g/100 g
de dieta preparando 300g de dieta, para cada una de las concentraciones.
Se utilizaron recipientes de plastico de 30 ml, a los que se les adiciond 10 ml de
dieta. Una vez solidificada, se colocaron 3 larvas neonatas por recipiente,
sellandolos con pelicula autoadherible, tela y una liga (para evitar fugas). El

numero de repeticiones por tratamiento, incluyendo el control, fue de 32. Las
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condiciones de incubacion fueron las descritas previamente, por un periodo de 21
dias. Se realizé6 una evaluacién de las variables morfométricas tamafo y peso
cada 7 dias; al final del periodo larvario se determiné el porcentaje de pupacion y
sexo.

Se realizd un control positivo con hojas secas de Azadirachta indica,
colectada en el estado de Guerrero, Municipio de Papalutla, utilizando las mismas
concentraciones de hoja seca de las muestras problema de 5%/100 gy 10%/100 g
de dieta, suministradas e incubadas en las mismas condiciones anteriormente

mencionadas, para correlacionar los resultados obtenidos (diagrama 2).

1.3.4.b.2) Extractos
Por otro lado los extractos organicos (hexanico, aceténico y metanolico) de
las hojas de cinco especies, fueron suministrados en la dieta artificial de las larvas
neonatas de S. frugiperda, a una concentraciéon de 0.01 mg/100g y 0.1 mg/100g
de dieta. Las cajas fueron incubadas en las condiciones antes descritas, asi como
los parametros a evaluar. Se realizaron 10 repeticiones por cada tratamiento, con

su respectivo control (diagrama 2).

1.3.5.- Analisis estadisitico

Con los resultados obtenidos de los ensayos de hoja seca y extractos
suministrados en la dieta artificial del insecto, se realizd un analisis multivariado,
utilizando la prueba de Tukey HSD, la cual hace una comparacion entre los grupos
(variables de estudio), con una p< 0.05, para cada uno de los tratamientos,

utilizando el programa statistica v.11 para ambiente windows.
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Diagrama. 2.-

ENSAYOS BIOLOGICOS

Suministrados homogéneamente (extractos

organicos o la hoja seca) en la dieta artificial

!

l

:

Hoja seca de c/una de las sp.

(5 y 10g/100g de dieta)
32 repeticiones y control.

Hoja seca
A. indica
(5 y 10%/100 g de

Extractos (0.01 y 0.1 mg/100g)
10 repeticiones y control.

dieta)

}

Recipientes de plastico (30 ml), se les adiciond
(10 ml) de dieta, colocando 3 larvas neonatas de

S. frugiperda.

|

Incubacion: 27°C + 1.5°C,

60% + 5% HR, fotoperiodo

Evaluacion: cada 7 dias por 4
semanas

-porcentaje de pupacién
-porcentaje de machos v hembras

-Tasa de crecimiento (peso y tamano)
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l.4.- RESULTADOS Y DISCUSION

La revision de los ejemplares de herbario y la determinacion taxonomica

fueron llevadas a cabo en colaboracion con el Mtro. José Luis Contreras, las

especies fueron depositadas en el herbario de la Benemeérita Universidad

Autonoma de Puebla, con la siguiente determinacion:

ESPECIE SECCION CARACTERISTICAS No. depésito

B. grandifolia Bursera Corteza exfoliante rojiza (mulatos) HUAP11769

B. longipes Bursera Corteza exfoliante rojiza (mulatos) HUAP11779

B. morelensis Bursera Corteza exfoliante rojiza (cuajiote HUAP11780
rojo)

B. lancifolia Bursera Corteza exfoliante amarillenta HUAP11771
{cuajiote amarillo)

B. aptera Bursera Corteza exfoliante amarillenta, HUAP 11772
{cuajiote amarillo)

B. glabrifolia Bursera Corteza exfoliante amarillenta HUAP11773
(cuajiote amarillo)

B. aleoxyllon Butllockia Corteza lisa (copal) HUAP11770

B. velutina Bulflockia Corteza lisa (copal) HUAP11776

B.submoniliformis  Bullockia Corteza lisa (copal) HUAP11777
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1.4.1.- Pruebas quimicas
De los extractos hexanicos, aceténicos y metandlicos de las hojas de cinco
especies de Bursera, se obtuvieron los siguientes resultados de las pruebas de

grupos quimicos:

HEXANICO

B. grandifolia  B. aleoxyllon  B. lancifolia  B. longipes  B. aptera
Terpenos ++ ++ ++ + ++
Flavonoides - + + - +
Glucésidos - - - - -
Alcaloides - - - - -
ACETONICO
Terpenos + ++ +++ ++ ++
Flavonoides + + + + +++
Glucésidos + + + + +
Alcaloides ++ ++ ++ ++ ++
METANOLICO
Terpenos + + ++ + ++
Flavonoides + + + 44+ ++
Glucoésidos + + + + ++
Alcaloides - - - - -

Estas pruebas son cualitativas, por lo que el signo (+), denota la coloracién o precipitacion, para
determinar la presencia de los grupos de metabolitos secundarios.
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En el extracto hexanico se observé en general la presencia de dos grupos,
principalmente terpenos y ligeramente alcaloides; este ultimo grupo no se detecto,
en B. grandifoliay B. longipes.

En el extracto aceténico se observé la presencia de los cuatro grupos,
principalmente terpenos y alcaloides, y en menor grado flavonoides y glucésidos.
La actividad de los metabolitos secundarios puede manifestarse sobre los
quimioreceptores presentes en el aparato bucal y en las antenas del insecto
(Huotari et al., 2003), algunos terpenos y alcaloides antialimentarios actuan sobre
las maxilas del insecto (Bernays et al., 2002).

En general, en los extractos metandlicos de las cinco especies, se observé la
presencia de tres grupos: primordialmente terpenos, seguido de flavonoides y en
menor grado de glucdsidos. Los terpenos se observaron principalmente en B.
lancifolia y B. aptera; la presencia de flavonoides es considerable en B. longipes,
y en todas las especies se observo la ausencia de alcaloides.

La deteccion de terpenos y flavonoides en todos los extractos de hojas,
sugiere la importancia de fraccionar, aislar y caracterizar estos compuestos y su

utilizacién en la realizacion de ensayos biolégicos.

1.4.2.- Ensayos biologicos

1.4.2.1.- Eleccion, No eleccion

A fin de determinar o tratar de conocer el periodo de respuesta del insecto
durante el 1er estadio larval, las cajas se monitorearon a las 24 h. Se observo el
100% de mortandad de las larvas a las que se les suministré B. aleoxyllon y B.
aptera (Tabla 2).
Todas las larvas a las que se les suministré B. grandifolia, B. glabrifolia y B.
velutina, sobrevivieron aunque el consumo fue minimo. En el caso de B. longipes,
solo sobrevivio un 70% de las larvas.
Debido a que en estos casos, el consumo fué muy minimo (no cuantificable), los
resultados que se muestran en la Tabla 2, son cualitativos.
Finalmente en B. lancifolia y B. submoniliformis, sobrevivio el 80% de las larvas y

en B. morelensis el 40%, pero no hubo consumo.
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En general las larvas sobrevivientes, tenian muy poca movilidad,
observandose migracion hacia la parte superior de la caja. Aspecto importante ya
que existe una mayor susceptibilidad en este estado larvario.

Estos resultados sugieren un efecto disuasivo de la alimentacién causado por las
especies mencionadas y la importancia de considerar en evaluaciones posteriores
estadios larvales mas avanzados, en virtud de la mayor susceptibilidad que
presentan las larvas neonatas o de primeros estadios son mas sensibles a los

aleloquimicos que estadios mas avanzados (Champagne et al., 1992).

Especie Sobrevivencia | Mortandad | Consumo | Caracteristicas de las larvas
(%) (%)
B. aleoxyllon - muenrtas en la parte superior de la
0 100 caja.
B. aptera - muenrtas en la parte superior de la
0 100 caja
B. grandifolia 100 0 poco poca movilidad
B. grabrifolia 100 0 poco poca movilidad, probaron y
migraron.
B. velutina 100 0 poco poca movilidad.
B. longipes 70 30 poco poca movilidad. (en las orillas de
la caja.
B. lancifolia 80 20 - poca movilidad
B. submoniliformis 80 20 - poca movilidad
B. morelensis 40 60 - oca movilidad

Tabla. 2.- Resultados del bioensayo de preferencia, con hojas frescas de las diferentes
especies de Bursera

Cuando les fueron suministrados a las larvas los extractos organicos y los aceites
esenciales se observo el 100% de mortandad en todos los casos.

Lo que puede sugerir un efecto téxico de estos compuestos en las larvas de S.
frugiperda, debido a que éstas no consumieron absolutamente nada y murieron al
poco tiempo de haber sido colocadas en la caja, ademas se observé un

comportamiento de escape.
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1.4.3.- Suministrados en la dieta artificial

En el ensayo donde se les suministraron hojas secas de las 5 primeras
especies a probar, en las concentraciones de ( 5 y 10 gM100qg de dieta), (Figuras 4-
7) se observaron diferencias significativas en todos los tratamientos con las
especies de Bursera, sobrae el crecimiento de 5. frugiperda con respecto al control
(0.0027 mg en peso y 0.5208 cm en tamano), principalmeante en los organismos
que se trataron con B. lancifolia (0.0006 mg, 0.2833 cm) y B. aptera (0.0006 mg,
0.3000). Se observd un decremento en la tasa de crecimiento (en tamano y peso)
de este insecto, en todos los tiempos de evaluacion y 100% de mortandad a partir
de los 14 dias en el tratamiento al 5% con B. aptera y a los 21 dias en eslas dos
especies activas (Figuras 4-7).

El pericdo de medicion se considerd hasta los 28 dias, ya que despuas de
este tiempo las larvas de los tratamientos comenzaron a pupar, en el control en

este tiempo ya habtan pupado.

Pasa (gl

Figura 4. Efecto de las hojas secas 5% de 5 especies de Bursera, sobre el peso de 5.
frugiperda, cuanda fueron suministradas en la dieta,
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Figura 5. Efecto de las hojas secas 5% de 5 especies de Bursera, sobre el tamafio de S.
frugiperda, cuando fueron suministradas en la dieta.

En cuanto a las otras cuatro especies que se probaron (B. glabrifolia, B.
velutina, B. submoniliformis y B. morelensis), se observé que en las larvas de S.
frugiperda a las cuales se les suministro en la dieta B. velutina, la tasa de
crecimiento (peso y tamafio) (Figuras 8-11), se vié afectada (disminucion) de
manera considerable en ambos tratamientos de (5 y 10 g/100 g de dieta), siendo
mas notorio en la mayor concentracién de hoja seca (0. 0004 mg en peso y 0.1800
cm de tamaio), en comparacién con las otras especies y el control (0.0039 mg,
0.7194 cm). A los 14 dias murieron todas. Otra de las especies que también
disminuyé el peso y tamano del insecto fue B. morelensis, tambien en las dos
concentraciones (0.0033 mg, 0.6125 cm), aunque fue menor el efecto que el de B.
velutina (Figuras 8-11). Sin embargo, todos los tratamientos fueron
estadisticamente diferentes con respecto al control, en los dos parametros a
evaluar, peso y tamafio, siendo las especies mas activas B. velutina y B.
morelensis.

En todos los casos el periodo de medicion se considero hasta los 21 dias,
ya que despues de este tiempo comenzaron a pupar.

En general en todos los ensayos realizados con las hojas de las diferentes

especies de Bursera se observa que los organismos tienen un peso menor y
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mayor tamano. En cuanto a las concentraciones utilizadas se observa una

disminucién de las dos variables en la mayor concentracién de hoja (10%).

0.60

0.55 A
0.50 -
0.45 A
0.40 A
0.35 -
0.30 -
0.25 -
0.20 -
0.15 A
0.10 +
0.05
0.00

Peso (g)

Controd

8. grandifolia
8. ntsoxylton
B. lancilolla

| 8 tongipes

8 aplers

7 Dias 14 Dias - 21 Dias

Figura 6. Efecto de las hojas 10% de 5 especies de Bursera, sobre el peso de S.
frugiperda, cuando fueron suministradas en la dieta.
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Figura 7. Efecto de las hojas (10%) en 5 especies de Bursera, sobre el tamaho de S.
frugiperda, cuando fueron suministradas en la dieta.
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Figura 8. Efecto de las hojas (5%) de 4 especies de Bursera, sobre el peso de S.

frugiperda, cuando fueron suministradas en la dieta.
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Figura 9. Efeclo de las hojas (5%) de 4 especies de Bursera, sobre el tamafo de S.

frugiperda, cuando fueron suministradas en la dieta.
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Figura 10. Efecto de las hojas (10%) de 4 especies de Bursera, sobre el peso de 5.
frugiperda, cuando fueéron suministradas en la diata.
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Figura 11. Electo de las hojas {10%) de 4 especies de Bursera, sobre al tamafio de 5.
frugiperda, cuando fueron suministradas en la dieta,
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1.4.4.- Pupacion

De las nueve especies de plantas ensayadas: los insectos lratados con seis
de las especies B grandifolia, B. aleoxyllon, B. longipes, B. glabrifolia, B.
submonififormis y B. morelensis, llegaron al estadio de pupa en el tratamiento de
5g/100 g de dieta (Figura 12). En el de 10 g/100 g de dieta, puparon solo los
tratados con tres de las especies de estudio: B. glabrifolia, B. submonififormis y B.
morelensis (Figura 13).
El mayor porcentaje de pupacion se encontrd en el tratamiento con B.
submoniliformis, en ambas concentraciones. Las especies que mas afectaron este
dltimo estadio fueron B. aleoxyllon y B, longipes con un 14%, seguida B.
morelensis con un 20% para la concentracion del 5% de planta seca. Para el 10%,
en B, morelensis pupd solo el 15%, observandose que la especie que tuvo mayor
efecto en el porcentaje de pupacion en ambos tratamientos fue B. morelensis.

Figura 12, Porcentaje de pupacidn en los organismos tratados con hoja seca al 5%, de
las nueve especies del género Bursera.
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Figura 13. Porcentaje de pupacion en los organismos tratados con hoja seca al 10%, de
las nueve especies del género Bursera.

1.4.5.- Sexo

Las pupas que emergieron (adulto-palomilla) fueron las tratadas con tres de
las especies, B. glabrifolia, B. submoniliformis y B. morelensis, para ambas
concentraciones, observandose en general, que al 5% hubo mayor emergencia de
hembras que machos (Figura 14), excepto para B. glabrifolia donde del 71% que
puparon, el 45% fueron machos, de los cuales el 10% presentaron deformidades.
El 26% fue de hembras con un 5% deformes.
En B. submoniliformis del 88% que pup6, el 8% murié como pupa y del 80%
restante, 35% fueron machos de los cuales el 25% presentaba deformidades. El
45% restante fueron hembras con un 18% de deformes.
Para B. morelensis, del 20% que llegaron a pupa un 5% muri6é en este estadio, el
6% fueron palomillas macho, la mitad de los cuales eran deformes. El 9% fueron
hembras, la mayoria deformes (7%) y el resto fueron hembras normales
morfolégicamente. Con B. morelensis se observaron considerables alteraciones

en las palomillas.
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Figura 14. Porcentaje de machos y hambras, tratados con hoja seca al 5%, de las nueve
aspecies dal género Bursera,

En la concentracion de 10% (Figura 15), del 38% de los organismos que

puparon, en el tratamiento con B. glabrifolia, el 5% murié como pupa, el 18%
fueron machos (10% delormes) y el 15% hembras (7% deformes). Para B.
submoniliformis del 89% que pupd, el 10% murno, el 63% emergieron a palomillas
macho ( 52% deformes) y el 16% a hembras (7% deformes). Finalmente en los
organismos tralados con B. morelensis, del 15% que llegaron a pupar, el 5% murio
como pupa, el 6% fueron machos (4% delormes) y el 4% hambras (3% deformes).
En general se puede decir que de las tres especies, la que mas alecto los ultimos
estadios de desamollo de S. fugiperda, fue B morelensis, en ambas
concentraciones, siendo mas evidente para la mayor concentracion (10%),
sequida B. glabrifolia y B. submoniliformis, observandose un electo manor en esta
ultima especie.
Sin embargo, a pesar de gue estos organismos tralados con eslas tres especies
llegaron a palomillas, es considerable el porcentaje de adultos detormes en ambos
sexos, por lo que seria dificil con estos organismos anormales lograr una progenia
viable si es que la hubiera.
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B. submonilifermia | ”

Figura 15. Porcentaje de machos y hembras, tratados con hoja seca al 10%, de las
nueve aspecies del género Bursera.

1.4.6.- Extractos

De acuerdo a los resultados obtenidos con la prueba de Tukey, en los
bioensayos con los extractos hexanicos en la concentracion de (0.01 g/100g de
dieta, se observa que los organismos tratados, prncipalmente con B. longipes
(0.0214 mg en peso y 0.8636 cm en tamano), disminuyeron su tasa de
crecimiento, sequida B. aleoxylion (0.0324 mg, 1.32 cm), en comparacion con el
resto de las especies y el control (0.0334 mg, 1.41 cm), Figuras 16 y 17. En la
mayor concentracion (0.1 q), B. grandifolia afectd mas el crecimiento del insecto
(0.0175 mg, 0.9500 cm), asi como B. aplera (0.0260 mg, 0.9444 cm),

En este ensayo solo se evaluo el 1er. estadio larval (hasta los 7 dias), ya
que para el siguiente estadio pocas larvas sobrevivieron (y no de todas las

especies), los cuales no eran cuantificables estadisticamente.

Todos los organismos que se tratlaron con los extractos acetonicos murieron

antes del prmer periodo a evaluar.
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Figura 16. Efecto de los extractos hexanicos suministrados en la dieta (0.1 g) y (0.01 g)

sobre el peso de S. frugiperda.
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Figura 17. Efecto de los extractos hexanicos suministrados en la dieta (0.1 g) y (0.01 g)
sobre el tamafo de S. frugiperda.
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Para los extractos metandlicos (Figuras 18-21), en general se observa un
mismo comportamiento de las variables dependientes con las dos
concentraciones. La especie mas activa para la concentracion de 0.01 mg es B.
grandifolia (0.0060 mg en peso y 0.7700 en tamano), a los 7 dias y a los 14 dias
0.1376 mg y 1.9667 cm, (Figuras 18 y 19).

En cuanto a la concentracién de 0.1 g/100 g de dieta (Figuras 20 y 21), la
especie que mas afectd el crecimiento de S. frugiperda fue B. lancifolia (0.0026 mg
en peso, 0.4500 cm en tamafo), seguido de B. aleoxyffon (0.0044 mg, 0.5000 cm)
y B. aptera (0.0047 mg, 0.5400 cm), observando en estas especies diferencias con

respecto al control, en todos los tiempos de evaluacién.

En general el crecimiento de los insectos disminuy6 cuando se les suministraron
los extractos en la mayor concentracién, con respecto al control. Siendo el extracto

acetonico el de mayor efecto sobre los parametros evaluados.
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Figura 18. Efecto de los extractos metandlicos suministrados en la dieta (0.01 g}, sobre
el peso de S, frugiperda .
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Figura 19. Efecto de los extractos metandlicos suministrados en la dieta (0.01 g), sobre
el tamano de S. frugiperda.
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Figura 20. Efecto de los extractos metandlicos suministrados en la dieta (0.1 g), sobre el
peso de S. frugiperda.
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Figura 21. Efecto de los extractos metandlicos suministrados en la dieta (0.1 g), sobre &l
tamano de 5. frugiperda.

1.4.7.- Pupacion

De las cinco especies ensayadas en la concentracion de 0.01 g de extracto
metandlico (Figura 22), se observé que todos los insectos que sobrevivieron a
estos tratamientos puparon de un 30-80% y en el control al 90%. ElI mayor
porcentaje de pupacion se encontrd en B. grandifolia, con un B0%, y el menor an
B. lengipes con un 30%.
Para la mayor concentracion 0.1 g de extracto metanolico (Figura 23), se observo
que el porcentaje de pupacion fue menor de un 20-80%, y en el control un 90%. EI
mayor parcentaje 60% se encontro en B. aptera v el menor, de 20%, en dos de las
especies de estudio, en B. lancifolia y B. aleoxylion.
Sin embargo, el mayor porcentaje de pupacion para ambas concentraciones, se
detectd en los organismos tratados con la especie B. aplera.
Los organismos que se trataron con los extractos hexanico y acetonico, se vieron

afectados considerablemeante en su desarrollo y no puparon.
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Figura 22.Porcentaje de pupacion en los organismos tratados, con extracto metandlico
0.01 g de b especies del género Bursara.

I

Figura 23. Porcentaje de pupacidn en los organismos tratados, con extracto metandlico
0.1 g de 5 especies del génaro Bursera,
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1.4.8.- Sexo

Se observd que con las cinco especies de estudio, los individuos de S.
frugiperda emergieron de pupas a palomillas (Figura 24), en la concentracion de
0.01 g de extraclo metandlico, detectandose mayor porcentaje de machos que
hembras en tres de las especies, principaimente en B. lancifolia; del 50% que
pupd, el 40% fueron machos, de los cuales el 17% presentd deformidades y el
10% restante murid como pupa. B. aleoxylion tuvo un total de 60% de pupas, 5%
muno, el 40% fueron machos (5% deformes) y un 15% hembras (7% deformes); y
en B. longipes, del 30% de pupas, 5% murid, 18% fueron machos (6% deformes) y
T% hembras (3% delormes).
En las dos especies restanies emergieron mas hembras que machos: en B.
grandifolia, de un B0O% de pupas, 20% murieron en este estadio, un 40% se
identificaron como hembras, de las cuales un 33% presento deformidades y el
20% restante fueron machos, presentando el 14% deformidades . En B. aplera de
un 70% de pupacion, &l 15% murid, el 45% fueron hembras (20 deformes) y el
10% restante fueron machos (4% deformes) Figura 24,
El 90% de pupas del control, el 5% murieron y el porcentaje de machos y hembras
fue similar, de un 40 y 45% respectivamente.
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Figura 24. Porcentaje de machos y hembras, tratados con extracto metandlico 0.01 g de
cinco especies del género Bursora,



En la concentracion de 0.1g de extracto metanclico (Figura 25), la
emergencia de pupas a palomillas se observo en las cinco especies. En dos
especies se identificaron mas hembras que machos, principalmente en B. aptera;
del 60% que pupo, 5% murieron como pupa, 29% fueron hembras, de las cuales el
21% eran deformes, el 26% restante se identificé como machos de los cuales el
17 % presentaron deformidades. Del 50% de pupas tratadas con B. longipes, 7%
murié, 20% fueron hembras (10% deformes) y 13% machos (4% deformes).

En las otras dos especies se identificd mayor porcentaje de machos que de
hembras como en B. grandifolia; del 40% que pupo, 3% murio en este estadio,
20% fueron machos (9% deformes) y 17% hembras (7% deformes). En B.
aleoxyllon de un 20% de pupas, 4% murio, 9% de machos (4% deformes) y 7%
hembras (3% deformes).

En la ultima especie, B. lancifolia, que presento el 20% de pupacion, el 6% murid
como pupa y el porcentaje de machos y hembras fue el mismo (7%), con un 6 y
5% de adultos deformes.

En el control, de un total de 90% de pupas, el 4% murié en este estadio y el
porcentaje de machos y hembras fue muy similar (42 y 44% respectivamente)
(Figura 25).

Las especies que mas afectaron el (ltimo estadio del ciclo de vida de S. frugiperda
fueron: B. grandifolia para la concentracién de 0.01g, B.lancifolia y B. aptera en la
concentracion de 0.1 g, se observé el mayor porcentaje de palomillas deformes.
Sin embargo, todas las especies tuvieron un efecto en este estadio ya que un 50%
de la poblacién de palomillas o mas en algunos casos, presentaron anormalidades
morfologicas.

Los resultados de los ensayos bioldgicos nos permiten afirmar, en general,
que existen productos de origen vegetal que previenen o reducen la alimentacion
en los insectos como resultado de efectos pre-ingestivos (disuasivos de la
alimentacion) y post-ingestivos (toxicos), lo que esta de acuerdo a lo observado
por Klocke et al., (1991).
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Figura 25.Porcentaje de machos y hembras, tratadas con extracto metandlice 0.1 gH100
g do dieta, de cinco espacies del ganero Bursera.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, mostraron que las especies
de Bursera evaluadas presentan actividad antialimentaria en mayor o menor
grado, por lo que es necesario continuar con estudios que nos lleven a conocer el
electo sobre un modelo de insecto especialista, y de esta forma poder astablecer
diferenciacion entre los insectos con diferentes habitos alimenticios y que ademas
nos permitan conocer el espectro de acclon sobre estos, tanto de las plantas como
de sus extractos y compuesios aislados, ya que las respuestas de las plantas
frente a insectos se deben en muchos casos a compuestos metabdlicamente
relacionados que actian conjuntamente con diferentes espectros de actividad
(Jermy, 1690)

En este sentido el aislamiento y la caracterizacion quimica de los
compuestos, principaimente de tipo lerpénico, detectados en los aceites
esenciales y los exiraclos organicos de las especies esludiadas cobran
importancia en virtud de haber lenido una actividad antialimentana observada en
los ensayos realizados.



CAPITULO II

EVALUACION DE LOS ACEITES ESENCIALES DE TALLO DE
ESPECIES DE Bursera EN EL DESARROOLLO DE S. frugiperda
(J. E. Smith)

I1.1.- INTRODUCCION

Los componentes voldtiles provenientes de plantas han atraido la atencion
del hombre desde la antigledad como principios aromaticos. El estudio de estos
compuestos se ha transformado en una de las areas de investigacion y desarrollo
mas importante para muchos paises, ya gue inicialmente eran considerados como
material de desecho del metabolismo de las plantas; actualmente ya se reconoce
su importancia bioldgica en numerosos procesos fisiolégicos y ecoldgicos.

Los aceites esenciales generalmente son mezclas complejas de hasta mas
de 100 componentes que pueden ser monoterpenos, sesquiterpenos,
fenilpropanos o compuestos alifaticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes,
aldehidos, cetonas, ésteres y 4cidos), en general son de olor agradable,
encontrandose ampliamente distribuidos en las diferentes partes de la planta.

Los aceites esenciales pueden actuar como atrayentes para polinizadores
especificos de ciertas especies; asi mismo, al ser liberados protegen a la planta
actuando como disuasivos o repelentes alimentarios frente a herbivoros vy
funcionan como atrayentes de los parasitoides 0 enemigos naturales de éstos
(Anaya, 2008).

Los constituyentes principales de los aceites esenciales son compuestos de
tipo terpénico. La gran diversidad de compuestos de naturaleza terpénica, y de
sustancias con ellos relacionadas, encontrados en las plantas, es un buen ejemplo
de la capacidad de sintesis de los vegetales. Se han descrito miles de estructuras
terpénicas en las angiospermas. Los compuestos que forman parte de este

numeroso grupo de productos naturales pueden realizar diferentes actividades
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bioldgicas: atraen y repelen insectos herbivoros, funcionan como hormonas e
inhibtdores del crecimiento, entre otras (Azcon, 1993).

En los sistemas vivos, todos los terpenos © isoprenoides, son
biosintetizados de dos precursores de Cs: difosfato de isopentenilo (IPP) vy
difosfato dimetilalilo (DMAPP); antes se pensaba que la biosintesis de estos
precursores de terpenos solo ocurria a través de la via del mevalonato estudiada
en levaduras y células animales. Sin embargo, recientemente se ha descubierto
una ruta independiente en bacterias y plantas, siendo el primer precursor el fosfato

de desoxixilulosa (Figura 26) .
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Figura 26.-Distribucion en la naturaleza de la vfa mevalonato y fosfato deoxixilulosa,
para la biosintesis de isoprenoides (Tomado de Eisenreich, 2001).

En plantas vasculares, la ruta del mevalonato opera en el citoplasma y la
mitocondria, en donde se sintetizan esteroles, sesquiterpenos y ubiguinonas. Los
monoterpenos, diterpenos y carotenoides, se forman via fosfato desoxixilulosa en
los plastidios/cloroplastos (Figura 27). La informacién de esta nueva via ha
permitido el desarrollo de nuevos antibiéticos, herbicidas y antimalaricos, sin
embargo algunos intermendiarios involucrados aun se desconocen (Rohmer,
1999, Eisenreich, 2001).
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Figura 27.-Compartamentalizacién y rutas de biosintesis para isoprenoides (Tomado de

Rohmer,1999)

La variedad de compuestos volatiles que emiten las flores y partes

vegetativas tienen efectos en el comportamiento de otros organismos, como los

herbivoros.

Se ha establecido que el herbivoro induce volatiles que sirven de defensa indirecta

como sefnal quimica atrayendo a enemigos naturales como depredadores o

parasitos de herbivoros, reduciéndose el dafo en la planta. Los volatiles

contribuyen a la defensa en parte por su toxicidad directa a insectos. Ademas,

estos compuestos tienen una gran influencia no solo en animales sino también en

plantas vecinas (Paré, 1997).
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Numerosos trabajos reportan:

La presencia de un compuesto denominado volicitina, aislado de
secreciones orales de las orugas del gusano del betabel, observando que
cuando se aplica este compuesto a las hojas danadas de plantulas de maiz, se
induce la emision de volatiles gue atraen a las avispas, enemigos naturales de las
orugas (Albomn et al., 1997). Cuando las hojas son danadas mecanicamente y no
se aplica la volicitina no hay emision de dichos volatiles . Por lo tanto se considera
que este compuesto juega un papel clave en las sefales quimicas y en los
procesos bioquimicos que regulan las interacciones tritréficas entre plantas,
insectos herbivoros y enemigos naturales de los herbivoros.

El mecanismo que regula la sintesis y liberacion de compuestos volatiles
en plantas es aun poco conocido, la volicitina es un inductor encontrado en las
secreciones de algunos insectos herbivoros. Sin embargo, el dafio de una planta
por diferentes herbivoros puede inducir diferentes proporciones de estos
compuestos. Otro de los compuestos estudiados es el acido jasménico
considerado como un mensajero en la trasmisién de sefales en las plantas (Paré
et al. 1999).

Shinoda y col. (2002) identificaron una saponina triterpénica aislada de
hojas de la crucifera Barbarea vulgaris; este compuesto se encuentra relacionado
con Plutella xylostella, lepiddptero especialista considerado como patégeno en los
cultivos de cruciferas. Se reporta una intima relacion entre este insecto y las
cruciferas, relacién mediada por la presencia de glucosinolatos asi como
isotiocinatos, los cuales estimulan la oviposicion de adultos y alimentacion de las
larvas, en este sentido los glucosinolatos producidos por B. vulgaris intervienen
en el desarrollo del segundo estadio de P. xylostella.

Martins y col,, (2003) reportan el analisis de los aceites esenciales de las
tallos de Santiria trimera con un alto contenido de monoterpenos ( o-pineno y B-
pineno en un 66% Yy 20% respectivamente) y con actividad significativa frente a

diferentes microorganismos como bacterias y hongos.

58



Salgueiro y col., {2002) evaluaron la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales de las partes aéreas de Lippia graveolens caracterizando un alto
contenido de monoterpenos particularmente carvacrol, timol, p-cimeno. Con

actividad frente a bacterias gram positivas y gram negativas asi como a hongos.

11.1.2.- Para la familia burseraceae

En el caso de esta familia se reporta que los exudados y resinas son
utilizados en la medicina tradicional para infecciones bacteriales y antiinflamatorias
{Abad et al. 1996, Sosa et al. 2002). La infusién de corteza de B. microphylia, se
ha utilizado para el tratamiento de enfermedades venéreas y B. simarouba, en
varias partes de México como diurético, asi como para tratamientos contra la
diarrea, disenterfa e infecciones intestinales (Case et al. 2003). Asi mismo se ha
reportado que el extracto hexanico de hoja de esta planta exhibe potente actividad
antiinflamatoria hasta de un 67% del edema {Abad et al., 1996).

Los extractos acuosos de resinas de otras especies pertenecientes a esta familia ,
como Boswellia dalzielli, B. carteri, Commiphora mukul y C. incisa, también
reportan su potente actividad antiinflamatoria hasta un 59%, o cual soporta su uso
en la medicina tradicional en la India y Africa, como remedio para el tratamiento de

algunas enfermedades, como la artritis (Duwiejua et al., 1993).

Sin embargo, en México la composiciéon quimica de este género ha sido
poco estudiada, se sabe que estan provistas de aceites esenciales aromaticos
(Rzedowski y Ortiz, 1982) y quiza estos sirvan de atrayentes y/o antialimentarios

para insectos plaga.
Debido a la importancia bioldgica que tienen estos compuestos y los reportes en

Bursera, en este trabajo se analizaron los aceites esenciales de tallo de nueve

especies del género, a fin de determinar su efecto en larvas de S. frugiperda.
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OBJETIVOS PARTICULARES

Obtencion de aceites esenciales de tallos de nueve especies del género
Bursera y su caracterizacion a fin de realizar una comparacion de los
compuestos que constituyen a los extractos volatiles, de cada una de las

especies.

Evaluacion del efecto de los aceites esenciales obtenidos sobre el

desarrollo de Spodoptera frugiperda por medio de un ensayo bioldgico.

Evaluar la actividad antiinflamatoria de los compuestos volatiles obtenidos,

considerando el uso de algunas especies en la medicina tradicional.
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11.2.1.- Material vegetal
Las especies utilizadas para este trabajo fueron las mismas que las

estudiadas en la experiencia anterior.

I.2.2.- Extraccion de aceites esenciales en tallo

La obtencién de los aceites esenciales se realizé a través de una destilacion
por arrastre con vapor, se colocaron 600 g de tallo fresco de la planta en trozos
pequenos, en un matraz bola de 5 L, montada en una mantilla conectada a un
redstato. Por otro lado, en un matraz bola con 2 L de agua a punto de ebullicion se
generd el vapor, dejando la muestra extraer durante 10 hrs. La esencia asl
arrastrada es posteriormente condensada y recolectada. La fase acuosa obtenida
se sometid, a una extraccion con éter etilico por triplicado, posteriormente se secé

con sulfato de sodio anhidro.

Finalmente la eliminacion el éter se realizé por una destilacion fraccionada,
para obtener el aceite, el cual fue colocado en un frasco previamente etiquetado y
pesado, para su posterior andlisis por cromatografia de gases acoplado a

espectrometria de masas.

11.2.3.- Analisis por Cromatografia de gases, acoplado a Masas (CG-MS)

Las fracciones volatiles de tallo, fueron analizadas en un cromatografo de
gases Hewleft-Packard 5890, se utilizé una columna capilar HP-2 (metil-silicon),
de 25 X 0.2 mm d. |, grosor de pelicula, 0.33 um; Como gas acarreador se utiliz6
He con un flujo de 1.0 mi/min. Ef programa de temperatura para el analisis fue de
40°C/5min a 305°c a 8°C/min durante 10 min. La temperatura del inyector fue de
250°C y el volumen de inyeccion de 0.8pL.

El espectro de masas se obtuvo por medio de un aparato JEOL AX505 HA

a 70 eV. Los indices de retencién para los componentes fueron determinados
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segun el método de Van der Dool (1963), utilizando n-alcanos (C9-C24) como
estandares.

La identificacién de los compuestos se baso en la comparacion de los tiempos de
retencion relativos con datos de literatura.

El espectro de masas fue comparado con una libreria intema (Publica NIST 1997,
del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia) y librerias Wiley/NBS,

comparandolos también con datos de literatura.

I1.2.4.- Ensayos biolégicos

Para la realizacién de este ensayo se ulilizaron larvas neonatas de
Spodoptera frugiperda, las cuales fueron colocadas en recipientes que contenian
dieta artificial con el aceite mezclado homogéneamente a una concentracién de 5
mg de aceite esencial/100g de dieta, para cada una de las especies.
Posterionnente se colocaron en una camara de incubacion marca Binder, de
condiciones controladas a 27° C = 1.5° C y 60 % + HR, asi como un fotoperiodo de
luz oscuridad de 16:8h, durante 48 h, observando el comportamiento alimenticio
de las larvas a las 24h y 48 h. Con 10 repeticiones para cada una de las especies

y su respectivo control.
11.2.5.- Determinacion de la actividad antiinflamatoria

La actividad antiinflamatoria se evalué por medio de un edema inducido en
oreja de ratdn, con una solucién de 2.5 ng de TPA (Tetradecanoil forbol acetato)
disueltos en 10 pL de etanol-acetona 1:1, aplicando topicamente en ambas orejas
de 3 ratones macho de la cepa CD-1 (25-30 mg). Los animales se colocaron en
cajas de acrilico transparente a temperatura constante (24° C), con un fotoperiodo
de 12:12h luz-oscuridad con libre acceso a agua y alimento. Las muestras de las
fracciones volétiles y la Indometacina como referencia fueron disueltas en hexano
y Acetona respectivamente.

Los ratones fueron anestesiados con pentobarbital sédico (3.5 mg/Kg). Después
de 10 min, en la oreja derecha del raton se aplicé 0.31 mg de los aceites a probar

y a la oreja izquierda sélo se le suministré el disolvente (hexano). Cuatro horas
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después los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical y se tomé una
muestra (9 mm de didmetro) de ambas orejas. A los animales control sélo se les
administré el disolvente (hexano) Figura 28.

La diferencia de peso entre las muestras fue el promedio de la respuesta del
hematoma. El porcentaje de inhibicién del edema se calcula por la siguiente
ecuacion:

% Inhibicion= (Cr-Ct/CrX100), donde Cr= respuesta del edema con solo TPA y
Ct= TPA + muestra de Jos volatiles.

Modela de edema inducido con TPA en la oreja de raton

20 11l del vehiculo 6 compuesto
(0.031, 0.1, 0.31y 1 mg/oreja)

Figura 28. Determinacién de la actividad antiinflamatoria en el edema inducido en la
oreja de raton.
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11.3.- RESULTADOS Y DISCUSION

I1.3.1.- Constituyentes de los aceites esenciales

El porcentaje relativo de compuestos volatiles de las tallos de cada una de
las especies de Bursera, con respecto al peso fresco de las tallos se menciona
acontinuacion:

0.29% B. grandifolia (BGN), 0.28% B. aleoxyllon (BAX), 0.10% B. lancifolia (BLF),
0.23% B. aptera (BAT), 0.02% B. glabrifolia (BGB), 0.04% B. velutina (BV), 0.05%
B. submoniliformis (BS) y 0.21% B. morelensis (BM).

Los principales constituyentes de estas fracciones volatiles, se sefialan en |la Tabla
3. Un total de 40 componentes fueron identificados en las nueve especies, de los
cuales el 80% son Terpenos y el 20% hidrocarburos. Los mas abundantes son
monoterpenos, como limoneno, a-terpineol, 4-ol-terpineno, a-tujeno vy linalol, por
citar a los mas abundantes. El imoneno es el componente que se encontré en la
mayoria de las especies. En B. aptera, es el principal constituyente del aceite
esencial con un 94.6%. En B. aleoxyllon no se detectd, sin embargo se encontré
linalol, antranilato de linaloilo y a-terpineol, constituyendo el 85%.

La composicién obtenida para B. glabrifolia difiere de B. aleoxyllon en el limoneno,
o-tujeno y 4-ol-terpineno, ya que estan ausentes en B. aleoxylion. Por otro lado, el
linalol constituye el 49.3% del peso de esta especie, el cual no fue detectado en B.
glabrifolia, sin embargo, son especies que se pueden confundir facilmente (Peter
et al., 2003), pero los perfiles quimicos de los extractos volatiles de sus tallos,
pueden utilizarse para su identificacién.

Por otro lado, comparando los compuestos volaties de ambas secciones se
observé que B. submoniliformis, B. velutina, B. aleoxyllon y B. glabrifolia, especies
pertenecientes a la seccién Bullockia, contienen la mayor variedad de compuestos

de tipo monoterpénico, en contraste con las de la seccién Bursera.
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En cuanto a los sesquiterpenos sélo se detectaron en tres especies, B.
lancifolia, B. grandifolia y principalmente en B. velutina; de los nueve que se
encontraron, ocho estan presentes en esta especie con un 35.6% del total en el
aceite esencial, siendo predominante el B-eudesmol, también para B. /ancifolia,
seguido de espatulenol y guaiol con un total de 29%.

La fraccion volatil obtenida de los tallos de B. aptera muestra una mezcla binaria
de limoneno y el diterpenoide kaur-16-eno, el cudl se ha encontrado previamente
en el aceite esencial de Xylopia aethiopica (Annonaceae) (Karioti et al.,, 2004).
Este se conoce como el primer reporte de la presencia de este diterpenoide de

tipo kaureno en los volatiles de plantas de la familia Burseraceae.

Por otro lado una serie de hidrocarburos de cadena larga fueron aislados e
identificados de los fallos de B. lancifolia, B. velutina y B. submoniliformis. La Tabla
3 indica que estos alcanos estan presentes en especies de las dos secciones,
tanto Bursera como Bullockia. Estos compuestos representan un porcentaje
considerable de los aceites esenciales de estas especies, por ejemplo el 3,8-
dimetilundecano, el heptadecano y el docosano, suman un total de 36.6% del peso
total del extracto de B. /ancifolia. El docosano esta presente en las tres especies y
es el hidrocarburo aislado mas abundante. Teniendo la mayor diversidad de

compuestos B. submoniliformis con un 25.1%.

Trabajos previos reportan que alcanos epicuticulares de algunas plantas del
desierto de Baja California contienen alcanos como C-29 y C-31, encontrados en

hojas de B. microphylla (Proksch et al.,1981).
Este se considera también el primer trabajo que reporta la presencia de

hidrocarburos de cadena larga en volatiles de tallo de especies de Bursera, sin

embargo el papel de estos alcanos aun se desconoce.
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Tabla 3. Constituyentes identificados en los aceites esenciales de tallo en las especies del

género Bursera

Especies

Abundancia relativa (%)

Compuestos IR BGN BAX BLF BLP BAT BGB BV BS BM Identificacion ¢
MONOTERPENOS
c-terpineol 1186 1.96 20.21 1520 1.82 - 3157 1075 - 7.17 d,e, f
B-terpineol 1176 274 - 728 232 - 3448 386 382 844 de, f
o-tujeno 930 2349  _ — 2.13 - 7.37 - 4.53 1494 d,e, f
limoneno 1029 6399 - 14.51 ~ 94.57 1339 1572 8.14 56.54 d,e, f
finalol 1097 - 4927 _ 198 - ~ 140 343 - dye, f
mirceno 989 - 2.06 - - - - - - - dye, f
bornileno 1065 - 1.62 - - - - - - - d, e,
nerol 1224 - 3.00 - - - - - - - d,e f
antranjlatode linaloilo 1240 - 1454 _ — — - - - - e
acetato de geranilo 1364 — 292 - - - - - - - d, e
acetato de nerito 1344 - 5.10 - - - - - - - d, e
verbenona 1202 - - - 2.06 - 7.51 - - - d,e, T
o-pineno 940 - - - - - 3.06 - - - de, f
B-pineno 980 - - - - - 260 - - - de f
[3~terpineno 1176 — - - - - - - 4.95 — de
Y-terpineno 1060 - - - - - - 1.38 441 - d, e
carveol 1215 - - - - - - 5.53 - - d e
iso-carveol 1223 - — — - - - 1.77 - - d, e
carvona 1229 - - - - - - 5.73 - - d e
cis-p-2-menten-|-ol 1118~ - - - - - - 3.43 - d, e
alcohol cumico 1269 — - - - — - - 5.45 - d, e
cis-5-hidroxi-1,8-cineol 1246  — - - - - - - 4.05 - d, e
carvotanacetona 1233 — - - - - - - 3.26 6.46 d, e
timol 1271 - - - - - - - 483 - dye, f
acetato de terpinenol 1280 — - - - - - - 3.49 - d,e
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Compuestos IR®  BGN BAX BLF BLP BAT BGB BV  BS BM  leotificacién b

SESQUITERPENOS

B-cubebeno 1388 1.40 - - 6.22 - - 1.0 - - d, e
B-eudesmol 1650 - - 1441 - - - 1293 - - d e
elemanol 1550 - - 6.03 - - - 1.45 - - d, e
&-cadineno 1512 - - - 3.37 - - 1.38 - - de
Agaroespirol 1590 - - 6.10 - - - - - - e
spathulenol 1576 - - - - - - 7.87 - - d, e
guaiol 1598  — - - - - - 3.59 - - d,e
OTROS

COMPUESTOS

DITERPENOS

Kaur-16-ene 2029 - - - - 5.42 - - - - e f
HIDROCARBUROS

DE CADENA LARGA

3,8-dimetilundecano 106]) - - 5.56 1.69 - - - - - g, e
heptadecano 1700 - - 1299 - - - - - - d, e
docosano 2200 - - 17.99 9.53 - - 2.29 7.98 - d, e
heneicosano 2100 - - - - - - ).82 - - d,e
tetracosano 2400 - - - - - - 1.32 4.40 - de
2,6,10,14- 1886 - - - - - - - 438 — d, e
tetrametilhexadecano

eicosano 2000 - - - - - - - 3.95 ~ d,e
COMPUESTOS

MISCELANEOS

Acido hexanodicico o 2330 9.69 646 ¢

ester dietil
(%) total 93.6 98.7 100 27.12 100 100 90.7 82.2 100

Indice de Retencién (IR) de CG. calculado utilizando Cg a Caq n-alcancs
®lgentificacion de los compuestos: d=comparacién de IR con datos reportados; e=comparacién del espectro de masas con librerfas
MS (NIST y Wiley/ NBS); f= comparacién del espectro de masas con hiteralura

% abundacia relaliva: datos del cromatograma
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11.3.2.- Ensayos bioldgicos

Se observé en general que durante el desarrollo de S. frugiperda durante

los tiempos de evaluacion, las larvas tuvieron mayor tamafo y menos peso
(Figuras 29 y 30). Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos y
el control (0.3835 mg en peso y 2.89 cm en tamaio), sin embargo, la especie que
mayor efecto tuvo en el desarrollo del gusano cogollero, fue B. Jancifolia con un
peso de 0.1539 mg y 1.8143 cm de tamano, seguido de B. aleoxyllon (0.1939 mg,
1.850 cm), siendo mas evidente a los 14 dias.
A los 21 dias que comenzo el proceso de pupacion en los organismos control, se
observé mortandad de las larvas tratadas con cuatro de las especies (B.
aleoxyllon, B. lancifolia, B. longipes y B. aptera). La primera de las especies es la
gue tuvo un mayor efecto sobre el crecimiento del insecto.

Los insectos pueden ser repelidos por compuestos volatiles emitidos por las
plantas, o una vez que se establecen sobre éstas, pueden ser disuadidos de
continuar alimentandose u ovopositando {Schoonhoven, 1982). Los metabolitos
secundarios toxicos como los terpenos pueden actuar en el sistema enddcrino del
insecto, actuando como reguladores del crecimiento que inhiben la formacion de la
muda o alterando la funcién que regulan estos mecanismos.

En este sentido los resultados indican un efecto significativo de los
compuestos de naturaleza terpénica presentes en el género Bursera, los cuales
pueden considerarse como fuente potencial de antialimentarios o insecticidas de

algunos insectos plaga.
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Control

8. grandifolia
B. aleoxyllon
8. Isncrolla
8 longlpes
B. sptera

14 Dias

Figura 29. Efecto de los aceites esenciales cuando fueron suministrados en la dieta 5
mg, sobre el peso de S, frugiperda.
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8. grandifoita
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_E [ 8. tancitoris
g l]]]]]]] 8. fongipes
= H 8. aplera
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Figura 30. Efecto de los aceites esenciales cuando fueron suministrados en la dieta 5
mg sobre el tamaiio de S. frugiperda.
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11.3.3.- Actividad antiinflamatoria

Los aceites obtenidos de las especies de Bursera, fueron ensayados para
determinar su acitividad antiinflamatoria, utilizando el edema inducido con TPA en
la oreja de ratdn. En general los extractos mostraron solo una moderada actividad
antiinflamatoria (Tabla 4). Los unicos volatiles que fueron inactivos son los de B.
aleoxyllon y B. velutina, en el caso de la primera inclusive exacerbo el edema, en
comparacion con el control, lo que podria indicar que sus aceites esenciales son
téxicos o irritantes.
El mayor porcentaje de inhibicidn del edema se observd en B. Jancifolia, con un
16.5%, que representa la mitad de la actividad mostrada por la Indometacina
(control positivo), seguido de B. longipes con un 15.30% y B. glabrifolia con un
13.04% (Tabla 4).

Estos resultados de actividad antiinflamatoria moderada soportan
parcialmente el uso de algunas preparaciones tépicas de especies del género
Bursera como antiinflamatorias, utilizadas en tiempos antiguos en la medicina

tradicional (Abad et al.,1996; Sosa et al., 2002).

Tabla 4.- Actividad antiinflamatoria de fracciones volatiles de Bursera spp.

Tratamiento X edema (mg) + ES +% de Inhibicién

Indometacina 11.09+0.8 314

Control (TPA) 1633+ 1.8
Bursera grandifolia 16.0+1.6 2.02
Bursera aleoxyllon 165208 > control
Bursera lancifolia 13.6x1.0 16.56
Bursera longipes 138+13 15.30
Bursera aptera 14.7x2.4 9.98
Bursera glabrifolia 142+1.6 13.04
Bursera velutina 163+1.7 0.18
Bursera submoniliformis 154+0.6 5.69
Bursera morelensis 149+25 8.39

% de inhibicién =(Cr-Ct)/Cs*100. Cr se reficre a la respuesta del edema con solo TPA y Ct a la
respuesta con TPA, mas la muestra de los volatiles.
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CAPITULO Il

ACTIVIDAD DE LA ACETILCOLINESTERASA EN LARVAS Y
ADULTOS DE S. frugiperda (J. E. Smith).

I1.1.- INTRODUCCION

La resistencia de los insectos a insecticidas representa un problema
importante en la agricultura porque afecta la produccion de los cultivos. Por otro
lado son diversas las respuestas de los insectos frente a las plantas. Actualmente
se ha tratado de erradicar a los insectos plaga utilizando insecticidas quimicos,
sin ernbargo, la resistencia a estos compuestos ha incrementado; por lo que la
busqueda de compuestos de origen vegetal con actividad insecticida ha cobrado
interés, como resultado del estudio entre la interaccién planta-herbivoro y en
particular planta-insecto.

La mayoria de los trabajos encaminados a determinar el papel de los
componentes presentes en las especies de estudio, sobre el desarrollo de los
insectos, se han enfocado a evaluar porcentajes de mortandad, tasa de
crecimiento (tamafo y peso), oviposicion, porcentaje de emergencia de hembras y
machos, etc. Sin embargo el estudio de los mecanismos fisiologicos involucrados
como respuesta de los insectos deben ser evaluados a fin de conocer los efectos
a nivel de la biologia del insecto.

Por tal motivo se realizé la determinacion de la actividad de la
acetilcolinesterasa, enzima clave en el Sistema Nervioso de los insectos, si ésta
se vé afectada, causa paralisis y muerte del insecto. Debido a su importancia se
evalué en larvas de S. frugiperda de 28 dias de vida, cuando se les suministro
polvo fino de la planta seca de las cinco especies del género Bursera en la dieta
meridica, en dos diferentes concentraciones. Asi como la evaluacion en palomillas
(adultos), cuando se le suministré extracto metandlico de las mismas especies de
arboles. Los organismos que sobrevivieron a las condiciones antes mencionadas,

se procedio a evaluar la actividad de la acetilconlinesterasa.
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lll.2.- ANTECEDENTES

Multiples defensas prevalecen en las interacciones ecoldgicas planta-
insecto, los insectos herbivoros tienen la capacidad de desarrollar adaptaciones
en el comportamiento, modificaciones en los procesos fisiolégicos y mecanismos
de resistencia bioquimicos como respuestas a presiones de seleccion quimica
(Brattsten, 1988). Dentro de las adaptaciones en los procesos fisiologicos es la
forma rapida de excrecion de los téxicos ingeridos, su secuestro o
almacenamiento en compartimentos del cuerpo en espacios especializados. Asi
por ejemplo S. frugiperda presenta una proteina con actividad de la
carboxilesterasa que se adhiere a los insecticidas a través de uniones éster las
cuales se encuentran en sus cuerpos grasos (Brattsten, 1988).

Otras respuestas relacionadas con la resistencia de los insectos a insecticidas

resulta de tres mecanismos principalmente, cuando:

1) La penetracion del insecticida es reducida

2) El insecticida es metabolizado mas eficientemente por esterasas, mezclando
oxidasas o glutation transferasas

3) Elblanco del insecticida se modifica

Las pruebas de quimiorecepcion juegan un papel esencial en los insectos,

para la seleccion de su alimento. Los sensilios gustatorios concentrados en las
partes bucales, otros en los apéndices externos o en el canal alimenticio, son los
responsables de transmitir el estimulo quimico dentro de las sefales nerviosas
que intervienen en el comportamiento de aceptaciéon o repelencia de nutrientes
(Mullin, 1994), lo cual da como resultado la aceptacion de plantas hospederas por
herbivoros, en donde se requiere de niveles favorables de quimiorecepcion y de
fagoestimulantes (Dethier, 1980).
Estos organismos tienen neuronas primarias, contienen ambas una dendrita y una
conexion axonal directa para el sistema nervioso central, en donde se encuentra
involucrado el neurotransmisor acetilcolina y la enzima que la hidroliza la
acetilcolinesterasa (AChE) E.C.3.1.1.7.
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Mas de 250 copias del gen que codifica para esterasas, estan presentes en
algunos insectos resistentes, entre ellas se encuentra la acetilcolinesterasa,es una
glicoproteina extracelular con un peso molecular de aproximadamente 80,000 Da,
se encuentra en en las terminaciones nerviosas del sistema nervioso central,.
Esta enzima es importante en la trasmision colinérgica, hidrolizando rapidamente
al neurotransmisor Acetilcolina, lo que permite un control preciso del tiempo. que
dura la activacion sinaptica (Jiménez-Diaz et al., 2000), siendo clave en el sistema
nervioso de los insectos, ya que el sistema colinérgico es esencial para estos.

La AChE es blanco de organofosfatos y carbamatos muestran propiedades
cataliticas en cepas resistentes. Estos insecticidas se utilizan cominmente para el
control de plagas, su modo de accion es a través de la union covalente en el sitio
activo de la enzima, causando la muerte del insecto (Brattsten, 1988).

Sin embargo algunos insectos no se ven afectados por estas sustancias toxicas,
porque ellos poseen alterada la acetilcolinesterasa que es menos sensible al

metabolito activo de estos compuestos.

Se ha observado que existe una fuerte correlacién entre la actividad de la
AChE en el sistema nervioso central y la susceptibilidad a insecticidas. Siendo el
principal responsable de esta susceptibilidad el gen que codifica para esta enzima,
por la substitucion de un aminoacido, de una fenilalanina por una tirosina (Fournier
et al., 1992).

Por tal motivo la inhibicién enzimatica de la acetilcolinesterasa, se utiliza como
herramienta para determinar los efectos de organofosfatos, asi como de
metabolitos secundarios presentes en plantas (Day et al., 1990).

El grupo de metabolitos secundarios, que contiene efectos quimicos adversos
a esta enzima en insectos son los terpenos (Miyazawa et al., 1998), ya que tienen
una propiedad comun que es su hidrofobocidad. Algunos compuestos hidrofobicos

estan asociados con la desactivacién de proteinas y la inhibicion enzimatica.
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Una de las enzimas particularmente susceptible a interacciones hidrofobicas es

la AChE, causando paralisis y muerte del insecto.

Ryan y col., (1988) encontraron que cinco monoterpenos como el citral
(aldehido), pulegona (Cetona), linalol (alcohol), (-)-Acetato de Bomilo (éster) y
cineol (éter), son inhibidores competitivos de la acetilcolinesterasa, los cuales
compiten con el sustrato por el sitio activo de la enzima. El sitio activo de la
interaccion del sustrato (acetilcolina) con la AChE, se representa usualmente por
tres subsitios, el anidnico, esterico y el hidrofébico, de los cinco monoterpenos
ninguno posee una regiéon cargada y soélo uno tiene un grupo carbonilo. Esto
sugiere, por eliminacion, que ellos tienen principalmente un efecto hidrofébico, lo
cual se relaciona con la actividad insecticida de varios compuestos metil

carbamatos y organofosfatos debido a la region hidrofébica de la AChE.
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OBJETIVOS

Realizar con los organismos sobrevivientes a los cuales se les suministro
planta seca en los ensayos biologicos, la actividad de la

acetilcolinesterasa.
Evaluar la actividad de la acetilcolinesterasa, en los organismos que

sobrevivieron a los ensayos bioldgicos, cuando se les suministré extracto

metandlico.
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I1.3.- MATERIAL Y METODOS

Recolecta, de las 5 especies
del aénero Bursera

secado

Ensayos biolégicos
con larvas neonatas de S.
frugiperda

Preparacion de las muestras:
molienda y extraccion

Planta seca Extracto MeOH

Oraanismos sobrevivientes

Actividad
de la
acetilcolinesterasa
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l11.3.1.- ENSAYOS BIOLOGICOS
Los ensayos bioldgicos se realizaron, como se describe en el capitulo

experiencia anteriormente mencionada.

1.3.2.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ACETILCOLINESTERASA
Las larvas que se utlizaron para este experimento, son las que
sobrevivieron de los bioensayos a las que se les suministré hoja seca de las 5
especies de Bursera (5 'y 10%/100g de dieta) y por otro lado se utilizaron también
adultos que sobrevivieron cuando se les proporcioné el extracto metandlico (10 y
100 png/100 g de dieta) de estas mismas especies. Los organismos se congelaron
a -20°C.
Para llevar a cabo la actividad enzimatica, las larvas y los adultos (sin alas) se
homogeneizaron en un politron modelo PT-1200, Brinkmann, Westbury, en 1.4 ml
de Tris-HCI, 10 mM pH 7.2, Triton x-100 al 0.1%, NaCl 1 M y 50 mM MgCl,. Se
centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min a 4°C, para remover los restos celulares.
El extracto libre de células se utilizé como fuente de la enzima.
La actividad de la AChE se determind utilizando el método fotométrico de
Ellman (1961), midiendo el incremento del color amarillo producido de la tiocolina

la cual reacciona con el ion dithiobisnitrobenzoato.

v

Acetiltiocolina tiocolina + acetato

v

Ticolina+DTNB color amarillo

Este método es extremadamente sensitivo y se puede aplicar a pequenas

cantidades de tejido o a bajas concentraciones de enzima.
El yoduro de la Acetilcolina (substrato de la acetilcolinesterasa), Sigma Aldrich, fue

disuelto en un buffer de fosfatos 0.1 M (pH 8.0), al igual que el DTNB (3-carboxy-

4-nitofenildisulfido), reactivo de Eliman.
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Para llevar a cabo la reaccion se mezclé 0.1 ml de la solucion de la enzima, 0.1
ml de DTNB, 0.8 ml de el substrato y 2.4 ml del buffer de fosfatos (pH 8.0).

La solucion control fue similarmente preparada excepto de la solucion problema.
Ambas soluciones, control y problema, fueron preincubadas a 25° C por 10 min;
Después de la preincubacion se midié la absorbancia por duplicado
espectrofotométricamente a 412 nm, comparandolas con el control.

La actividad fue expresada en moles de sustrato hidrolizado (ATC) por miligramo
de peso humedo (diagrama 3). |
Finalmente para calcular las moles de ATC, se calculé con las siguiente formula
(Ellman, 1961)

R= AA X 1

1.36 (10"  (100/2680) C,

en donde R= velocidad en moles de sustrato hidrolizado por min/ g de tejido
AA = cambio en absorbancia por min

C, = concentracién original de tejido (mg/ml)

II1.3.3.- Andlisis estadistico

Se aplicé una prueba de Tukey en el programa Statistics 9.0, comparando
el control con los grupos de tamafo y peso en cada tiempo evaluado y t de
Student, para la actividad de la AChE, comparando la diferencia entre el control y
los grupos experimentales, en el programa Origin 6.0.
Los niveles de significancia para los analisis estadisticos empleados fueron

tomados como p < 0.05 en todos los casos.
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Diagrama 3. Organismos
sobrevivientes

v v

Larvas adultos
Hoja seca extracto metandlico
5y 10%) (10 y 100 mg)
congelaron
-20°C
A4
homogeneizaron

Tris-HCIl 10mM pH 7.2

A4

Centrifugaron
10000 g X 30 min

A4
sobrenadante
reaccion enzimatica

l

Ellman

v

0.1 ml de la muestra

0.1 miDTNB

0.8 ml substrato

2.4 ml buffer de fosfatos (pH 8)

;

preincubadas a 25° C X 10 min

A\ 4

espectro

412 nm
4

resultados
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ll.4.- RESULTADOS Y DISCUSION

ll1.4.1.- ACETILCOLINESTERASA

Todas las especies tuvieron efecto significativo en la actividad de la AChE
evaluada en las larvas de S. frugiperda tratadas con hoja seca (Figura 21). El
efecto de inhibiciéon es dependiente de la dosis en los organismos tratados con B.
grandifolia (5%), ya que presentan un porcentaje de inhibicion de la AChE del
81%, mientras que los organismos tratados con la misma especie pero con la
dosis de (10%), tuvieron una inhibiciéon de mas del 95% (Figura 31).

En los organismos que se expusieron a los extractos metandlicos, la
actividad de la AChE fue menor (Figura 32) que en las larvas. Se observé mayor
inhibicién en la concentraciéon de 100 mg, de un 4% para B. grandifolia y el mas

alto fue del 65%, para B. longipes (Figura 32).

La existencia de evidencias acerca del efecto inhibitorio de los compuestos de tipo
terpénico sobre la acetilcolinesterasa demuestra su papel como compuestos de
defensa o alomonas (Ryan et al., 1988). De acuerdo con este mismo autor el
papel de esta enzima esta estrechamente vinculado al fenémeno de coevolucion
planta-insecto y mediado por los compuestos de tipo terpenoide. Ya que los
metabolitos secundarios con actividad toxica pueden actuar a diferentes niveles
sobre la fisiologia del insecto. Los modos de accién mas conocidos son aquellos
que afectan el sistema nervioso, como agonistas de neurotransmisores o
interfiriendo con los canales implicados en la transmisién del impulso nervioso
(Wink, 2003).

Considerando los resultados acerca de la actividad de la acetilcolinesterasa
encontradas en nuestros resultados, es importante mencionar la necesidad de
continuar la evaluacién en este sentido en virtud de las diferentes respuestas que

se tienen en cada uno de los diferentes estadios del insecto, frente a los

81



compuestos quimicos. Por otro lado, seria importante realizar el analisis en

insectos especialistas.

También es importante evaluar en otros sistemas enzimaticos, tales como,
los involucrados en la digestidn de insectos, como la evaluacién de la actividad de
enzimas de detoxificacion, ya que los insectos son capaces de metabolizar una
gran variedad de compuestos exdgenos, entre los que se encuentran los
metabolitos secundarios presentes en sus plantas hospederas (Brattsen, 1979;
Ahmad et al., 1986).

Larvas

B1) Bursera grandifolia

(
(B2) Bursera alleoxylon
(B3) Bursera lancifolia
(

B4) Bursera longipes
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*Signitlcant al £ 0.05

Figura 31. Actividad de la AChE en larvas de S. frugiperda, expuestas a (5 y 10%) de
hojas secas de las diferentes especies de Bursera.
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Palomillas

B1 Bursera grandifolia
B2 Bursera aleoxyllon
B3 Bursera lancifolia
B4 Bursera longipes
B5 Bursera aptera
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Figura 32. Actividad de la AChE en palomillas de S. frugiperda, cuando se les suministré
en la dieta el extracto metandlico (0.01 y 0.1 g) de las diferentes especies de Bursera,
en la dieta artificial.
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CONCLUSIONES GENERALES

= Las especies que tuvieron un efecto significativo inhibiendo el crecimiento
(expresado en tamano y peso) de Spodoptera frugiperda, fueron B.
lancifolia y B. aptera, por lo tanto se acepta la hipédtesis de trabajo en
relacion a la utilizacién de estas especies, en la busqueda de compuestos

insecticidas de origen vegetal

» La deteccion de metabolitos secundarios tales como los terpenos presentes
en los extractos organicos analizados, sugieren la importancia de aislarlos y
caracterizarlos en virtud de ser considerados compuestos importantes en la

relacion planta-insecto.

= La composicion quimica de los extractos volatiles aislados consiste de
monoterpenos, entre los mas abundantes estan limoneno, a-terpineol y J3-
terpineol, y de hidrocarburos, los cuales podrian ser los responsables del

efecto antialimentario.

= La actividad de la Acetilcolinesterasa se inhibio considerablemente (97%)

por efecto de B. lancifoliay B. aleoxyllon (95%).

= El ensayo de la actividad de la acetilcolinesterasa, debe ser contemplado o
analizado en conjunto con otro tipo de actividad enzimatica, como las

enzimas involucradas en la digestién, tal como las proteasas.

* El género Bursera brinda la posibilidad de continuar con estudios
encaminados a la busqueda de compuestos de origen natural con
propiedades insecticidas. En este sentido se sugiere la separacion y
fraccionamiento de aquellos extractos que presentaron mayor actividad y la
realizacion de ensayos que ayuden a determinar el efecto tanto de

fracciones como de compuestos puros y caracterizarlos a nivel quimico.
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