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1.- Resumen

Verbenaceae es una de las familias botanicas reportadas con presencia de compuestos con
actividad frente a insectos. El género Lippia esta representado por compuestos de tipo terpénico y
flavonoide, los cuales presentan una diversa actividad bioldgica, entre las que se encuentra la
actividad frente a insectos.

En este trabajo se llevd a cabo una extraccion en frio (maceracién) de hojas de Lippia graveolens
con distintos disolventes (hexano, acetato de etilo y metanol); el material vegetal fue recolectado
en 3 localidades distintas del estado de Tamaulipas y en dos épocas del afio (verano/invierno).

Se evaluaron los extractos hexanicos de hojas de Lippia graveolens, en el desarrollo de Spodoptera
frugiperda a dos concentraciones (10 y 100ppm), mostrando un efecto mayor en la concentracion
de 100 ppm, detectandose retardo en el crecimiento respecto al control; deformaciones de pupas
y alteraciones morfolégicas en los individuos adultos (deformacién de alas). Utilizando el indice de
crecimiento relativo, todos los extractos de todas las localidades presentaron efecto que va de 0.8
al.0.

Se llevd a cabo un andlisis cromatografico comparativo de los extractos hexanicos, acetato de
etilo y metandlicos de hojas de las diferentes localidades. El andlisis cromatografico de los
extractos hexanicos y de acetato de etilo mostraron un perfil rico en terpenos, sin embargo, se
detectd una diferencia en los porcentajes relativos de cada una de las manchas en las diferentes
muestras; estos resultados representan una rigueza de terpenos polares y medianamente polares.
Los extractos de acetato de etilo y metandlicos mostraron un perfil similar en cuanto a la
presencia de compuestos revelados con el reactivo de productos naturales (flavonoides). El patrén
de coloracidn obtenido para los extractos de acetato de etilo y metandlicos sugiere una diversidad
de compuestos de tipo flavonoide.

Lippia graveolens puede representar una alternativa en el aislamiento de compuestos con

actividad insecticida.



2.-Introduccion

Algunos insectos causan dafos considerables en diversos cultivos de importancia econédmica, por
lo que surge la necesidad de estudios integrales biodirigidos, encaminados a conocer los
mecanismos de accién de los productos naturales sobre los insectos. Asi mismo, la utilizacidon de
modelos experimentales, para llevar a cabo dichas evaluaciones, los cuales van desde determinar
efectos téxicos sobre el desarrollo hasta su evaluacion fisiolégica, como la valoracién de nidmero

de huevos eclosionados y alteraciones en los estadios del insecto entre otros (Guzman, 2011).

Es probable que el combate a las plagas haya empezado desde los inicios de la agricultura hace
unos 10 000 afios, para lo cual se empleaban diversos métodos, incluyendo la aplicacidon de
productos obtenidos de plantas. Esta practica aun sigue vigente; hoy en dia el método mas
utilizado es el uso de plaguicidas sintéticos, que son sumamente efectivos para el control, sin
embargo el empleo excesivo y prolongado de estos productos ha generado serios problemas
ambientales, dafios a la salud humana e incremento de especies de plagas resistentes a los
plaguicidas sintéticos y lo que fue una solucién ahora también es un serio problema (Villavicencio

etal.,, 2011).

Los numerosos problemas generados por el uso de los plaguicidas sintéticos han sido una de las
motivaciones principales para considerar la busqueda de otros productos que sean efectivos y
seguros. En la busqueda de alternativas para el control, se considera que las plantas son una
fuente potencial de productos plaguicidas, efectivos y mas seguros, tanto para los seres humanos

como para el ambiente (Villavicencio et al., 2011).

Generalmente los productos de origen natural tienen una serie de ventajas sobre los productos
sintéticos. Su toxicidad en mamiferos es baja o nula; son biodegradables, como el limoneno, a-

pineno,Y-terpineno y a-terpineol, que son utilizados por los microorganismos del suelo como



fuente de carbono y energia; tienen una baja persistencia, como los aceites esenciales cuya
toxicidad decrece hasta 20% o menos después de 4 a 24 horas de que son aplicados; son de bajo
riesgo de contaminacidn de mantos freaticos y hay pocos riesgos de desarrollo de resistencia a
esos productos (Isman et al.,2007), se ha demostrado que presentan actividad en organismos
resistentes, por ejemplo, en piojos en humanos con resistencia a malation, actdan rédpido pues de
inmediato impiden la alimentacidn de las plagas(Yang et al.,2009); una sola especie vegetal puede
contener sustancias que presentan un amplio rango de efectos y son menos dafiinos para
organismos no blanco; no son fitotdxicos para algunos cultivos como el jitomate, no afectan la
viabilidad de semillas y granos tratados, ni la germinacién; tampoco afectan las cualidades
alimenticias de los granos, en general no son téxicos para los seres humanos, y pueden estar

disponibles para los usuarios practicamente abajo costo (Villavicencio et al., 2011).

La utilizacién de extractos vegetales es una estrategia promisoria para el control de ciertas plagas
y enfermedades en cultivos de importancia econémica, pues no solo se reduce el impacto
ambiental y ecolégico producido por el uso indiscriminado de pesticidas sintéticos, sino que
también contribuyen al desarrollo de una agricultura organica (Bahena, 2003 y Mosquera et al.,

2009)

En la busqueda de especies vegetales con potencial frente a insectos se encuentran aquellas
representadas por la produccidn de compuestos de tipo terpénico como Lippia, un género de

amplia distribucidn, presenta numerosos reportes con actividad bioldgica y medicinal.

Por lo anterior en este trabajo se llevé a cabo una evaluacion de los extractos organicos de Lippia
graveolens frente al desarrollo del lepidéptero Spodoptera frugiperda, un insecto ampliamente

distribuido en América.



3.- Antecedentes

3.1- Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular que no solamente tienen
una gran importancia ecoldgica por que participan en la adaptacion de las plantas a su ambiente,
sino que también, una sintesis activa de metabolitos secundarios se induce cuando las plantas son
expuestas a condiciones adversas tales como: el consumo por herbivoros, el ataque por
microorganismos, la competencia por el espacio de suelo, la luz y los nutrientes entre las
diferentes especies de plantas y la exposicidn de la luz solar u otros tipos de estrés abidtico. Los

precursores de la biosintesis de metabolismo secundario se derivan de rutas del metabolismo

primario, tales como la glucolisis, el ciclo de krebs o la via del shikimato (Sepulveda et al., 2003).La
cantidad de metabolitos secundarios que se presentan en las plantas difieren segun el tejido

donde se encuentren (hojas, tallo, flores, etc.); el desarrollo de la planta y la estacion del afio,

ya que su concentracion pueden fluctuar considerablemente (Guzman, 2011).

3.2- Productos naturales utilizados como plaguicidas

Existen numerosos estudios que reportan compuestos con actividad frente a insectos cuyos
modos de accion van desde la inhibicidon alimentaria hasta la toxicidad letal. Existen productos

comerciales a base de extractos de plantas, para el control de plagas (Cuadro 1).



Cuadro 1 Productos comerciales a base de extractos de plantas, para el control de plagas.
(Dayanet al., 2009)

Productos Obtenci

Productos a base de El arbol del Neem o

Neem. Azadirachta indica es un
insecticida botanico, cuya QH
actividad esta dada por 0- N\
los diversos andlogos de H; )

la azadiractina.
0-—  Azadirachtin

Pyrethrum Extraida de la oleorresina N\
|
de flores secas de X, o
f\_—/\‘//\/o\ T
Tanacetum \ /
. o Y/ o 0
cinerariaefolium, es el 0
precursor de las
piretrinas.
Insecticidas de Las preparaciones del
Rotenona genero Derris o]
Lonchocarpus

Leguminosae), contienen
rotenona. Ademas de un
segundo compuesto
activo una isoflavona,

deguelin

Deguelln/o
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Preparaciones

Ryaniaspeciosa

de Se obtienen de la raiz y
hojas de la de un
arbusto del sur de
América
(Ryaniaspeciosa). La
rianodina es un complejo
policilico,

diterpenopolihidroxilico

Sabadilla

Es un derivado de las
semillas de plantas del
género  Schoenocaulon.
La sabadilla es usada
como insecticida desde
hace muchos afios por
personas nativas del sury
centro de América. La
actividad se le atribuye a
los alcaloides cevadina y

veratridina

HO g
Cevadine R= ~—
0

Veratridine R =
~

Nicotina

Extractos acuosos de
tabaco, contienen el
alcaloide nicotina, que ha
sido usado como control
de plagas en diversas

cosechas
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3.3- Principales familias de plantas con actividad insecticida.

Con respecto a las familias botdnicas mas estudiadas se encuentran: Meliaceae, Asteraceae,
Leguminosae, Lamiaceae, Lauraceae, Umbelliferae, Crucifereae, Solanaceae, Euphorbiaceae,
Celastraceae, Rutaceae, Aroideae, Capparidaceae, Verbenaceae, Piperaceae, Chenopodiaceae,
Phytolaccaceae, Caryophillaceae, Portulacaceae, Convolvuceae, Moraceae y Pedaliaceae, las que
han sido objeto de estudios quimicos para detectar la actividad insecticida y aislar los compuestos

activos (Rodriguez et al., 1994)

3.4- Distribucion del género Lippia

El género Lippia (Verbenaceae) incluye aproximadamente 200 especies, representadas por
hierbas, arbustos y arboles pequefios. Las especies se encuentran distribuidas en el sur y centro

de América y el territorio tropical de Africa (Barbosa et al., 2006).

Meéxico cuenta con cerca de 40 especies conocidas, siendo algunas endémicas, que se distribuyen

en varios estados de la Republica Mexicana (Figura 1) (Garcia et al., 2012).

Entre los usos tradicionales del género encontramos el medicinal, para remedios gastrointestinales
y respiratorios; varias especies del género Lippia han mostrado actividad contra la malaria y
actividad citotoxica, ademas de propiedades antifungicas, antiparasitarias y antioxidantes,
utilizando las diferentes estructuras de la planta (flores, hojas y tallos), cominmente preparados
en infusiones o decocciones y administrado oralmente(Barbosa et al., 2006 y Garciaet al., 2012);
otro uso tradicional es el alimenticio, ya que las hojas se utilizan como condimento en la

elaboracion de diferentes platillos.

12



Figura 1 Mapa de distribucion de especies del género Lippia en México. Con base en la
informacion del Herbario Virtual de la Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad (CONABIO). (Garcia et al., 2012)
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3.5- Lippia graveolens (orégano mexicano)

3.5.1-Caracteristicas y distribucion de la especie

Lippia graveolens, es una especie que pertenece al orden de las Lamiales y a la familia
Verbenaceae. Esta especie se describe como un arbusto de 2 a 3 m de alto (Meléndez et al.,2009
y Rios,2010). Es originaria de América y es la especie mas explotada en el pais, destacando los
estados de Chihuahua, Durango, Tamaulipas, Coahuila, Jalisco, Zacatecas, Querétaro, Hidalgo Y

Baja California Sur (Garcia et al., 2012).

La distribucidon de esta especie en México, se establece a lo largo del litoral del Golfo, la vertiente
del Pacifico, en la peninsula de Yucatan, en las depresiones y valles interiores (Balsas, Tehuacan,
depresion de Chiapas, Istmo de Tehuantepec), en las zonas aridas tamaulipeca e hidalguense y en
el desierto chihuahuense. La distribuciéon descrita es disyunta en 6 parches de tamafios muy
variables (Figura 2). El intervalo altitudinal que ocupa L. graveolens va desde el nivel del mar hasta

los 2300 msnm (Sanchez et al., 2007).

14
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Figura 2 Distribucion geogréafica aproximada de L. graveolens (los circulos llenos representan
poblaciones fuertemente aromaticas) (Sanchez et al., 2007)
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3.6- Composicion quimica y actividad biolégica de varias especies de Lippia

En el cuadro 2 se muestran los principales compuestos identificados para algunas especies del

género Lippia, la mayoria representados por compuestos volatiles y compuestos fendélicos.

Cuadro 2 Principales compuestos reportados para el género Lippia.

Especie Compuestos Estructura Referencia

Se identificaron en el aceite

esencial 35 compuestos, la
Lippia gracilis mayoria monoterpenos.

p-cimeno

Y-terpineno

carvacrol y timol.

/CH\
Carvacrol

Ferraz et al. 2013

Se purifico un nuevo compuesto Ludere et al. 2013
del extracto de acetato de etilo.
a-pirona (actividad antimalaria).

Lippia javanica Combrinck et al. 2011

Mircenona, Fenilaldehido,

germacreno D,p-menta-8dien-4-

ol, carvona y 1,8cineol.

Acido cafeico, acido rosmarinico,

eriodictiol, galongina, luteolina, A OH

naringenina. Lin et al. 2007

B-mirceno, a terpineno, HO
Lippia terpineno, p-cimeno, cineol,
graveolens carvacrol, timol

Acido caféico Rodriguez et al. 2011

El extracto metandlico presentd -
mas de 20 flavonoides
individuales y al realizar una
hidrolisis se identificaron 11
flavonoides mas.

on

Luteolina
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Acido ursolico, B-sitosterol,
Estigmasterol, Pinocembrina,

Lippia Dihidroflavonol, Flavononas
myriocephala Flavonoles Maldonado et al.2012
Flavononas
Tetrahidroxiflavonona
Lippia B-glucopyronosido Funari et al. 2012
salviaefolia 6-hidroxiluteolina
Eriodyctiol
Glucopyranosido
Celis et al. 2007
Citral, geranial, neral, graraniol, Mesa et al. 2009
trans-B  cariofileno,  carvona,
Lippia alba limoneno, Ocazionez et al. 2010
biciclosesquifelandreno,
piperitenona, piperitona, Escobar et al. 2010
B-bourboneno.
Lépez et al. 2011
Haldar et al. 2012
Timol, carvacrol, p-cimeno, N
etermetil timol, aromadendreno. ” Botelho et al. 2007
Lippia sidoides N

Ademas de alcaloides,
compuestos fendlicos y
esteroides.

Figueiroa et al. 2012
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Lippia palmeri.

Los mayores constituyentes del
aceite esencial fueron: p-cimeno,
timol, isoaromandreno,

cavacrol, Y-terpineno, p-timol,
eudesmol, acetato de timol, a-
bisoboleno, a-cariofileno.

/
\

OH

T Ortega et al. 2011.

Timol

Lippia rehmanii

Geraniol, camfor,neral,
isocariofileno, oxido cariofileno y
B- cariofileno.

Combrinck et al. 2011

R-carvona, CH»
Lippia limoneno,camfor,1,8cineol,Borne
scaberrima ol y P-cimeno. Limoneno Combrinck et al. 2011
H3C/A\CH2
1,8 cineol, B-
ocimeno,biciclogermacreno,
Lippia oxido de cariofleno. Fernandes et al. 2011
miccrophylla

Lippia citridora

geranial, neral, limoneno,

cineol, spatuleno,

geraniol,

trans-B-cariofileno,

nerol, acetato geranil, carvacrol,
p-cimeno, Y-terpineno, carvonay
timol.

Escobar et al. 2010

Ocazionez et al.2010

Combrinck et al. 2011

Lippia dulcis

a-Bisabo-lol, 6- Cadineno, Trans B
cariofileno

GH
N /'
Saldarriaga et al. 2010
e
__K--'CH:;
CH,

Bcariofileno
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Lippia Geranial, neral, limoneno, nerol,

origanoides carvacrol, p-cimeno, Y-terpineno,
carvona, timol, B-felandreno,
trans B-cariofileno.

Lippia micromera Geranial, neral, limoneno, nerol,
carvacrol, p-cimeno, Y-terpineno,
carvona, timol

Actividad bioldgica.

Oliveira et al. 2007

Celis et al. 2007

Ruiz et al. 2007

Escobar et al. 2010

Vicuiia et al. 2010

Escobar et al. 2010

El cuadro 3 muestra la actividad bioldgica reportada para varias especies del género Lippia,

destacando su actividad bactericida y fungicida.

Especie

Lippia javanica

Actividad

Extracto de acetato de etilo, mostré
actividad frente a Plasmodium falciparum
ademas de actividad antimalaria.

Referencia

Ludere et al. 2013

Lippia gracilis

El aceite esencial presento actividad
citotoxica frente a diferentes lineas
celulares (HepG2,KS62 y B16-F10)

Ferraz et al. 2013

Extractos organicos de hoja mostraron

Lippia alba actividad analgésica y antiinflamatoria. Haldar et al. 2012
Extractos etandlicos de hoja de L. sidoides
Lippia sidoides presentaron actividad de inhibicién frente Figueroa et al. 2012

a diferentes especies de Candida.

Lippia graveolens

Extracto etandlico, mostré inhibicion del
70% frente a bacterias Gram negativas.

Méndez et al. 2012

Lippia graveolens

Extractos etandlicos de hoja de L.
graveolens, presentaron inhibicion de
crecimiento del 100% sobre R. stolonifer

Rodriguez et al. 2011
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Lippia rehmanii
Lippia javanica
Lippia citridora

Lippia seaberrina

Los aceites esenciales mostraron actividad
de inhibicion de crecimiento en varias
especies de hongos.

Combrinck et al. 2011

Lippia mycrophilla

Aceite  esencial presenté  actividad
basteriostatica en contra de Shigella
flexneri, Escherichia coli, Streptococcus

pyogenes y Stafilococcus aureus.

Fernandes et al. 2011

Lippia barlandieri

Aceite esencial presento actividad de
inhibicion  de crecimiento del hongo,
Fusarium oxysparum.

Cueto et al. 2010

Lippia palmeri

El aceite esencial mostrd Inhibicidon del
crecimiento bactriano de Escherichiacoli y
Staphylococcus aureus

Ortega et al. 2011

Lippia dulcis

Presencia de a- Bisbolol, el cual tiene un
efecto protector que previene la formacién
de ulceras, provocadas por indometacina y
el alcohol y reduce el tiempo de curacién
de las mismas. Compuesto
antiinflamatorio, diurético y antiséptico.

Saldarriaga et al. 2010

Lippia alba
Lippia citridora

Los aceites esenciales mostraron actividad
de inhibicion en la replicacion del virus del
Dengue.

Ocazionez et al.2010

Lippia alba

El aceite esencial mostrd gran actividad en
contra de Trypanosoma cruzi y en lineas
celulares Vero (THP-1).

Escobar et al. 2010

Lippia origanoides

El aceite esencial presento actividad frente
a Leishmania chagasiy Trypanosoma cruzi.

Escobar et al. 2010

Lippia alba

El aceite esencial mostrd toxicidad en
lineas celulares Hela vy actividad de
inhibicién en el crecimiento de hongos,
Candida parapsilosis, Candida krusei,
Aspergillus flavus, A. fumigatus.

Mesa et al. 2009

Lippia sidoides

El aceite esencial presentd inhibicion del
crecimiento bacteriano de Streptococcus
mutans, S. mitis, S. salivarios, S. sanguis y
Candida albicans

Bothelo et al. 2007
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Lippia origanoides

Aceite esencial mostré Inhibicion de
crecimiento frente a,Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Staphylococcus
aureus y Lactobacillus casei.

Oliveira et al. 2007

Lippia gracilis

El aceite esencial mostré actividad
bactericida en concentraciones mayores a
400ul (v:v) en contra de: Enterobacter
asburiae, Bacillus thuriengensis, B. pumilus,
B. cereus, Klebsiella pneumonia, E.
hormaechei y Salmonella choleraceuis

Cavalcanti et al. 2006

Lippia graveolens

Extractos etandlicos presentaron actividad
de inhibicidn de crecimiento frente a
bacterias Gram negativas y Gram positivas.

Hernandez et al. 2003
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3.7- Quimica de Lippia graveolens

Respecto a la composicion quimica de la especie Lippia graveolens, se reportan compuestos
voldtiles y compuestos fendlicos (Figura 3). Los compuestos volatiles son los principales
responsables de las caracteristicas sensoriales presentes en el orégano, dado que su
concentraciéon modifica el olor y el sabor de las hojas. Machado et al. 2010, determinaron que la
composicion del aceite de L. graveolens HBK, contiene monoterpenos, sesquiterpenos y otros
compuestos. En el caso de los compuestos fendlicos y flavonoides se encontraron en la especie,

eriodictiol, galangina, luteolina, naringenina, quercetina y taxifolina (Garciaet al., 2012).
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Fig 3. Estructura de los principales componentes fitoquimicos en orégano
(Tomado de: Garcia, E., et al 2012)
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3.8- Spodoptera frugiperda como modelo bioldgico

Los modelos bioldgicos nos sirven para poder estudiar el efecto de diversos fendmenos sobre
poblaciones especificas de organismos. Los fendmenos a estudiar pueden ser de naturaleza
variable, como por ejemplo exposiciones a substancias variadas, condiciones ambientales adversas
e incluso se pueden provocar enfermedades para poder estudiarlas en organismos y extrapolar los

estudios al ser humano (Reguera, J. 2010).

Como modelo bioldgico los organismos deben cumplir ciertos requisitos para ser funcionales.
Deben temer una alta tasa de reproduccidon, un ciclo de vida corto, que el mantenimiento del
organismo sea de bajo costo y preferentemente que sea de pocas necesidades ya que esto reduce
los costos y optimiza la disponibilidad de individuos de prueba y que su ciclo de vida este bien

documentada (Reguera, 2010).

Una metodologia a seguir es considerar a los insectos modelos, como Spodoptera frugiperda para
la evaluacion de la actividad bioldgica de extractos vegetales a fin de aislar compuestos de utilidad
para el ser humano. Spodoptera frugiperda es un lepidéptero que pertenece a la familia
Noctuideae. Es un herbivoro generalista que se alimenta principalmente de gramineas, pero es
capaz de alimentarse de 87 especies distintas. Debido a que en el pais hay un cultivo importante
de maiz, se le puede encontrar en practicamente cualquier region donde se cultive éste.
Spodoptera frugiperda es capaz de adaptarse al consumo de una variada cantidad de partes
vegetales e incluso a la alimentacidon por medio de dieta artificial, esto permite la adicién de
substancias de prueba para ensayos toxicoldgicos sin provocar estrés excesivo en los organismos

(Reguera, 2010).

Casmuz et al., (2010) distingue las diferentes etapas del ciclo de vida de S. frugiperda. Estas etapas

son:
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Huevo o postura: Individualmente son de forma globosa, con estrias radiales, de color rosado

palido que se torna gris a medida que se aproxima la eclosién.

Larva o gusano: Su color varia segun el alimento pero en general son oscuras con tres rayas palidas
estrechas y longitudinales; en el dorso se distingue una banda negruzca mas ancha hacia el
costado y otra parecida pero amarillenta mas abajo, en la frente de la cabeza se distingue una "Y"
blanca invertida. Las larvas pasan por 6 estadios o mudas en el primero estas miden hasta 2-3
milimetros y la cabeza es negra completamente, el segundo mide de 4-10 milimetros y la cabeza

es carmelita claro; las larvas pueden alcanzar hasta 35 milimetros en su ultimo estadio.

Pupa: Son de color caoba y miden 14 a 17 milimetros de longitud. Esta en reposo hasta los 8 a 10

dias en que emerge el adulto o mariposa.

El ciclo completo dura aproximadamente entre 35 y 40 dias y depende de la temperatura y

humedad.

Larva
(6 instares)

Ciclo de vida de S. frugiperda
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4.- Justificacion

Lippia graveolens, es una especie que se caracteriza por la presencia de compuestos de tipo
terpeno y flavonoide, resulta ser una especie potencial para ser utilizada como control bioldgico
frente a plagas, por lo cual se evaluara el efecto de los extractos hexanicos en el desarrollo de
Spodoptera frugiperda, un lepidéptero plaga de varios cultivos de gramineas de importancia

econdmica en México.

Enriqueciendo la actividad bioldgica de la especie, pues solo existen reportes, sobre su uso

medicinal.
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5.-Objetivos
Objetivo general

En este trabajo se llevé a cabo una extraccion de hojas de Lippia de graveolens, con 3 disolventes
de diferente polaridad. Se evalud el efecto de los extractos hexanicos sobre el desarrollo de
Spodoptera frugiperda. Por otro lado se realizé una comparacién cromatografica de los tres
extractos orgdnicos obtenidos, con el fin de evidenciar la variacidon de los grupos de metabolitos

secundarios presentes en la especie de estudio.

Objetivos particulares

e Obtener extractos crudos a partir de hoja de Lippia graveolens.

e Evaluar el efecto en el desarrollo de Spodoptera frugiperda, delos extractos hexanicos de
hoja de Lippia graveolens.
e Realizar una comparacion de los perfiles cromatograficos de los extractos organicos de

Lippia graveolens, recolectadas en diferentes épocas del afio.
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6.- Materiales y Métodos

Recolecta de material

El material vegetal fue proporcionado por el Dr. Gerardo Sanchez Ramos, del Instituto de Ecologia

aplicada de la Universidad Autonoma de Tamaulipas.

El material vegetal fue recolectado en los municipios, Casas, Hidalgo y Jaumave, en el Estado de

Tamaulipas en dos épocas del afo, verano e invierno, el material fue secado y molido.

Descripcidn de los sitios de colecta

A continuacién se presenta la descripcién de cada uno de los municipios del Estado de Tamaulipas,
en donde se llevd a cabo la colecta de L. graveolens. (Enciclopedia de los Municipios de México.

Secretaria de Gobernacidn).

Casas

Se localiza en la porcién media del territorio de la entidad, en las coordenadas 23° 42” latitud norte
y 98° 44" longitud oeste, a una altura de 150 m snm. Su extensidn territorial es de 2,874.33 km?,

mismos que representan el 5.11% de la superficie total del estado.

Se representan 3 formas caracteristicas del relieve. Las zonas accidentadas, abarcando
aproximadamente el 37.95% de la superficie, se localizan al oriente del municipio, en la Sierra de
Tamaulipas; las zonas semiplanas cubren aproximadamente el 42.23 % y se localizan al centro del

municipio; y las zonas planas, cubren el 20.75%, se localizan en el noreste y sureste del municipio

El clima es el mas seco de los esteparios, con lluvias de mayo a septiembre; las temperaturas
maximas oscilan entre 43 a 46° C y se presentan de mayo a agosto y la minima de 0 a 2° C,

presentandose de diciembre a enero. La precipitacién media anual es de 600 a 800 mm?, la que se
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incrementa en la época de ciclones; la velocidad de los vientos varia entre uno y dos metros por

segundo.

La asociacion de vegetal en la porcidn alta es el bosque caducifolio. En las laderas de la Sierra, la
asociaciones de matorrales y selva baja hasta llegar a ser en la porcién mds occidental, matorral

bajo espinoso.

Los suelos son de tres tipos predominantes: i) la porcidon central (sobre la mayor extensidn), con
suelo vertisol poco apta para la agricultura, ii) la porcion occidental del suelo con chernozem con
mayor aptitud para la agricultura vy iii) la porcidn sur con suelos litosoles y xerosoles, clasificado

como montafioso y forestal.

Hidalgo

Localizada a 24° 9’ latitud norte y a 100° 5" longitud oeste, a una altitud de 400 m snm.
Comprende una extensidn territorial de 2,142.43 Km?, que representa el 2.33 % del total de la

superficie de la entidad.

El clima predominante es de tipo sub-himedo, semicdlido y extremoso. La precipitacién media es

de 700 mm?, la temperatura minima es de 2°C y la maxima de 41°C.

La vegetacion presenta una asociacién de bosque caducifolio y escleroaciculifolio. En las laderas de
la sierra la vegetacidon es de matorral alto subinerme y en el resto del municipio, sobre el plano

inclinado, aparecen asociaciones de matorral caducifolio espinoso.

Existen varios tipos de suelos: al suroeste los montafiosos y forestales (histoles y xerosoles), en la

mayor extension del territorio se encuentran los suelos verticales que son aptos para la
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agricultura. Al norte, en una pequefia porcidn, el suelo es kastanozem célcico poco apto para la

agricultura.

Jaumave

Situado geograficamente a 23° 24’ latitud norte y 99° 24" de longitud oeste a una altura de 735 m
snm. El municipio cuenta con una extensién territorial de 2,737.59 Km?, que representan el 3.33%

del total del Estado.

El clima imperante es el mas seco de los esteparios, calido extremoso con presencia de canicula 'y
en las zonas semicalidas se presenta un clima estepario, no muy seco. Las temperaturas medias
anuales son de 21° a 23° Cy de 17° C, en el noreste; las maximas son de 43° C en el este y centro;
de 45° C en el noreste y las minimas de 4 a 0° C. La precipitacion pluvial es, mayor en el este,

donde alcanza 1,200 mm? y solo 500 mm? en el noreste.

En el municipio predominan en su mayor parte los mezquitales que alcanzan una altura
aproximada de 3.5 m y matorrales espinosos de baja altura, y como es peculiar del clima seco
abundan los cactus tales como la biznaga, pitayos, jacubos, nopales, lechuguilla y pastos bajos; en
lo mas alto de la sierra Madre Oriental abunda el pino y encino. La mayor parte de la superficie es
suelo con bisoles acricos, ubicados en el extremo este, de norte a sur, y en la parte central se
localizan los litosoles y xerosol. En lo que respecta al uso del suelo, es eminentemente agricola,

siguiéndole en segundo término la actividad ganadera y forestal.
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Obtencion de extractos

Las hojas secas y molidas fueron sometidas a una extraccién en frio (maceracién) durante 24 h,
(hexano, acetato de etilo y metanol). Tres veces cumplidos estos periodos se procedid a
concentrar el extracto por destilacion a presién reducida. El extracto obtenido fue trasvasado y
colocado en una cdmara de vacio para eliminar por completo el disolvente y se calculd el

rendimiento para cada uno de los extractos.

Analisis de los extractos

Lippia graveolens, es una especie cuya composicidn quimica esta caracterizada por compuestos
fendlicos y terpenos. Por presentar estos tipos de compuestos es una especie potencial para ser
considerada como una especie con actividad insecticida.

En su actividad bioldgica y quimica destacan los compuestos de tipo terpénicos, por lo que se
evalud Unicamente los extractos hexanicos.

Evaluacion bioldgica

Ensayos de larga duracidén con dieta artificial

Con el fin de evaluar el efecto de los extractos organicos en la alimentacidn de Spodoptera
frugiperda, se realizaron ensayos de larga duracidn. Para el montaje de este tipo de ensayos se
siguié el método de Cole (1994) usando la dieta artificial para la crianza de S. frugiperda (Singh et
al.,1984). Los ensayos fueron montados con larvas de 1° estadio de desarrollo. Se colocaron
individualmente en un recipiente que contenia 10 g de dieta artificial (cantidad optima de dieta
para que la larva cumpla su ciclo vital), manejando un total de 10 réplicas por cada tratamiento (10

y 100 ppm).
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Las unidades experimentales se mantuvieron en una cdmara de ambiente controlada a 26+ 2°C
con una humedad del 60+10 % y un fotoperiodo de 16/8h. Estas condiciones se mantuvieron

constantes durante el desarrollo del ensayo.

Los datos obtenidos de los ensayos de larga duracién se procesaron aplicando el indice de
crecimiento implementado por Zhang (1993) (Férmula 1) que estima las diferencias entre las
poblaciones control y de los tratamientos por medio de la obtencidn de un valor que nos permite
comparar las diferencias entre las distintas concentraciones. Los tratamientos se monitorearon
cada 7 dias hasta observar que el porcentaje de pupacion en el control represento el 95% del total
de individuos que lo conforman, al ocurrir esto tanto en las larvas control como en las larvas bajo

tratamiento fueron clasificadas segun el estadio larval en el que se encontraran.

El indice de crecimiento (IC) representa de manera matematica la tasa de crecimiento en el insecto
modelo, al considerar que si estos no estan mudando, para pasar de un estadio a otro, no estarian
creciendo , razén por la cual los estadios larvales son utilizados como parametro para estimar el

desarrollo de un insecto bajo ensayo.

El IC se define como la suma de los estadios observados en los individuos bajo tratamiento entre

la suma de los estadios totales que podia alcanzar toda la poblacién bajo tratamiento(Férmula 1).

fmax {max

24 [n X il + 2 [nfy % (i = D)

IC= ,
N X i

max

Férmula 1. Representacién matematica de la formula usada para obtener el indice de
Crecimiento (IC)(Reguera, 2008)

Dénde:
i= es el nimero de estadio
ng = numero de larvas vivas en el estadio i
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n’;»= numero de larvas muertas en el estadio i
imax= €stadio mdximo que puede alcanzar el modelo usado
N= numero total de individuos que conforman el ensayo

El indice de crecimiento relativo (ICR, siglas en inglés) fue obtenido mediante la comparacién de

los IC de los tratamientos contra los IC de la muestra control, como se muestra en la Férmula 2.

IC del grupo tratado
ICR =

IC del grupo control

Férmula2. Representacién matematica para obtener el indice de Crecimiento Relativo (ICR)
(Reguera, 2008)

El valor del indice de crecimiento relativo utilizando sdélo los datos de controles siempre debera ser
muy cercano o igual a 1, las diferencias se verdn reflejadas en funciéon de que tan alejado este el
valor del tratamiento respecto al valor de 1 en control, es decir que entre mas se aleje este valor,

mayor sera la diferencia existente entre el control y el tratamiento.

Ademas se cuantifico el porcentaje de individuos adultos, comparando los tratamientos con

respecto al control.

Anadlisis cromatografico de los extractos

Se realizé cromatografia en capa fina (CCF), para los extractos organicos obtenidos (hexano,
acetato de etilo y metanol) de cada una de las muestras. Los extractos fueron redisueltos a una
concentracion de 5mg/mLy con la ayuda de un aplicador (equipo CAMAG automatic TLC Sampler
4) se aplicaron 15 pl de muestra en una placa de vidrio de silica gel de 5 x 10 cm (Merck, con
indicador de fluorescencia y con un espesor de capa de 0.25mm), la aplicacién que se realizé fue
en banda con una longitud de 7mm y una distancia entre banda y banda de 16mm. Después de la

aplicacion se procedid a eluir la placa, para después ser tratada con reveladores especificos para
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evidenciar la presencia de grupos de metabolitos secundarios, utilizando reveladores especificos

(Anisaldheido®®™ y revelador de productos naturales (RPN) (Anexo A).

Las placas cromatograficas reveladas se sometieron a un andlisis por densitometria, mediante un
Scanner 3 CAMAG TLC, usando diferentes longitudes de onda (400 a 60nm).Las longitudes de onda
se eligieron, por el mayor nimero de picos presentes en los cromatogramas, posteriormente se

analizaron con el programa WinCats-Planar Chromatography versién 1.2.0.

La metodologia descrita se resume en el siguiente esquema metodoldgico.

33



Esquema metodoldgico. Recolecta de Material

(Hojas)

Secado y molienda

Actividad bioldgica
Spodoptera frugiperda

Analisis cromatografico (CCF)

Extr. AcoEt |
Extr. Hex

Extr. Me OH

2 concentraciones

Revelador
RPN(flavonoides)

Revelador Revelador
Anisaldehido Anisaldheido
y RPN (flavonoides)

ANALISIS DENSITOMETRICO

crecimiento relativo (I'CR)
e Cuantificacion de emergencia de
adultos
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7.-Resultados y discusion
7.1- Rendimientos de extractos organicos

A continuacidn se presentan los rendimientos de las diferentes muestras obtenidas de los pasos

de extraccion.

Cuadro 5. Rendimientos obtenidos después del proceso de extraccion.

Municipio Acetato De Etilo

Hidalgo

Jaumave

V= verano; I= invierno

El mayor rendimiento se presentd en la época de invierno para la mayoria de los extractos
obtenidos, a excepcidn del extracto metandlicos que corresponde a la localidad de Hidalgo, ya que
el mayor rendimiento corresponde a la época de verano. Estos resultados sugieren que la
estacionalidad representa un factor importante en el rendimiento obtenido, sin embargo es

importante determinar con estudios sistematicos el origen de esta variacion.

7.2- Analisis de los extractos

7.2.1- Ensayos de larga duracidon con dieta artificial

Este ensayo permite evaluar de forma preliminar los efectos a largo plazo que provoca la
administracién de planta seca o extracto, en el desarrollo de larvas de Spodoptera frugiperda, de
las poblaciones bajo tratamiento, estos datos fueron comparados con los obtenidos para las

poblaciones control.
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El valor de los indices de Crecimiento Relativo (ICR), para las diferentes muestras, se presentan en
el cuadro 6, los mismos valores se muestran en la Figura 5y 6, de tal modo que es posible

observar una comparacion entre las concentraciones y los tratamientos.

Cuadro 6. Resultados de los ICR obtenidos de las diferentes muestras

Concentracion

Localidad Casas Hidalgo Jaumave Casas Hidalgo Jaumave

M1 /0.96 M3/1 M5/1 M1/0.84 M3/0.88 M5/0.85

*Invierno M2 /0.93 M4 /0.88 M6 / 0.89 M2 /0.93 M4/0.86 M6/0.94
Control c/1 c/1

Evaluacion realizada cuando el 95% de las larvas del testigo alcanzaron el estado pupal; #de
muestra / valor del ICR; *época de colecta.

. g

0.98

0.96

0.94

0.92

0.9

0.88

7

Valor Indice de Crecimiento Relativo

0.86

0.84

0.82

C M1 M2 M3 M4 M5 M6
Muestras

Figura 5. Indices de Crecimiento Relativo obtenidos para las diferentes muestras-
concentracion de 10 ppm

C= control; M1 colecta en verano, Localidad Casas; M2 colecte en invierno, Localidad Casa; M3
colecta en verano, Localidad Hidalgo; M4 colecta en invierno, Localidad Hidalgo; M5 colecta en
verano, Localidad Jaumave; M6 colecta en invierno, Localidad Jaumave
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La Figura 5 que corresponde a la concentraciéon de 10ppm, se observa que el valor del ICR de los
tratamientos con respecto al control en la época de verano (M1, M3 y M5), son muy cercanos al
valor de 1 del control, sin embargo las muestras que corresponde a la época de invierno (M2,M4 y
M6), son levemente diferentes al compararlas con las muestras colectadas en verano, se observa

un ICR menor con respecto al control.

g

0.95

0.9

0.85

Valor Indice de Crecimiento Relativo

0.8

0.75

C M1 M2 M3 M4 M5 M6
Muestras

Figura 6 Indices de Crecimiento Relativo obtenidos para las diferentes muestras,
concentracion de 100 ppm

C= control; M1 colecta en verano, Localidad Casas; M2 colecte en invierno, Localidad Casa; M3
colecta en verano, Localidad Hidalgo; M4 colecta en invierno, Localidad Hidalgo; M5 colecta en
verano, Localidad Jaumave; M6 colecta en invierno, Localidad Jaumave

La figura 6muestra los ICR a una concentracion de 100ppm, las muestras que corresponden a la
estacionalidad de verano, son ligeramente diferentes con respecto al control, siendo la M1 la que

presentd el menor ICR, seguido por la M5 y después la M3.
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Se observa que la estacionalidad de invierno la M2 100 presentd el mismo ICR con respecto a la
concentracién de 10 ppm, ademds de un ICR mayor que la M1; la muestra M4 a 100 ppm presentd
un ICR muy parecido a la muestra colectada en verano M3- 100ppm , en cuanto a la muestra M6
100 ppm, el ICR es superior al de la muestra M5- 100ppm ; a pesar de que los ICR son ligeramente
diferentes con respecto al control, se puede apreciar una mayor inhibicién del desarrollo del
insecto a la concentracién de 100ppm, siendo las muestras de la estacionalidad de verano las que

presentaron un menor ICR de inhibicién del crecimiento del insecto.

Los resultados del ICR de las dos concentraciones evaluadas, indican que las concentraciones
juegan un papel importante para inhibir el desarrollo del insecto ya que las muestras M3 y M5
presentaron ICR menor a 1 a la concentracion de 100ppm mientras que a la concentracion de 10
ppm mostraron un ICR igual a 1, lo que nos indicaria que el extracto no tuvo efecto en el
desarrollo del insecto. La estacionalidad con mayor actividad cambia, si se aumenta la
concentracién a 10 ppm la estacionalidad de invierno es mas activa que la de verano, pero al
incrementar la concentraciéon a 100ppm la estacionalidad activa es la de verano, por lo que el tipo
de compuestos y la concentracién juegan un papel importante para inhibir el desarrollo del

insecto.
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Emergencia de adultos

Cuadro 7. Porcentaje de emergencia de adultos vivos (Hembras/Machos), tanto normales como deformes

y porcentaje de individuos que no emergieron (muerte en el estadio de pupa)

4ta medicion Adultos Adultos
% (Deformes)
%

Localidad Tratamiento | Macho% | Hembra% | Macho% | Hembra% Pupas Pupas pupas vivas
Epoca Normales | deformes (retraso del
muertas (muertas) desarrollo)

CONTROL | 70 20 0 0 10 0 0

Vv M1-10 0 0 0 50 50 0

M1-100 0 0 0 0 90 10 0

Casas

I M2-10 0 0 10 0 80 10 0

M2-100 0 0 0 0 100 0

Vv M3-10 50 10 10 0 30 0

M3-100 0 0 20 0 50 30 0

Hidalgo

I M4-10 20 0 10 0 30 40 0

M4-100 10 0 10 0 70 0 10

Vv M5-10 0 0 40 10 30 20 0

Jaumave M5-100 10 0 30 0 40 10 10

I M6-10 40 0 10 0 40 0 10

M6-100 30 0 0 0 50 20 0

V=verano, I=invierno; deformes= alteraciones morfoldgicas.

En el cuadro 7, observamos que el tratamiento control tuvo un 90% de emergencia de adultos, en
donde un 70% son individuos machos y un 20% hembras. Al compararlo con los tratamientos de
10ppm, la muestra M3-10 presentd el mas alto porcentaje de emergencia (50% macho y 10% de
hembras), seguido de las muestra M6-10 (40% solamente machos) y finalmente la M4-10 (20%
Unicamente machos). En la concentracién de 100 ppm, el porcentaje mas alto de emergencia
corresponde a la muestra M6-100 (30% individuos machos) seguido de la muestra M4-100 (20%

individuos machos). Esto se puede apreciar en la Figura 7
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Figura 7. Emergencia de individuos adultos machos/hembras.

Sin embargo, encontramos individuos que presentaron alteraciones morfoldgicas lo que impide
una viabilidad exitosa para reproducirse y sobrevivir en su ambiente natural. Esto se puede
apreciar en la Figura 8, en donde el tratamiento con mayor porcentaje de emergencia es la M5-
100 con un 50% (40% individuos machos y 10% hembras), en donde la concentracién de 100ppm
es la que presentd mayor numero de individuos con alteraciones morfoldgicas. Por lo que los
efectos de los compuestos del extracto hexanico estan afectando en el desarrollo del ultimo
estadio de las larvas, teniendo efectos a largo plazo que afectan el desarrollo del insecto (Figuras

10y 11).

Pavela, (2005) evalué el aceite esencial de Thymus vulgaris, que se caracteriza por las altas
concentraciones de timol y carvacrol, compuestos reportados para la especie L. graveolens, en su

ensayo reporta efectos letales (alteraciones morfoldgicas) en el desarrollo de Spodoptera littoralis
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a una concentracién de 10ul/100ml; Zoubiri, et al. (2011) reporta los compuestos limoneno,
geraniol y carvona, como los principales componentes toxicos del aceite esencial de L. citridora, y
gue tuvieron un efecto letal en larvas del insecto Sitophilus granarius a una concentracion de
500ul/ml después de ser expuestos por 24 horas al extracto. Lo que confirma que los compuestos

presentes en el extracto son los causantes de las alteraciones en la morfologia de los individuos

adultos de S. frugiperda.

Porcentaje de emergencia (%)
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Figura 8. Individuos con alteraciones morfoldgicas (emergencia de adultos deformes).

La mortalidad de individuos en el estadio pupal fue alta en todos los tratamientos, en este ultimo
estadio se cuantificaron individuos tanto normales (figura 10 a) como deformes (10 figuras b y c),
encontrando variaciones en los porcentajes de estas categorias. Sin embargo la muestra M1
presentd el 100% de mortalidad de las larvas en las dos concentraciones evaluadas (10 y 100ppm),

el 100% se encuentra distribuido en las categorias antes mencionadas (cuadro 6). La muestra M2-
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100 presento la mortalidad del 100% de pupas, sin provocar malformaciones, por lo que destacan

estas tres muestras.

Rodriguez, (2003), menciona algunos de los sintomas de la inhibicidn del crecimiento en los
insectos: las larvas suelen ser poco vigorosas incapaces de moverse, no se alimentan, no
completan la muda, no se desprenden de la cuticula anterior, presentan mudas adicionales,
alargan su periodo de tiempo o mueren durante la ecdisis. Se forman estadios intermedios entre
larva y pupa (figura 10 d y 10 e) y entre pupa y adulto (Figura 11a), se deforman las pupas (figura
10 b y 10c, Figura 11 f), los adultos emergen parcialmente o emergen con alas distorsionadas

(figura 11by 11c).

Los efectos de inhibicion del crecimiento se pudieron apreciar al final del ensayo biolégico,
encontrando pupas deformes, y adultos con alteraciones morfolégicas, por lo que los extractos
evaluados a las concentraciones de 10 y 100 ppm mostraron actividad a largo plazo, lo que nos
sugiere llevar a cabo una identificacion de los compuestos presentes en las diferentes muestras de

los extractos hexanicos y llevar acabo ensayos mas detallados con el insecto.
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Figura 9, a) inicio del ensayo; b) larvas a los 7 dias; ¢ y d) medicion de la longitud de las larvas a los
Tdias
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Figura 10. Revision del ensayo a los 14 dias. a) Pupa normal de tratamiento control; Ejemplos: b y c)
pupas deforme; d y e) el desarrollo es afectado, las prepupas no logran pasar al Ultimo estadio; f)
larvas del 5°estadio muertas.




Figura 11.a) individuo adulto deforme, abdomen muy amplio y alas alteradas; b y c) individuos
muertos después de emerger, alas enchinadas y abdomen muy amplio; d y e) Machos normales; f)
pupa deforme; g) pupa muerta; H) pupa normal, retraso en el ciclo de vida
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7.3- Analisis cromatografico
7.3.1- Extractos hexanicos

Los resultados acerca del andlisis cromatografico de los extractos hexanicos muestra la presencia
de una riqueza y concentracidon de estos compuestos que se visualiza de forma cualitativa con la
intensidad de color y la variacién de estos, lo que indica diferentes tipos de terpenos (Figura 12 y

13).

Se observé una similitud en el perfil de los diferentes muestras, con un total de 11 compuestos

detectados, y con una variacién en el porcentaje relativo de dichos compuestos (Cuadro 8).

La muestra M1 contiene 10 compuestos de los 11 detectados, y uno de estos no se encontré en
las demas. La muestra M1, presenté mortalidad del 100% en el ensayo bioldgico y es la Unica que
presentd un compuesto diferente a las demds, que a pesar de que la concentracién de éste es
minima, podria estar influyendo en el desarrollo del insecto; la muestra M2, también presentd
mortalidad del 100% en el estadio pupal, pero no provocé deformaciones como las demas
muestras evaluadas, por lo que se necesitaria de la identificacidon de los compuestos activos de los

extractos para poder correlacionarlos con la actividad.
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Figura 12 Placa cromatografica de los extractos hexanicos, revelada con anisaldheido.

Sistema de elucidn: Hexano: acetato de etilo 16:4
Revelador: Anisaldheido

AU ]

Figura 13 Cromatograma de extractos crudos de hexano, placa revelada con Anisaldheido y
leida a 420nm.
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Cuadro 8. RF de extractos hexanicos de los diferentes compuestos presentes en las diferentes muestras,
leida a 420nm

(I x | 2.03 | - | - : : ] ] ; ; - :

(BPR X | 8.09 | x [1441| x [ 1492 x 1641 | x [ 928 | x [ 19.39
(WY X | 6.95 | x [12.01| x [1230] x [1333[ x [ 412 | x | 1385
(YW X | 473 [ x [ 736 | x [ 773 | x [ 1003 | x [ 318 | x | 11.90
(WAl X | 365 | X [ 604 | x [ 6.88 | X | 7.46 | - - - -

(T - [ - [ x[890 [ x[o910 | x[939 | x|153] x | 963
(LR x [ 1869 | x [14.65[ x [ 1020 | x [ 1897 | x [2224| Xx | 10.66
(X R x [ 862 | x | 488 [ x [ 1026 | - - - - X | 6.90
PRI x (2195 - | - [ x [1508| x [1460| x [3767] x [ 14.45
Bl x 2464 x [3151] x [1408 | x | 981 | x [21.99| x | 12.77
(Tl X | 066 | x [ 024 | x | 045 | . - - - X 0.45

X= ausencia de compuesto.

7.3.2- Extractos Acetato de etilo

El perfil cromatografico de los extractos de acetato de etilo (Figura 14), mostraron una riqueza en
la presencia de terpenos, que por el tipo de coloracion indica diferencias con los detectados en los
extractos hexdnicos, se aprecid una diferencia en la concentracién, observada en los porcentajes

relativos obtenidos para cada uno de los extractos (Cuadro 9).

Las muestras M-2 a la M-6, tienen en comun una serie de bandas de coloracién naranja, que no
son evidentes en la M-1, sin embargo la M-1 y M-2 comparten un perfil muy similar difiriendo
Unicamente en la intensidad, sin embargo podemos apreciar una gama de bandas de coloracion en

la parte superior de la placa de las diferentes muestras.

Esta presencia de compuestos de tipo terpénicos en los extractos de acetato de etilo sugiere la
evaluacion de dicho extractos en la alimentacidn del insecto, a fin de conocer y evaluar el efecto
del extracto, y realizar una busqueda de los compuestos responsables de la actividad presente en

ambos extractos (Hexanicos y de acetato de etilo).
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Figura 14 .Placa cromatografica de extractos de acetato de etilo, revelada con anisaldheido

Sistema de elucion: Hexano: acetona: acetato de etilo 12:4:4
Revelador: Anisaldheido
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Figura 15 Cromatograma de extractos crudos de acetato de etilo, placa revelada con
Anisaldheido y leida a 500 nm.

Cuadro 9. RF de extractos de acetato de etilo, de los diferentes compuestos presentes en las muestras,
leida a 500nm

X X [ 394 | x | 452 | x | 1.86 | - - - - |-

RO x [ 029 | x | 125 [ x [ 137 | x | 073 | x [ 271 [ x| 125
Sl - | - | - | - - - - - X | o071 ] - -
PEN - | - | x| o90 [ x| 229 x| 248 | x [036 x| 38
VXN x [ 358 | x [ 9.0 [ x [1153] x [ 1241 x [ 871 | x | 15.74
WER x [ 263 | x [ 396 [ x [ 682 | x | 783 | x | 412 [ x| 5.29
VL x [ 401 | x [13.03] x [ 2034 x [ 2236 | x [26.01] x | 30.71
(XYW X | 1580 | x [12.24] - - - - - E -
NIl x [35.08] x [32.23| x [ 2766 | x | 22.89 | x [44.43| x | 26.58
EXW x [18.49 | x [14.01 | x [ 2018 | x [ 21.00] - - | x [ 12.00
VLV x [16.18| x | 876 [ x | 795 | x [ 1029 | x [13.95| x | 461

X=ausencia de compuesto
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Los resultados del analisis de los extractos de acetato de etilo ponen de manifiesto la presencia de
compuestos tales como los flavonoides, esto de acuerdo al tipo de coloracidon detectada una vez
utilizado el revelador de productos naturales (Figura 16), se observan similitudes en el perfil
cromatografico, y diferencias en los porcentajes relativos para cada muestra (cuadro 10). Son muy
parecidas las muestras M-1 y M-2 pero en cuanto a intensidad son diferentes a las cuatro
muestras restantes. Las muestras M-3 y M-4 son muy similares, mientras que las muestras M-5 y
M-6 difieren en intensidad de color. Destaca la presencia de un compuesto de coloracién morado
gue se encuentra Unicamente en la muestra M-1. En general el perfil cromatografico es muy
parecido en todas las muestras, difiriendo Unicamente en la concentracién, por lo que se esperaria

que la variedad de flavonoides para estos extractos sea muy similar.

Figura 16 Placa cromatografica de extractos de acetato de etilo revelada con RPN y vista en
longitud de onda larga

Sistema de elucion: Hexano: acetona: acetato de etilo 12:4:4
Revelador: Revelador de productos naturales (flavonoides)
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Figura 17. Cromatograma de extractos crudos de acetato de etilo, placa revelada con
Revelador de Productos Naturales y leida a 380 nm.

Cuadro 10. RF de extractos de acetato de etilo, de los diferentes compuestos presentes en las muestras,
leida a 380nm

XTI X [ 31.28 | X [ 28.66 | - - [ x| 11 | x |159 | x| 243
o2 [N - - - - X | 072 [ x| 017
ALl - | - |- | - - - - - - |- X | 055
(WY X |67.01 | x [53.91| x [1415] x | 1252 x [ 1566 | x | 31.89
Rl - | - | - [ - | x| 138 - - - - | x| 1026
VLVl - [ - | x [1743| x [ 8355 x [ 8637 x [59.84| x | 54.70
XYW x | 170 | - [ - - - - - - - | - -
Nl - | - |- | - [ x| o091 - - X [22.18] - -
X= ausencia

52



7.3.3- Extractos metanolicos

El perfil cromatogréfico de los extractos metandlicos, tratados con el revelador de productos
naturales (Figuras 18 y 19), muestra una coloracién relacionada con la presencia de flavonoides,
que por el tipo de extracto presentan mayor polaridad (Cuadro 11). Se observa una mayor
cantidad de bandas al ver la placa en longitud de onda larga, y una mayor gama de coloracién. Se
observan dos bandas de coloracién café obscuro, que corresponde a las muestras M-5 y M-1, la
muestra M-3 presenta poca intensidad en coloracién, y las muestras M-4, M-5 y M-6 presentan
mayor intensidad de color con respecto a las demas. En general, se observa una variaciéon de
compuestos de tipo flavonoide, para las diferentes muestras, la cual esta influenciada, por la

época y sitio de colecta.

Estos resultados son muy importantes a la hora de estudiar y determinar la presencia y variacién

de estos compuestos en funcion de las diferentes épocas o estaciones del afio.
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Figura 18. Extractos metandlicos, revelada con RPN (superior) y observada en longitud de
onda larga (inferior).

Sistema de elucidn: Acetato de etilo: Propanol: Agua 36:18:1.8
Revelador: Revelador de productos naturales (flavonoides)
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Figura 19. Cromatograma de extractos crudos metandlicos, placa revelada con Revelador de

Productos Naturales y leida a 369 nm.

Cuadro 11. Muestra los RF de extractos metandlicos, de los diferentes compuestos presentes en las

muestras, leida a 369nm

0.06 31.28 28.66 | - - 1.11 159 [ x | 2.43
0.12 - - |- - - 072 | x | 017
0.15 | - E - - - X | 055
0.27 | 67.01 53.91 | X [ 14.15 12.52 1566 | X | 318
0.38 | - - | x| 136 - - X | 10.2
0.50 | - 17.43 | X | 83.55 86.37 59.84 | X | 54.7
0.64 | 1.70 - | - - - - - -
0.70 - - [ x| 091 - 2218 | - -
X=ausencia
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M-1 colecta en verano, Localidad Casas; M-2 colecte en invierno, Localidad Casa; M-3 colecta en
verano, Localidad Hidalgo; M-4 colecta en invierno, Localidad Hidalgo; M-5 colecta en verano,

Localidad Jaumave, M-6 colecta en invierno, Localidad Jaumave
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8.- Conclusién

Las diferentes interacciones de las planta con su entorno juegan un papel importante para la
sintesis de metabolitos secundarios. Las muestras colectadas de Lippia graveolens, que
corresponden a la época de invierno, mostraron un mayor rendimiento, para la mayoria de los

extractos.

Al incorporar a la dieta de Spodoptera frugiperda, los extractos hexdnicos de hoja de Lippia
graveolens se observd un efecto negativo en el ciclo de vida del insecto, afectando el ultimo
estadio desarrollo, generando malformaciones en individuos adultos. Sin embargo se necesita de
la identificacion de los compuestos de los extractos y su evaluacion en ensayos mds detallados
para determinar si es un solo compuesto el responsable o varios los involucrados en producir

dicho efecto.

Los perfiles cromatograficos de los metabolitos secundarios de Lippia graveolens, evidenciaron
una variacion en cuanto a concentracidon y numero de compuestos presentes en los diferentes
extractos, por lo que el sitio como la época del afio juegan un papel importante en la sintesis de
metabolitos secundarios, dada esta variacion los extractos de acetato de etilo y metanol deben ser
evaluados en ensayos posteriores para evaluar el efecto en el desarrollo de Spodoptera

frugiperda.

Lippia graveolens representa una alternativa en la busqueda de compuestos con actividad
bioldgica frente insectos, ya que los resultados de los extractos hexanicos son alentadores para

seguir evaluando el resto de los extractos obtenidos de la planta.
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9.- Anexo A

Reveladores
e Revelador de anisaldheido.

Deteccién de terpenoides, propilpropanoides, saponinas, glicdsidos y esteroides.
Se prepara alcohol acidulado: 90% (v/v) metanol; 5% (v/v) &cido sulfurico; 5% (v/v) acido acético.
Se agregan 100uL de p-anisaldheido en 20 mL de alcohol acido. La placa se asperja yse calienta en

la estufa por 5- 10 minutos

e Revelador de productos naturales / Polietilenglicol (RPN/PEG).

Deteccion de flavonoides
Solucidn A. 2-aminoetil difenilborato (2-APB, Sigma D9754) al 1% en metanol
Solucidn B. Polietilenglicol 4000 al 5% en metanol.

La placa se asperja primero con la solucién A y posteriormente con la soluciédn B. Se observa con
luz UV365
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