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2. RESUMEN

El cultivo de maiz es susceptible al ataque de mdltiples plagas resistentes a varios
tipos de insecticidas, destacando al gusano cogollero Spodoptera frugiperda como
principal plaga, donde el uso excesivo de insecticidas para combatirlo a afectado al
ambiente, salud humanay a las especies benéficas, despertando una necesidad de
buscar alternativas de mayor sustentabilidad. Por ello en el presente trabajo de tesis
se evalué la actividad insecticida de los extractos hexanicos y metandlicos, ademas
de las fracciones de las malezas, Tagetes lucida, Chloris gayana y Melinis repens
sobre larvas de S. frugiperda como alternativa bio-plaguicida. Los resultados de los
bioensayos in vivo de toxicidad por contacto sobre larvas L3 de S. frugiperda
mostraron que el extracto hexanico de T. lucida [62.5 pug/mL] causé mortalidad de
25% de larvas; en combinacion con cipermetrinapiso, la mortalidad aumento6 al
92.5%. Para el extracto hexanico de C. gayana [333 pg/mL], la mortalidad fue 17.5%
y en combinacion con cipermetrinapiso, llegé al 97.5%. En M. repens, el extracto
hexanico causé un 43.3% de mortalidad [2600 pg/mL], y aumentdé a 80% al
combinarse con cipermetrinabiso. En el extracto metandlico de M. repens [975
pg/mL] causé mortalidad del 33.3%, mientras que al combinarse con
cipermetrinapiso, aumento al 80%. En C. gayana metandlico [437.5 ug/mL], causé
mortalidad del 15% y en combinacién con cipermetrinapiso alcanzé 47.5%. Las
fracciones con mayor actividad fueron las siguientes: la fraccién 3 del extracto
metandlico de T. lucida [350 pg/mL] causando mortalidad de 26%, y al combinarse
con cipermetrinapLso, aumentd a 75%. La fraccion 4 del extracto hexanico de C.
gayana [237.5 pg/mL], no mostrd actividad insecticida por si sola, en cambio, en
combinacién con cipermetrinapiso, la mortalidad alcanzé un 87.5%. Por otra parte,
el analisis quimico por CG-EM permitié identificar a metil eugenol, herniarina,
escoparona, umbeliferona y escopoletina en la fraccién 3 del extracto hexanico de
T. lucida. El andlisis de la fraccion 4 del extracto hexanico de C. gayana mostro que
el p-vinilguaiacol, &cido linolénico, acido linoléico etil éster y 4cido estearico etil éster
son los compuestos mayoritarios de dicha fraccion. En conclusion, los extractos de
T. lucida poseen la mayor actividad insecticida en comparacién con los extractos C.
gayana y M. repens. La combinacion de los extractos hexanicos de T. lucida y C.
gayana con cipermetrina, aumentan la susceptibilidad a dicho insecticida en S.
frugiperda. Por otra parte, la fraccidon 4 del extracto hexanico de C. gayana no posee
una actividad insecticida por si sola, sin embargo, presenta la mayor capacidad de
aumentar la mortalidad en las larvas cuando se le combina con cipermetrina.

Palabras clave: Bio-plaguicida, extractos, fracciones, gusano cogollero, insectos
plaga.



3. ABSTRACT

The corn crop is susceptible to the attack of multiple pests resistant to various types
of insecticides, highlighting the fall armyworm Spodoptera frugiperda as the main
pest, where the excessive use of insecticides to combat it has affected the
environment, human health and beneficial species, awakening a need to seek
alternatives for greater sustainability. Therefore, the insecticidal activity of hexanic
and methanolic extracts and fractions of the weeds Tagetes lucida, Chloris gayana
and Melinis repens on S. frugiperda larvae was evaluated as an alternative
biopesticide in this thesis. The results of in vivo contact toxicity bioassays on L3
larvae of S. frugiperda showed that the hexane extract of T. lucida [62.5 pg/mL]
caused 25% larval mortality; in combination with cypermethrinpLpso, mortality
increased to 92.5%. For the hexane extract of C. gayana [333 pg/mL], mortality was
17.5% and in combination with cypermethrinLpso, it reached 97.5%. In M. repens, the
hexane extract caused 43.3% mortality [2600 pug/mL], and increased to 80% when
combined with cypermethrinipso. In M. repens methanolic extract [975 pg/mL]
caused 33.3% mortality, while when combined with cypermethrinLpso, it increased to
80%. In methanolic C. gayana [437.5 pg/mL], it caused 15% mortality and in
combination with cypermethrinLpso it reached 47.5%. The fractions with the highest
activity were the following: fraction 3 of the methanolic extract of T. lucida [350
png/mL] caused mortality of 26%, and when combined with cypermethrinipso, it
increased to 75%. Fraction 4 of the hexane extract of C. gayana [237.5 pg/mL] did
not show insecticidal activity by itself, but in combination with cypermethrinLpso,
mortality reached 87.5%. On the other hand, chemical analysis by GC-MS allowed
the identification of methyl eugenol, herniarin, scoparone, umbelliferone and
scopoletin in fraction 3 of the hexane extract of T. lucida. Analysis of fraction 4 of the
hexane extract of C. gayana showed that p-vinylguaiacol, linolenic acid, linoleic acid
ethyl ester and stearic acid ethyl ester are the major compounds in this fraction. In
conclusion, T. lucida extracts have the highest insecticidal activity compared to C.
gayana and M. repens extracts. The combination of hexane extracts of T. lucida and
C. gayana with cypermethrin increased susceptibility to this insecticide in S.
frugiperda. On the other hand, fraction 4 of the hexane extract of C. gayana does not
possess insecticidal activity on its own, however, it has the greatest ability to
increase larval mortality when combined with cypermethrin.



4. INTRODUCCION.

La agricultura es indispensable para las necesidades alimenticias de la sociedad,
entre las cuales se destaca el maiz como uno de los principales cultivos en México
y el mundo (SAGARPA, 2017). Debido a su amplio cultivo es susceptible al ataque
de mudltiples plagas que afectan su producciéon y calidad, esto ha ocasionado la
necesidad de utilizar plaguicidas como cipermetrina, lambda cyalotrina, metomilo, y
azadiractina de una manera desproporcionada (COFEPRIS, 2020).

En la actualidad el uso excesivo de insecticidas organoclorados, organofosforados,
piretroides, carbamatos, azadiractinas y neonicotinoides, ha causado un
considerable impacto ecologico provocando afecciones en la salud humana,
dafiando al suelo, a plantas y a las especies que son benéficas para el cultivo como
las abejas 0 a enemigos naturales de las plagas (Garcia-Gutiérrez et al., 2012; Shao
et al., 2013).

La aplicacion constante de estos compuestos toxicos favorece el desarrollo de
resistencia a los insecticidas en los insectos plaga, debido a los factores bioldgicos,
genéticos y operacionales que predisponen la resistencia de los insectos, lo que
conlleva a requerir concentraciones mas elevadas, ocasionando mayor erosion,
infertilidad y acumulacion de residuos inorganicos en la tierra (OMS, 1993; Vargas
et al., 2008; Carbajal et al., 2019).

Los insectos poseen factores promotores de resistencia a los insecticidas, tales
como cambios en comportamiento, metabolismo, impermeabilizacion a toxinas o
bien por insensibilidad en el sitio de accidén o sobrexposicion a enzimas degradativas
(Fernandez, 2013; Alvarez et al., 2015). Estos mecanismos incluyen la capacidad
de detoxificar, metabolizar y disminuir los componentes insecticidas que llegan a los
tejidos objetivo, asi como modificar el sitio de accidén para reducir su eficacia. En lo
anterior estan implicadas enzimas de detoxificacién, como el citocromo P450
monooxigenasas, esterasas y glutation s- transferasas o bien, mutaciones de gen
en los canales sodio/potasio o en los genes que codifican las proteinas receptoras

afectadas por insecticidas (Fernandez-Garcia, 2013; Guedes et al., 2019).



Esta situacion ha fomentado la necesidad de buscar alternativas para el control
biolégico de insectos plaga con una mayor sustentabilidad, menor impacto
ecologico y de bajo costo como en el caso de rotenonas, piretroides, azadiractinas,
o esfingosidos, las que también suelen ser factores promotores de seleccion de
resistencia cuando son usados en su forma original 0 como derivados sintéticos
(Leng etal., 2011; Fernandez-Garcia, 2013). Por ello se ha investigado la posibilidad
de implementar el uso de compuestos extraidos de plantas como alternativas de
inhibiciébn o disminucion de resistencia a los plaguicidas dado que su impacto
ambiental seria menor (Nava-Pérez et al., 2012). Existen inhibidores de resistencia
de caracter comercial como es el caso de butdxido de piperonilo que inhibe vias de
detoxificacion enzimatica implicadas en la resistencia a piretroides de algunos

insectos como las chinches de cama y mosquitos (Céceres et al., 2023).

Las plantas poseen la capacidad de sintetizar y almacenar una gran cantidad de
compuestos quimicos que no interfieren en el metabolismo primario llamados
metabolitos secundarios, como los alcaloides, terpenos, fenoles, cumarinas,
taninos, etc., que presentan actividad contra insectos, hongos y bacterias. Estos
metabolitos tienen ventajas sobre los insecticidas sintéticos pues son
biodegradables y de baja toxicidad para mamiferos, ademas de funcionar como
defensa o atrayentes de herbivoros o mutualistas las plantas (Bhalla et al., 2005;
Guevara-Gonzalez et al., 2019). Dentro de metabolitos secundarios vegetales se
conocen cerca de 200,000 compuestos identificados y esa gran diversidad esta
relacionada con los muy diversos mecanismos genéticos y bioquimicos de las
plantas; esos mecanismos anulan selectivamente a los metabolitos secundarios
vegetales (Harborne, 2000; Pichersky y Gershenzon, 2002). Los herbivoros y
patdgenos han adquirido mecanismos que anulan la toxicidad de los metabolitos
secundarios a causa de procesos coevolutivos, tales como supresion de sintesis,

mutacion de sitio blanco, transformacion, excrecion y evasion (Després et al., 2007).

Dentro de la diversidad de plantas, contamos con el grupo considerado como
malezas, muchas de las cuales interfieren directa o indirectamente con los cultivos,

causando disminucion en los rendimientos de los sistemas agricolas (Salazar e



Hincapié, 2013). Las malezas se estan investigando por sus propiedades
fitoquimicas, farmacoldgicas y biologicas (Riaz et al., 2018). Los extractos de
plantas contienen metabolitos secundarios que pueden tener un efecto activo sobre
el entorno donde se aplique, por ende, los extractos de las malezas tienen el
potencial insecticida y modulador de resistencia.

Entre la gran variedad de insectos resistentes a plaguicidas destaca el gusano
cogollero Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), que ataca
preferentemente al maiz (Zea mays). Se considera la plaga mas importante de ese
cultivo, pues ocasiona dafios que van desde la aparicion de manchas amarillas a la
defoliacion de la planta (Figura 3), provocando retraso de desarrollo y disminucién

del rendimiento del cultivo (Valdez-Torres et al., 2012).

En este proyecto se plantea realizar una evaluacion de la actividad insecticida de
los extractos hexanicos y metandlicos de las plantas, Tagetes lucida Cav.
(Asteraceae), Chloris gayana Kunth (Poaceae) y Melinis repens (Willd.) Zizka
(Poaceae) sobre Spodoptera frugiperda en su tercera etapa larval como alternativa
bio-plaguicida para disminuir el uso excesivo de insecticidas. Ademas, se analizara
si los extractos de las plantas tienen la capacidad de modular la resistencia del

gusano cogollero al piretroide cipermetrina, al aplicarlos en combinacion.

Tagetes lucida es una maleza arvense y ruderal que generalmente se utiliza en
infusiones para tratar algunas enfermedades y posee efecto antibacterial (Torres-
Martinez et al., 2022) e insecticida (Guadarrama-Cruz et al., 2012). Chloris gayana
es una maleza invasora que podria poseer metabolitos secundarios con actividad
insecticida y antibacterial (Oliveira, 2014). También se considera al pasto rosado
Melinis repens una planta invasora que usualmente se usa como ornamental y
medicinal por lo que podria ser una opcién para el control biol6gico de plagas

resistentes a insecticidas (Novoa et al., 2012).



5. ANTECEDENTES

5.1. Produccién de maiz en el mundo

La estadistica de produccion a nivel mundial de Zea mays por afio indica que
Estados Unidos es el principal productor y exportador de maiz, cosecha
aproximadamente 200 millones de toneladas anuales y exporta 20% de las mismas.
Ocupa el primer lugar en la produccion de cultivos transgénicos, entre los que
destacan soya, canola, algodon y maiz, destinando 50% de esta produccion a la

produccion de Z. mays (Agricultural Research Service, 2010).

Estados Unidos es el principal pais productor de maiz en el mundo, seguido de
China y Brasil, con 184 millones/ha, en conjunto aportan aproximadamente el 64%
del volumen mundial de maiz (FAO, 2017). Peru genera alrededor de 3.3 ton/ha
(FAO, 2017). Colombia produce 1 110 874 ton, lo cual no satisface la gran demanda
nacional conllevando a importar anualmente grandes cantidades de maiz (2 703
920 ton) (Fenalce, 2010; Méndez et al., 2012).

México ocupa el 8° lugar en produccién mundial de maiz, en 2017 exporté a 17
paises, principalmente a Venezuela (58%), Kenia (33%) y Estados Unidos (4%),
entro otros (6%) lo que nos ubica como el 10° exportador mundial de maiz grano
(ASERCA, 2018).

5.2. Produccién de maiz en México

En México el maiz es el cultivo mas importante en la actividad agricola, es el grano
nacional presente en todos los estados de la republica mexicana. Es el principal
cultivo tanto por la superficie que se siembra como por el volumen de produccién.
En México ningun otro cultivo tiene tanta importancia como el maiz. El maiz grano
representa 85% del volumen nacional de cereales y 2.8% de la produccion mundial,
ocupando el cuarto lugar (SAGARPA, 2013).

La importancia del maiz en México no soélo se debe a su riqueza en biodiversidad,
sino también a su caracter econdémico-agricola, social y cultural. Mas de dos
millones de familias campesinas mexicanas cultivan 59 razas nativas de maiz en

aproximadamente 6 millones de hectareas (66% del total nacional) (Turrent, 2008).



Del total cultivado, sélo 14% se realiza bajo riego, el resto, 86%, corresponde a
areas de temporal, principalmente a cargo de pequefios productores campesinos,
gue cultivan sobre todo para el autoconsumo. Las mayores superficies sembradas
con maiz se encuentran en la zona subhimeda tropical y en la templada himeda y
subhumeda (Mapes, 2009). El volumen de produccion para el afio 2010 fue de 23
301 879 toneladas y una superficie sembrada de 7 860 705 hectareas (Gonzéalez y
Castafieda, 2014).

La produccion de maiz en 2017 fue de 27.8 millones de toneladas, mientras que la
superficie sembrada en el mismo afo fue de 7.5 millones de hectareas, gran parte
del territorio nacional es propicio para la produccion por lo que en los 32 Estados de

la Republica Mexicana se produce maiz grano (ASERCA, 2018).

Los principales estados productores se pueden apreciar en la figura 1. Sinaloa
(22%), Jalisco (14%), Estado de México (8%), Michoacan (7%), Guanajuato (6%),
Guerrero (5%), Veracruz (5%), Chiapas (5%), Chihuahua (4%), Puebla (4%) y el
resto de los estados representan el (20%) restante (ASERCA, 2018).

Porcentaje del valor de la produccion por entidad federativa

Figura 1. Mapa del valor en porcentaje de produccion de maiz por entidad federativa
en la Republica Mexicana en el afio 2017 (Imagen tomada del SIAP, 2018).



5.3 Problemaéatica en el cultivo de maiz

El maiz es el principal cultivo producido en la Republica Mexicana, siendo el cereal
mas consumido diariamente en la dieta de los mexicanos en sus diversos platillos,
desde una tortilla hasta platillos como tamales, pozole, quesadillas, caldos, atoles,
entre muchos otros usos tanto para alimento humano, como para el ganado o bien
para el aprovechamiento industrial (ASERCA, 2018). En 2017 México produjo una
cantidad de 27.8 millones de toneladas de maiz (ASERCA, 2018).

Sin embargo, en la produccién de tal cantidad de maiz se puede ver que los
volumenes y la calidad de la produccion de maiz en nuestro pais son limitados
debido principalmente a la incidencia de plagas y enfermedades, y por factores
abidticos como altas y bajas temperaturas, la salinidad de los suelos, la deficiencia

de nutrimentos en los suelos y la sequia (Moreno-Limén et al., 2011).

Es por ello que, a causa de los notables cambios en la temperatura, existe una gran
probabilidad de que la precipitacibn aumente en latitudes altas, y tenga una
disminucién en la mayoria de las regiones subtropicales. Dado que la agricultura,
en gran medida depende de las variaciones de temperatura y precipitacion, resultara
muy afectada en latitudes medias (Liu et al., 2010).

La disponibilidad y captacion de la radiacion solar, el agua y los nutrientes son
factores basicos para el crecimiento y supervivencia de la planta de maiz. El
incremento de temperatura provoca problemas en la polinizacion, incremento de la
respiracion, asi como la disminucién de la fotosintesis, ademas de ocasionar la
reduccion de las etapas de desarrollo y como consecuencia la disminucioén del ciclo
fenolégico del maiz (Ramos et al., 2009; Liu et al., 2010; Ojeda-Bustamante et al.,
2011); mientras que temperaturas bajas detienen o reducen su crecimiento y
desarrollo (Stockle et al., 2010). Diversos autores sefialan que la agricultura de
temporal es mas vulnerable a los cambios en las condiciones climaticas que la

agricultura de riego (Sanchez-Cohen et al., 2012).

Asi mismo el aumento de la temperatura combinado con el del CO: podria

incrementar las plagas, malezas y enfermedades (Ruiz-Corral et al., 2011), por



tanto, se puede deducir que el maiz en condiciones de riego podria verse afectado
a futuro por el cambio climatico debido a la disminucion de agua en los embalses,
ya que la agricultura es la actividad que consume mayor cantidad de agua en el

planeta (Sdnchez-Cohen et al., 2012).

En México, aproximadamente el 81% de la superficie sembrada con maiz es de
temporal, y esta proporcidn es cinco veces mayor que la de riego, esta situacion
demuestra que el maiz de temporal es mas vulnerable a la variabilidad en las

condiciones climéticas (SIAP, 2018).
5.3.1 Pérdidas por Hongos

Ademas del cambio climéatico entre los factores que afectan la calidad y la
produccion del maiz se encuentran los hongos que comunmente atacan al maiz
tanto en campo como en almacén son aquellos que pertenecen a los géneros
Aspergillus, Fusarium y Penicillium; estos organismos son productores potenciales

de micotoxinas (Hernandez-Delgado et al., 2007; Montes et al., 2009).

En su gran mayoria las enfermedades de las plantas son causadas por hongos, de
las cuales 100 000 especies de hongos descritas, 8 000 son patdégenas para las
plantas. Los hongos pueden ser parasitos o saprofitos, algunos pueden vivir de una
u otra forma dependiendo de las condiciones de ambiente y otros son parasitos
obligados, requiriendo tejido vivo. Los hongos pueden atacar todas las partes de la
planta y causar una amplia variedad de sintomas, desde podredumbre de raices y
manchas en hojas, hasta marchitamientos y enanismos. EI método y sitio de
infeccion estan muy relacionados con la forma de diseminacion (Hernandez-
Delgado et al., 2007).

5.3.2 Microrganismos que afectan el maiz

El maiz es una de las plantas mas importantes en la alimentacion humana y animal,
y es vulnerable a diversas enfermedades causadas por microorganismos,
incluyendo hongos, bacterias y virus (Munkvold y White, 2016), las diversas

afectaciones pueden observarse en la figura 2.



Entre los organismos que pueden afectar a la produccién de maiz se encuentran
también algunos microrganismos como por ejemplo los Mollicutes los cuales son un
grupo de bacterias muy pequefias que carecen de pared celular, poseen gran
plasticidad, son pleomérficas y capaces de atravesar los filtros que impiden el paso
de las bacterias comunes y estan incluidas en la clase Mollicutes. Se diferencian
dos tipos de estos organismos: los que tienen formas helicoidales: espiro plasmas

y los no helicoidales: fitoplasmas (Lenardon et al., 1997).

Figura 2. Organismos que causan afecciones a la planta Zea mays. A) Sintomas
achaparramiento del maiz ocasionado por Spiroplasma kunkelli, B) Sintomas del
carbon comun ocasionado por Ustilago maydis, C) Dafio provocado por las larvas
de Diatraea saccharalis en el tallo de maiz y D) Rayado fino en hojas de maiz
producido por virus MRFV. (Modificado de Martinez, 2022 y Pecci et al., 2012).

Otra bacteria pequefia, helicoidal, movil, que se denomina Spiroplasma kunkelii, del
Orden Mycoplasmatales, Familia Spiroplasmataceae. Ocasionan enanismo en
plantas de maiz, clorosis en los margenes de las hojas, enrojecimiento de las hojas
mas viejas, proliferacion de mazorcas y reduccion del sistema radical. Los espiro

10



plasmas se ubican en el floema, donde aparecen acumulaciones de polisacaridos
gue tapan parcialmente los conductos impidiendo la circulacion normal de la savia;
puede infectar naturalmente a varias especies perennes de maiz (Zea mays, Zea
mexicana; Zea perennis y Zea diploperennis) que constituyen importantes
reservorios (Nault, 1980).

En 1977 Bradfute y Robertson, comprobaron, mediante microscopia Optica, que el
achaparramiento del maiz en el &rea de la Mesa Central, México, era causado por
un mollicute; La cual su sintomatologia consiste en que la infeccién de los
fitoplasmas produce alteracion del metabolismo del nitrégeno, de los hidratos de
carbono, y aumenta la concentracion de aminoacidos, alterando asimismo los
reguladores de crecimiento de las plantas ocasionando un amarillamiento en las
margenes de las hojas, luego un enrojecimiento que se extiende a toda la ldmina y

posteriormente a la totalidad de la planta (Lenardodn et al., 1997).
Otros microorganismos que afectan al maiz son:

Roya del maiz (Puccinia sorghi): Es una enfermedad fingica que se caracteriza por
la aparicion de manchas amarillas en las hojas de la planta, que posteriormente se
vuelven marrones y necréticas (Munkvold y White, 2016).

Fusariosis (Fusarium spp.): Es una enfermedad fangica que se caracteriza por la
apariciéon de mohos en la raiz y la base del tallo de la planta, ocasionando una
disminucién en el rendimiento de la planta y la produccién de micotdxinas que son

peligrosas para la salud humana y animal (Simén y Golik, 2018).

Mancha foliar (Cercospora zeae-maydis): Es una enfermedad fangica que se
caracteriza por la aparicion de manchas foliares de color marrén en las hojas de la
planta, puede causar una disminucion en el rendimiento de la planta y una menor
calidad del grano (Munkvold y White, 2016).

Mal de Rio Cuarto (MRC) (Virus del Mal de Rio Cuarto): Es una enfermedad viral
transmitida por insectos chupadores que se caracteriza por la aparicion de manchas
clorgticas en las hojas y la reduccion del tamafio y el rendimiento de la mazorca
(Simon y Golik, 2018).
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Tizén de maiz (Erwinia chrysanthemi): Es una enfermedad bacteriana que se
caracteriza por la aparicion de manchas acuosas y necraticas en las hojas y el tallo
de la planta, causando disminucion en el rendimiento de la planta (Munkvold y
White, 2016).

5.3.3 Bacterias que afectan la producciéon de maiz

Ademas de los factores como el cambio climatico, la contaminacién del suelo por el
uso de quimicos o desechos industriales, la contaminacion del cultivo por
organismos fungicos, bacterias patégenas como Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa, o bien por el uso de aguas residuales por acumulacién de metales
pesados en el suelo, la principal causa de que existan considerables pérdidas en la
produccion del cultivo de maiz son la gran cantidad de plagas que afectan el

desarrollo idéneo de la planta y su producto (Ayala et al., 2013).

Se considera plaga en cultivo a cualquier organismo que compite con el ser humano
por la alimentacion producida afectando desde la manifestacion de manchas que
reducen el valor monetario del producto hasta pérdida total de este (Saunders et al.,
1998). La constante aparicion y desarrollo de plagas ocasiona un gran dafio
ocasionado una pérdida del rendimiento de produccion de aproximadamente el
30%, desde la etapa de establecimiento hasta el almacenamiento del grano de maiz
(Valdez-Torres et al., 2012). Se consideran mas de 80 especies o complejos de
especies plagas en el cultivo de maiz y alrededor de 50 plagas consideradas como
ocasionales (Fernandez, 2002).

5.3.4 Insectos que afectan el cultivo de maiz

La incidencia de los insectos plaga y el dafio que ocasionan en los cultivos, es dada
por diversos factores como las condiciones ambientales, fenologia del cultivo (Ayala
et al.,, 2013) y habitos del insecto plaga, ya sea alimenticios e inclusive

caracteristicas biolégicas (Reséndiz et al., 2016).

Dentro de la gran variedad de insectos resistentes que atacan al cultivo de maiz
ocasionandole dafios en sus diferentes partes desde el tallo, hojas, raices y

producto, en su mayoria pertenecen al grupo de los lepidopteros tales como el
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gusano elotero Helicoverpa zea Boddie y Spodoptera exigua Hubner que son
plagas que atacan a la hoja y mazorca del maiz, su ciclo de vida completo, se
desarrolla entre 15-25 dias, pasando por cinco estadios larvarios (Gonzalez-
Maldonado et al., 2015).

Otra plaga, Diatraea saccharalis Fab, es un insecto lepidéptero (Pyralidae), que
tiene como hospederas a plantas gramineas como el maiz, en su estadio larvario
perfora el tallo y efectia galerias longitudinales en su interior, afectando la fisiologia
de la planta, y en consecuencia el potencial de produccién del cultivo (Leiva y
Lannone, 1994).

Otra plaga que dafia el maiz, especialmente la zona radicular es la gallinita
ciega Phyllophaga spp. (Coleoptera: Melolonthidae), el dafio lo causa en etapa
larval, provocando que se pierda la germinacién y se desarrollen plantas raquiticas,
ademas de estas plagas existen una cantidad numerosa de plagas que atacan al
maiz: Helicoverpa zea Boddie, Euxesta stigmatias Loew, Epitrix argentinensis
Bryant (pulguilla del tabaco), Nezara viridula (chinche verde), Elasmopalpus
lignosellus (Barrenador menor del maiz), Conoderus spp., Agriotes sp.,
Monocrepidius spp. (Gusano alambre), Diatraea saccharalis, Diabrotica
virgifera Zeae (gusano alfilerillo), etc. (Leiva y lannone, 1994).

Los insectos del orden Lepidéptera se consideran como las plagas de mayor
importancia, ya que afectan el desarrollo y crecimiento de la planta de maiz
(Reséndiz et al., 2016) y sobresale Spodoptera frugiperda que provoca retraso en
el desarrollo del cultivo y disminucién del rendimiento de grano y forraje, afectando
la produccioén a gran escala, ya que se alimenta de tejido vegetal en las primeras
etapas fenologicas del cultivo (NUfiez et al., 2014) considerandose como el principal
insecto plaga del maiz. Este insecto es objeto de este trabajo de investigacion.

5.4. Spodoptera frugiperda

Para poder comprender de una manera mas clara la problematica de las plagas y
su relacion con el maiz, se tiene que hacer énfasis en la principal plaga que afecta

la produccion en mayor escala y por ello se tiene que describir a Spodoptera
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frugiperda, mejor conocido como el Gusano cogollero, el cual posee una preferencia
por el cultivo del maiz ocasionando dafios en la hoja causando el retardo del
desarrollo del cultivo a la que lleva a pérdidas econémicas en la produccion, es
decir, S. frugiperda realiza raspaduras sobre las partes tiernas de las hojas, que
posteriormente aparecen como pequefias areas translicidas; una vez que la larva
alcanza cierto desarrollo, empieza a comer follaje perfectamente en el cogollo que
al desplegarse sus hojas muestran una hilera regular de perforaciones a través de
la lamina o bien areas alargadas comidas (Fernandez, 2002). La infestacion severa
de S. frugiperda ha ocasionado pérdidas en cultivos de maiz de 22-67% en varios
paises debido a la perdida de area foliar y retraso o inhibicién en la emisién de las
inflorescencias (Ramzan et al., 2021). Las principales afecciones y sintomas del

ataque del cogollero al maiz se pueden observar en la figura 3.

Durante su ciclo de vida pasa por diversas etapas de desarrollo desde que la
hembra coloca los huevecillos en el haz y envés de las hojas del maiz hasta su
transformacién de larva a su edad adulta, la cual transcurre en varias etapas
conocidas como estadios larvales segun el tiempo y caracteristicas fisicas de
desarrollo en la que se encuentre, para por el ultimo estadio posterior a un estado
de morfosis conocido como pupa comience la etapa adulta del cogollero
transformandose en una polilla adulta y repitiendo el ciclo por medio de la

reproduccion entre Spodoptera frugiperda macho y hembra (Fernandez, 2002).
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Figura 3. Afecciones y sintomatologia en la planta del maiz (Zea mays) ocasionados
por el ataque de Spodoptera frugiperda. A) Dafios en la mayoria de las hojas
desarrolladas; B) Abundante dafio en el sitio de crecimiento que va aumentando
hasta la defoliacién total de la planta; C) Manchas en las hojas causadas por larvas
de los primeros estadios de crecimiento larval y D) Mordeduras o agujeros visibles
en el crecimiento de las hojas (Modificado de Kleden y Simamora, 2021).

5.4.1 Ciclo y desarrollo de Spodoptera frugiperda
El ciclo de S. frugiperda se muestra en sus diferentes etapas en la figura 4.

e Huevecillo: Son de forma esférica, de estriado radial, de color rosa pélido o

verde que se torna de un color grisaceo conforme se acerca el momento de
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eclosionar. En esta etapa las hembras depositan los huevos durante las
primeras horas de la noche en el haz y envés de las hojas en grupos cubiertos
por las segregaciones bucales y escamas para su proteccion (Luna-Lopez,
2013).

Larva: Posterior a la eclosion las larvas se alimentan del cogollo de la planta
y tienen gran preferencia por el maiz para luego trasladarse al resto de la
planta para evitar el canibalismo y competencia alimentaria (Sosa y Vitti-
Scarel, 2004). Esta etapa dura de 17 a 32 dias y pasan por 6 a 7 estadios,
desarrollandose paulatinamente en este periodo (SIAP, 2018). Presentan
una coloracion desde verde castafio a verde oliva, hasta casi negras a
medida que se desarrollan; en el maximo desarrollo alcanzan entre 35 a 40

mm de longitud (Luna-Lo6pez, 2013).

Pupa: Es la etapa de transicion entre el ultimo estadio larval y la fase adulta
de S. frugiperda, es un capullo color caoba denominado pupa, mide de 14 a
17 mm, terminando en dos espigas en forma de “U” invertida con ligeros
puntos en su zona abdominal (Fernandez, 2002). Esta etapa dura entre 8-13
dias y tienen estados de desarrollo en los cuales se aprecia cambio de color;
cuando esta préxima a emerger oscurece considerablemente (Luna-Lépez,
2013).

Edad adulta (polilla): Es la dltima etapa del ciclo de vida del cogollero, la
polilla vuela con facilidad durante la noche, siendo atraida por la luz. de
coloracion gris oscura, las hembras tienen alas traseras de color blancuzco,
mientras que los machos tienen arabescos o figuras irregulares llamativas en
las alas delanteras, y las traseras son blancas. En reposo doblan sus alas
sobre el cuerpo, formando un angulo agudo que permite la observacion de

una prominencia ubicada en el térax (Fernandez, 2002).
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Figura 4. Ciclo biolégico de Spodoptera frugiperda (Imagen tomada de Sierra-Ruiz
et al., 2022).

5.5 Control de plagas

Durante muchos afios hasta la actualidad las plagas de insectos han sido una gran
problematica para el desarrollo de muchos cultivos, ocasionando grandes pérdidas
econémicas y alimentarias para la agricultura, es por ello que desde el
descubrimiento de algunos compuestos insecticidas o0 bien plaguicidas se han
utilizado extensivamente en forma de aerosoles o spray en las zonas de siembra
para exterminar las plagas que afectan al producto ocasionado dafios tanto al suelo,
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como a los trabajadores que se encuentran diariamente en las zonas de siembra
ocasionando intoxicaciones por la exposicion a estos compuestos a largo plazo.
Uno de los primeros compuestos, el Diclorodifeniltricloroetano (DDT) fue sintetizado
por Zeidler en 1874, y sus propiedades insecticidas fueron descritas por Paul Miller
hacia 1939. El DDT se utilizé por primera vez durante la segunda Guerra Mundial
para proteger a los soldados estadounidenses contra enfermedades transmitidas
por vector y se comercializé en los EE.UU. en 1945 (Ramirez y Lacasafa, 2001).
La pujante industrializacion, los intereses econémicos de los grandes productores
de plaguicidas, asi como la necesidad de controlar quimicamente las plagas,

favoreci6 su fabricacion y consumo a escala mundial (OMS, 1993).

Por definicion un plaguicida es aquella sustancia o mezcla de ellas, destinada a
prevenir, destruir o controlar plagas, incluyendo los vectores de enfermedad
humana o animal; las especies no deseadas de plantas o animales que ocasionan
un dafio duradero u otras que interfieren con la produccion, procesamiento,
almacenamiento, transporte y comercializacion de alimentos; los articulos agricolas
de consumo, la madera y sus productos, el forraje para animales o los productos
gue pueden administrarseles para el control de insectos, aracnidos u otras plagas

corporales (Brigss y Carson, 1986).
5.5.1 Clasificacion de los plaguicidas.

Los plaguicidas se clasifican en funcion de algunas de sus caracteristicas
principales, como son la toxicidad aguda, la vida media, la estructura quimica y su

uso (Ramirez y Lacasafia, 2001).
Segun su toxicidad en base a la dosis letal 50 se clasifican en cuatro clases:

e Clase IA: insecticidas que son en extremo peligrosos como el Paration y el
Dieldrin.

e Clase IB: plaguicidas que son altamente peligrosos como Eldrin y Diclorvos.

e Clase IlI: plaguicidas que son moderadamente peligrosos como lo son DDT o el

Clorodano.

e Clase lll: plaguicidas que son ligeramente peligrosos como lo es el Malation.
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También se clasifican en base a la familia quimica a la que pertenecen ya sea
Organoclorados, organofosforados, carbamatos, Tiocarbamatos, Piretroides,
Derivados bipiridilos, derivados del acido Fenoxiacético, Derivados &acidos
cloronitrofendlicos, Derivados de triazinas, compuestos organicos del estafio,
compuestos inorganicos y por ultimo compuestos de origen botanico (Ramirez y

Lacasafa, 2001).

Segun su vida de efectividad media que son de dias hasta 12 semanas se considera
como plaguicida no persistente, de 1 a 18 meses se le denomina plaguicida
moderadamente persistente, de varios meses a 20 afios se considera como
plaguicida persistente y se considera plaguicida permanente cuando su duracion es
indefinida (Kester, 2001).

Otra manera de clasificar a los plaguicidas puede ser por su uso, Si es para
agricultura, salud puoblica, ganaderia y animales de cuidado domeéstico,
mantenimiento de areas verdes o bien reservas de agua, industria o en ultima

instancia para control de plagas en el hogar (Kester, 2001).
5.5.2 Toxico-cinéticay metabolismo de los plaguicidas.

Entre los insecticidas como el DDT, el Metoxiclor, el HCH/lindano se ha observado
gue su cinética se encuentra condicionada a sus niveles de alta liposolubilidad y a
la incapacidad de las vias metabdlicas de biotransformacién orgénica y excrecion,
por lo que se absorben facilmente por las vias dérmica, respiratoria y digestiva
ocasionando que haya una bio-acumulacién de estos compuestos y sus metabolitos
secundarios, ademas su intensa lipdfilia los hace afines a tejidos grasos como el
tejido adiposo u otras grasas neutras como lo es la glandula adrenal generando un
efecto estrogénico (Smith y Perfetti, 2019).

Existen dos tipos de rutas metabdlicas de los plaguicidas: las reacciones de primera
fase (oxidacidn, reduccion e hidrolisis), que generalmente son catalizadas por
enzimas hepaticas, y las de segunda fase, que son la conjugacion y la sintesis. Los

metabolitos resultantes de la primera fase son ligados a moléculas endégenas,
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sintetizandose componentes solubles en agua y facilmente eliminables por bilis y

orina, como los metabolitos hidrosolubles de los piretroides (Fait y Colosio, 1998).

Los procesos de biotransformacion varian dependiendo de la familia quimica a la
gue pertenecen como por ejemplo algunos derivados del clorobenceno como el DDT
se transforman en derivados toxicos liposolubles cuyos metabolitos son DDE, DDD
y DDA que son lipofilicos y propensos a acumulacion o bien dan lugar a acidos
hidrosolubles que se eliminan por la orina. En cambio, los derivados del lindano se
transforman en compuestos epoxidos, mas toxicos, antes de hidroxilarse como los

derivados del clorohexano.

Asi mismo los organoclorados actiian cambiando las propiedades electrofisioldgicas
y enziméticas de las membranas nerviosas ocasionando cambios en el flujo del
canal Na+/K+ enlenteciendo la re polarizacién; la mayoria de los compuestos
plaguicidas tienen un efecto en las membranas nerviosas ocasionando alteraciones
en la sinapsis, las terminales nerviosas (axones), en los canales Na/K, receptores
GABA o0 en enzimas ocasionando cambios hormonales y alteraciones inmunitarias
(Ferrer, 2003). Las dosis téxicas humanas son muy variables: DDT 5 g; metoxiclor
5 g; clordano 40 mg; aldrin > 15 mg; HCH 20 g. En disoluciones con disolventes
organicos que favorecen su absorcién pueden producirse accidentes graves con
cantidades inferiores de 1 g. Los signos de intoxicacion son expresion de

hiperactividad neurona. (Hayes, 1991).

El cuadro clinico que generalmente se presenta por intoxicaciones por plaguicidas
en un inicio se presenta parestesias, confusion, malestar, cefalea y fatiga. Se
acompafa de vomitos de probable origen en el sistema nervioso central, dolor
abdominal y diarrea. En intoxicaciones graves se producen convulsiones con
pérdida de conciencia que se pueden complicar en algunos casos con episodios de
hiper excitabilidad miocéardica y coma, produciéndose la muerte por paro
respiratorio, edema agudo de pulmén o fibrilacion ventricular. También puede

ocasionar Insuficiencia hepatica o renal (Murphy, 1986; Ferrer, 2003).
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5.5.3 Toxicidad de los insecticidas

Los insecticidas son moléculas sintéticas destinadas para matar, atraer, engafiar,
destruir o mitigar cualquier plaga. Los insecticidas que afectan a los cultivos, se
aplican principalmente en la agricultura para proteger los cultivos de insectos, malas
hierbas y enfermedades bacterianas o fungicas durante su produccion y
almacenamiento. También de ratas, ratones, insectos o diversos contaminantes
biolégicos. Sin embargo, estos pueden ser toxicos para el ser humano y la fauna
silvestre que suelen ser favorables para el cultivo (Bolognesi y Merlo, 2011).

Aunque los plaguicidas permiten mantener a salvo los cultivos de depredadores u
hospederos no deseables, también poseen un efecto adverso en la salud humana
y la fauna silvestre benéfica, ocasionando intoxicaciones agudas, sub-cronicas e

inclusive la muerte (Espinoza et al., 2003).

Se ha declarado que el uso y manejo incorrecto de los plaguicidas es peligroso para
el ser humano y puede manifestarse por intoxicaciones de grado variable y efectos
nocivos que pueden presentarse a mediano o largo plazo, tales como
carcinogénesis, teratogénesis, esterilidad, mutagénesis, entre otros (COFEPRIS,
2015).

Los sintomas de intoxicacion por organoclorados incluyen temblores musculares,
ataxia, estimulacion del sistema nervioso central, aumento de la frecuencia
respiratoria, ansiedad, posturas anormales, fasciculaciones, convulsiones tonicas y
clonicas, aumento de la temperatura, emesis y sialorrea. En caso de intoxicaciones
por piretroides la sintomatologia puede incluir: hiperexcitabilidad, hiperestesia,

convulsiones y pardlisis (Errecalde et al., 2013).

Las intoxicaciones agudas representan un problema de salud publica que generan
cuadros clinicos complejos: desde sintomas como hauseas, vision borrosa, mareos,
dafios en la piel, salivacion excesiva y calambres, hasta cansancio extremo. Sin
embargo, la exposicion cronica a los plaguicidas puede generar efectos a la salud
de mayor complejidad, como enfermedades de las vias respiratorias (tos croénica,

sibilancias, disnea u opresién en el pecho), diferentes tipos de cancer y dafios
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importantes a sistemas vitales como el respiratorio y el nervioso (Mamane et al.,
2015; Smith y Perfetti, 2019; Quinteros et al., 2019). La intoxicacion también
ocasiona cuadros de depresion, letargia, vomitos, diarrea, hipotension, bradicardia
e hipotermia, cuadro que puede evolucionar hasta la muerte del paciente (Errecalde
et al., 2013).

Los casos de intoxicaciones agudas por plaguicidas pueden ser el resultado de
diferentes factores. Por ejemplo: una regulacion insuficiente en el uso, manejo y
comercializacion de plaguicidas, débil aplicacion del marco regulatorio existente y
de los sistemas de vigilancia, falta de capacitacion en el uso de plaguicidas, no
utilizacién de equipo de proteccion personal o mantenimiento deficiente del mismo
y las grandes poblaciones que se dedican a la actividad agricola (Quinteros et al.,
2019).

Los insecticidas controlan los insectos interfiriendo en su sistema nervioso o
inhibiendo su muda. Por ejemplo, los inhibidores de la acetilcolinesterasa y los
agonistas de los canales de sodio actian sobre el sistema nervioso del insecto, asi
como los insecticidas neonicotinoides que actuan por su afinidad preferente por los

subtipos de receptores nicotinicos (Nauen et al., 2002).

Los neonicotinoides son una familia de insecticidas que actian en el sistema
nervioso central de los insectos y con menor toxicidad en mamiferos. El modo de
accion de los neonicotinoides es similar al de los insecticidas derivados de la
nicotina, que actla en el sistema nervioso central. Son agonistas (sustancias
capaces de unirse a un receptor celular y provocar una respuesta en la célula con
el fin de estimular una funcion) del receptor nicotinico de la acetilcolina. Actdan por
despolarizacién de la membrana de la célula post-singptica debido a la entrada de
iones sodio y calcio. Activan el receptor nicotinico de la acetilcolina, pero lo hacen
de manera persistente, ya que no son sensibles a la accion degradativa de la

acetilcolinesterasa (Sanchez, 2003).

En insectos, los neonicotinoides causan convulsiones, hiperexcitacion y paralisis
gue llevan a la muerte, frecuentemente en pocas horas. De este grupo son los

insecticidas imidacloprid y tiametoxam, que segun la clasificacion de los modos de
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accion de IRAC pertenece al grupo 4A agonistas del receptor nicotinico de la
acetilcolina (Nauen et al., 2002; Sanchez, 2003).

El imidacloprid es un insecticida sistémico y residual con actividad por contacto e
ingestion, es absorbido por via radicular y foliar (Nauen et al., 2002). Los insectos
tratados muestran inmediatamente los sintomas del envenenamiento con excitacion
y paralisis, ademas muestran actividad antialimentaria en los insectos, evitando
inmediatamente la transmision de virus y controla el dafio producido por los insectos
(Nauen et al., 2002).

5.5.4 Resistencia alos insecticidas

A lo largo de los afios los insectos plaga han desarrollado una resistencia a los
insecticidas volviéndose uno de los problemas mas importantes que enfrenta la
produccién agricola a nivel mundial, tanto asi que las Naciones Unidas en 1989,
consideré la resistencia a los plaguicidas, entre los cuatro problemas de mayor
importancia para el medio ambiente, por lo que dispuso una cantidad importante de

recursos orientados a la solucion de este problema (Vargas et al., 2008).

La recurrencia de la aparicion de insectos plaga a causa del aumento de
monocultivos agricolas, ocasionando un aumento en los ciclos de fumigacion, lo que
al paso del tiempo el uso excesivo de plaguicidas ha provocado la resistencia a los
agentes de fumigacioén, implicando pérdidas de toneladas de cultivos a nivel mundial
(Carbajal et al., 2019).

Para tener en claro el concepto de resistencia se define como la reduccion en la
susceptibilidad de una poblacién y se evidencia mediante repetidas fallas en la
efectividad de un producto, disminuyendo las expectativas de control al ser usado a
la dosis recomendada para la plaga y donde las fallas por almacenamiento del
producto, aplicacion y factores climaticos poco frecuentes pueden ser eliminados
(Vargas et al., 2008).

Entre los principales insectos resistentes a los plaguicidas se encuentra el gusano
cogollero, la mosca de la fruta, el picudo algodonero, la arafia roja, la mosca blanca

y el pulgon, siendo las principales plagas que atacan los cultivos en México (Nava-
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Pérez et al., 2012; Alatorre-Rosas et al., 2014). Se ha mencionado que la resistencia
a los plaguicidas esta relacionada con la co-evolucion de las especies, indicando
gue existe una capacidad intrinseca en las especies para adaptarse a los factores

de seleccidén promotores de resistencia (Vargas et al., 2008).

Como todo proceso evolutivo de seleccidn, la resistencia requiere de cuatro
componentes para expresarse: Primero, la poblacion debe exhibir variacion de
respuesta al factor de seleccion, esta variacion puede ocurrir como resultado de
mutaciones, flujo genético o recombinacion sexual. Segundo, una proporcion de la
poblacién debe morir por causa de la susceptibilidad. Tercero, los sobrevivientes
deben adaptarse al factor de seleccion natural. Cuarto, debe ocurrir la reproduccién
de los sobrevivientes, para permitir el paso de este factor genético a las proximas
generaciones y aumentar la frecuencia del gen portador de la resistencia en las

siguientes generaciones (Vargas et al., 2008) (Figura 5).

La resistencia puede deberse a dos mecanismos principales: la sobreexpresion de
enzimas degradativas y/o la insensibilidad en el sitio de accion (Figura 6) (Alvarez
et al., 2015). Destacandose los mecanismos asociados a esterasas, glutation S-
transferasas y oxidasas de funcion mdltiple. Por otro lado, mutaciones asociadas a
la insensibilidad del sitio blanco de los insecticidas como resultado de la
modificacién estructural o mutacién puntual de genes que codifican proteinas diana
gue interactian con insecticidas, ha ido evolucionando a durante los ultimos afios,
especificamente las mutaciones V410L, V1016 y F1534C (Lopez-Monroy et al.,
2018; Saavedra-Rodriguez et al., 2018; Villanueva-Segura et al., 2020).
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Figura 5. Factores que afectan la seleccion de la resistencia a los insecticidas en
las poblaciones de insectos (Modificado de Dusfour et al., 2019).

La resistencia a los insecticidas puede ser por resistencia cruzada, es decir,
sucede cuando un mecanismo de resistencia, ademas de permitir pérdida de
susceptibilidad de un insecto a un plaguicida, confiere resistencia contra plaguicidas
con el mismo modo de accion (Vargas et al., 2008). También, puede desarrollarse
resistencia maualtiple, utilizando este término cuando dos mecanismos de
resistencia 0 mas estan operando en el mismo insecto (Bisset, 2002), es la

proteccion contra varios insecticidas no relacionados debido a la coexistencia de
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diferentes mecanismos de resistencia seleccionados de manera independiente
(Silva et al., 2004).

Existen diferentes mecanismos en que las plagas pueden llegar a ser resistente a

los plaguicidas:

Resistencia de comportamiento: Consiste en la pérdida de susceptibilidad por
cambio en el comportamiento del insecto frente a los repetitivos programas de
control. Esta habilidad puede producirse mediante repelencia o irritancia con la zona

tratada con plaguicida (Fernandez-Garcia, 2013; Whelan, y Cunningham, 2020).

Resistencia a la penetracion: Consiste en una baja absorcion del plaguicida
debido a la modificacién en la cuticula o en el tracto digestivo del insecto. Esta
reduccion en la penetracion del insecticida se traduce en una menor absorcion de
la toxina en el cuerpo del insecto comparado con las poblaciones susceptibles
(Vargas et al., 2008; Whelan, y Cunningham, 2020). Recientemente se identificaron
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) asociados con cada fenotipo e
identificaron genes que probablemente estén asociados con los mecanismos de
resistencia a los piretroides en una colonia de A. aegypti de Tapachula, México,
incluida la desintoxicacion, la cuticula y los sitios blanco del insecticida (Figura 6)

(Saavedra-Rodriguez et al., 2021).

Resistencia metabdlica. Los insectos tienen enzimas que degradan cualquier
toxico al que son expuestos, metabolizando los insecticidas a productos no téxicos,
mas hidrofilos, y facilmente excretables. Esta resistencia corresponde al mecanismo
tipico expresado por los insectos, rompiendo la estructura de los plaguicidas
mediante el sistema enzimatico pudiendo degradar un amplio espectro de
plaguicidas (Vargas et al., 2008; Fernandez-Garcia, 2013).
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Figura 6. Mecanismos de resistencia asociados a piretroides. La molécula
representada es deltametrina (modificado de Nkya et al., 2013).

Existen tres sistemas enziméticos de detoxificacion que metabolizan la materia

activa del insecticida de diversos modos: hidrolisis (esterasas), oxidaciones (P450

monooxigenasas) y conjugaciones (glutation S-transferasas).

Esterasas: constituyen una gran familia de enzimas que son responsables
del metabolismo lipidico y de la detoxificacion de xenobidticos, entre otras
funciones, estan implicadas en resistencia a organofosforados, carbamatos
y piretroides debido a que son ésteres y pueden ser hidrolizados por
esterasas de las que se diferencia carboxiestearasas o fosforotriestearasas
segun su tipo de hidrdlisis (Fernandez, 2013; Bisset, 2002).

P450 monooxigenasas: El citocromo P-450 interviene fundamentalmente
en reacciones de oxidacion, también es capaz de catalizar reducciones,
hidrataciones o hidrodlisis (Feyereisen, 2005). Salvo contadas excepciones, el
P-450 requiere oxigeno molecular y NADPH para oxidar el substrato. Se trata
de reacciones de monooxigenacion en las que solo uno de los atomos de
oxigeno es incorporado en la molécula del substrato, mientras que el otro es

reducido hasta agua (Feyereisen, 2005). Las P450 poseen una gran variedad
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de actividades enzimaticas (oxidasa, reductasa, isbmeras, etc.), y son el
producto de la traduccion de los genes CYP (Feyereisen, 2011). Este grupo
de enzimas presenta un pico de absorcion a una longitud de onda de 450
nm, caracteristica que da nombre a esta familia proteica (Omura y Sato,
1964). Las P450 estan implicadas en la resistencia frente a los principales
grupos de insecticidas, tales como organofosforados, piretroides, etc.
(Fernandez, 2013).

e Glutation S-transferasas: conforman una familia de enzimas implicadas en
la detoxificacion de multitud de xenobidticos. Estas enzimas catalizan la
union de una molécula de glutatibn al insecticida, dando lugar a un
compuesto hidrosoluble que se excreta mas facilmente. Se clasifican de
acuerdo con la reaccién que catalizan como alquil, aril y epoxitransferasas
(Terriere, 1984).

Resistencia por insensibilidad en el punto de accion. Corresponde al segundo
mecanismo mas comun de resistencia y esta referida al cambio en la estructura del
sitio o al numero de sitios donde el plaguicida causa toxicidad sobre el insecto
(Fernandez, 2013)

Generalmente, los insecticidas actian en un sitio especifico del insecto,
habitualmente en el sistema nervioso del insecto (piretroides, organofosforados y
carbamatos). El sitio de accion puede ser modificado por razas resistentes
impidiendo la accion del insecticida. Como resultado, el insecto no sera controlado
mediante la aplicacion de un plaguicida o sélo se afectaran los insectos mas

susceptibles (Garcia, 2013).

Existen tres puntos principales de la accion de los insecticidas que son afectados
por este mecanismo, en la mayoria de los casos el mecanismo involucra una
sustitucion de un simple aminoacido del sitio activo: la AchE (el blanco para los
organofosforados y carbamatos) y los canales de Na+ de la membrana de las
células nerviosas (para algunos organoclorados y piretroides) y los receptores
GABA (para los ciclodienos) (Fernandez, 2013).
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La gran capacidad intrinseca de los insectos por desarrollar resistencia a los
plaguicidas ha despertado la necesidad de indagar en la basqueda de alternativas
gue puedan servir como moduladores de resistencia o bien como uso alternativo al

uso de estos compuestos toxicos.
5.6 Alternativas para el control de plagas

El uso de insecticidas quimicos es la estrategia que se utiliza con mas frecuencia
para el control de insectos plagas, aunque represente un peligro para los humanos
y el ambiente, esto ha ocasionado la necesidad de buscar alternativas para sustituir
o bien disminuir el uso de plaguicidas causales de multiples afecciones a la salud
directa como indirectamente en el consumo del producto con restos de los
compuestos utilizados (Wilson y Tisdell, 2001). El uso continuo de los mismos ha
causado un dafio severo en el ambiente, en la salud humana y reducido la
sustentabilidad de la agricultura. La faunay flora se han visto gravemente afectadas,
causando reduccion de predadores benéficos para los ecosistemas productivos y
ocasionando el aumento y rapida proliferacion de numerosas plagas (Wilson y
Tisdell, 2001).

A pesar de los impactos negativos que ocasionan, el uso de insecticidas quimicos
va sigue aumentando es necesario buscar alternativas menos dafiinas y redituables
para el cultivo y el ambiente, entre las alternativas mas exitosas destaca
principalmente el uso de agentes de control biolégico para plagas de insectos, estos
procedimientos consisten en introducir en el seno de las poblaciones de los mismos,
factores naturales de regulacibn como predadores, pardsitos, microorganismos

patdgenos, entre otros (Vega et al., 2009).

A) Tipos de control biol6égico de plagas
Plaguicidas botanicos: Son derivados de algunas partes o ingredientes activos de
las plantas, son eficaces, de menor costo, biodegradables y mas seguros en
comparacion con sus equivalentes sintéticos (Leng et al., 2011). Estos plaguicidas
afectan a las poblaciones de insectos disminuyendo su supervivencia debido a los
metabolitos secundarios constituyentes como saponinas, taninos, alcaloides,

diterpenos y triterpenoides, entre otros, los cuales presentan alta actividad
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insecticida, variable toxicidad, ocasionando, mayor mortalidad e inhibicion del
crecimiento, asi como de la supresion de comportamiento reproductivo y reduccion

de la fertilidad y la fecundidad de los insectos (Jannet et al., 2001).

Existen muchas estructuras de metabolitos secundarios vegetales, entre los cuales

destacan:

% Terpenos. Son los principales componentes de los aceites esenciales,
provocan repelencia, inapetencia y evitan la ovoposicion en insectos (Nava-
Pérez et al., 2012).

% Fenoles. Son compuestos hidroxilados que pueden actuar como anti-
alimentarios y son téxicos para neméatodos, acaros e insectos (Nava-Pérez
et al., 2012).

% Alcaloides. Son el grupo con mayor diversidad en cuanto a metabolitos
secundarios, tiene una gran variedad de efectos toxicos para vertebrados e
invertebrados (Nava-Pérez et al., 2012).

% Glicésidos cianogénicos. Liberan cianuro cuando se hidrolizan, por lo que
son toxicos y repelentes (Nava-Pérez et al., 2012).

% Compuestos azufrados. Los mas importantes son los tiofenos, los cuales
tiene accion insecticida y nematicida (Nava-Pérez et al., 2012).

% Flavonoides. Proporcionan color a las plantas y flores. ActiGan como

inhibidores enzimaticos y tienen actividad repelente en insectos (Nava-Pérez

et al., 2012).

Plaguicidas bacterianos: En la actualidad se han desarrollado el uso de bacterias
patégenas aisladas para el control biolégico de insectos (Demir et al., 2012) el cual
consiste en implementar las bacterias en el alimento contaminado que estos
consumen; estas bacterias se multiplican en el aparato digestivo de los insectos,
produciendo algunas enzimas y toxinas, las cuales dafian las células del intestino
medio y facilitan la invasion del hemocele del insecto, donde se multiplican y matan
al hospedero por septicemia, por la accion de toxinas o por ambos (Van Driesche et
al., 2007).
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Mico-insecticidas: Se refiere a la implementaciéon de productos formulados con
hongos entomopatdégenos que constituyen una pequefia parte de los bio-
insecticidas que se encuentran asociados con insectos que viven en diversos
hébitats, como el agua, suelo y partes aéreas; por su forma caracteristica de
infeccion, son los microorganismos mas importantes que infectan insectos
chupadores como afidos, mosquita blanca, escamas, chicharritas y chinches (Nava-
Pérez et al., 2012). Estos hongos invaden la hemolinfa, por lo que la muerte del
insecto se debe a una combinacion de dafios mecanicos producidos por el
crecimiento del hongo, desnutricion y por la accion de los metabolitos secundarios
o toxinas del hongo (Chul et al., 1999).

Insectos parasitoides y depredadores: Consiste en utilizar insectos benéficos que
son enemigos naturales de los insectos plaga para la regulacién de sus poblaciones
(Rodriguez-del-Bosque y Arredondo-Bernal, 2007). Los parasitoides son insectos
gue se desarrollan, ya sea dentro o fuera de su hospedero hasta causar la muerte
(Villegas-Mendoza et al., 2015). Los depredadores son individuos que se alimentan
de insectos plaga (Barrera, 2007); ademas, se reporta que 24% son depredadores

utilizados en el control biolégico (Bernal, 2007).

B) Tipos de control quimico de plagas
El control quimico se refiere a la aplicacién de productos insecticidas tales como
permetrina, ciflutrin, cipermetrina, clorpirifos, carbofuran y deltametrina (Batista,
2013). El uso de compuestos insecticidas se engloba en los principales grupos,
generalmente en organofosforados, piretroides, carbamatos y azadiractina
(COFEPRIS, 2020) y se caracterizan por los siguientes:

Carbamatos: Son inhibidores de la acetilcolinesterasa (AchE). Los insecticidas
carbamatos son ésteres del acido carbamico que neutralizan la acetilcolinoesterasa,
enzima encargada de destruir la acetilcolina que es un neurotransmisor que asegura
la comunicacién entre dos neuronas. Al no destruir la acetilcolina, se acumula en
las sinapsis neuronales impidiendo la transmision de mensajes nerviosos lo que

acarrea la muerte del insecto. Por ejemplo, el metomilo, es un insecticida con
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actividad por via sistémica y contacto, el cual se caracteriza por su efecto de choque

y buena absorcion foliar (Fernandez-Garcia, 2013; Sanchez, 2003).

Piretroides: Son sustancias quimicas que se obtienen por sintesis y poseen una
estructura muy parecida a las piretrinas. Son un grupo de plaguicidas artificiales
desarrollados para controlar preponderantemente las poblaciones de insectos
plaga. Actian a nivel del sistema nervioso, generando una alteracion de la
transmision del impulso nervioso, por medio de una modificacion en el canal del

sodio de la membrana de la célula nerviosa (Garcia, 2013).

Los piretroides se clasifican en dos tipos, los del tipo I: Son carentes de grupo alfa
ciano en su molécula (aletrina, permetrina, tetrametrina, cismetrina, etc.) y
piretroides de tipo Il: poseen el grupo alfa ciano en su molécula (cipermetrina,
deltametrina, fenvalerato, fenpropanato, etc.). Los compuestos de tipo | inducen
picos multiples de descargas en los nervios sensoriales, en los nervios motores y
en las interneuronas dentro del sistema nervioso central, provocando convulsiones.
Los compuestos de tipo Il despolarizan el potencial de las membranas de los
axones, esto reduce la amplitud del potencial de accién y lleva a la pérdida de
excitabilidad eléctrica, provocando descoordinacion. Estos efectos ocurren porque
los piretroides prolongan la corriente que fluye por los canales de sodio al hacer mas
lento o al impedir el cierre de los canales (Sanchez, 2003; Fernandez-Garcia, 2013;
Garcia, 2013).

Azadiractina: Insecticida botanico regulador del crecimiento que impide la muda
por lo que los insectos mueren. Es extraido del arbol del Neem y actia por contacto
0 por ingestién, interfiriendo con el sistema neuroendocrino que controla la sintesis
de la ecdisona, responsable del proceso de la muda, de la hormona juvenil e
inhibicién de la liberacién de ecdisona (Sanchez, 2003).

5.7 Busqueda de nuevos compuestos con actividad insecticida.

Como bien se conoce en la literatura gracias a una gran cantidad de investigaciones,

las plantas son una importante fuente de metabolitos secundarios que funcionan
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como compuestos que proporcionan defensa contra una gran variedad de plagas
de caréacter herbivoro como insectos, microorganismos patdogenos o bien plantas
gue buscan competencia con otras plantas, por ende, son de gran importancia para
la reproduccion de la planta o bien como alternativas para su supervivencia (Guifio,
2003).

De entre las principales caracteristicas en la composicion de las plantas existen
sustancias bio-activas que alteran la estructura celular con caracteristicas
deseables: biodegradables y de poca o nula toxicidad en mamiferos (Cordeau et al.,
2016; Morra et al., 2018; Gonzélez, 2019). Estos metabolitos activos se extraen de
las partes de las plantas, es decir, de la raiz, hojas, tallos, semillas y flores que la
constituyen los cuales poseen diversos efectos, ya sea bio-herbicidas, antifungicos,
alelopéticos, plaguicida, entre otros, lo que despierta un gran interés en la
agricultura moderna para adoptar nuevas alternativas para el control bioldgico de

plagas que afectan su produccion (Diaz-Mota et al., 2017).

Una caracteristica principal de las plantas es su capacidad para sintetizar y
almacenar una gran diversidad de moléculas quimicas conocidas como metabolitos
secundarios o productos naturales (Bhalla et al., 2005). Algunos metabolitos poseen
una implicacion ecolégica como defensa contra herbivoros, virus, hongos, bacterias
y como sustancias alelopéaticas (Bourgaud et al., 2001). Entre los numerosos
compuestos quimicos de las plantas, la mayoria se puede agrupar en categorias
quimicas principales, incluidos los compuestos de nitrdgeno (principalmente

alcaloides), terpenoides y fenoles (Bekele, 2018).

Los alcaloides, terpenos y fenoles presentes en las plantas tienen una mayor
relevancia agricola porque pueden ser una alternativa para el control de plagas y
enfermedades de cultivos de caracter comercial puesto que al ser de origen
biolégico suelen ser biodegradables, ademas de manifestar un menor impacto
negativo o dafio a la salud u al medio ambiente (Ducrot, 2005; Millan, 2008). La
necesidad de utilizar extractos metabolicos de plantas se deriva a partir de la
problematica tanto ambiental como a la salud humana que ocasiona el uso de

plaguicidas quimicos convencionales, problematicas que abarcan desde el
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desarrollo de resistencia en la plaga a controlar, generacion de otras plagas
secundarias o la exterminacion de fauna benéfica para el cultivo (Ducrot, 2005;

Millan, 2008). En la tabla 1 se muestran diversas plantas con potencial insecticida
ya sea por la efectividad del extracto o metabolito especifico.
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Figura 7. Estructuras quimicas de los metabolitos secundarios de las plantas que
poseen actividad insecticida (tomado de Gonzéalez, 2019).
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5.8 Plantas malezas con potencial biocidas

Dentro de la gran diversidad de plantas existe un grupo denominado como “plantas
malezas”, se definen como aquellas plantas silvestres que interfieren directa o
indirectamente con el cultivo, que causan disminuciones en los rendimientos
obtenidos por los sistemas agricolas (Salazar e Hincapié, 2013). La denominacion
de malas hierbas deriva del hecho que son organismos no deseados previamente
condenados a ser perseguidos en la constante competencia natural por espacio y
recursos (Moreno y Racelis, 2015).

Estas plantas histéricamente son acusadas de ser medios de cultivo para
enfermedades, servir de proteccion y sustento de insectos, ademas de convertirse
en un obstaculo fisico para la realizacion de labores dentro del area de cultivo.
Convivir con ellas les dara la oportunidad de demostrar que pueden ser utilizadas
como barreras protectoras, cultivos trampas, atrayentes naturales (Moreno y
Racelis, 2015).

La investigacion cientifica de las plantas maleza en la actualidad ha brindado
resultados que invitan a eliminar el término “maleza” en la conceptualizacion
moderna de estas (Guzman y Martinez-Ovalle, 2019). Diversos estudios han
mostrado que extractos acuosos de hojas de las malezas Achyranthes aspera,
Solanum xanthocarpum, Amaranthus spinosus, Ranunculus pensylvanicus, Cassia
tora y Oxalis stricta demostraron efectividad en la mortalidad los nematodos

Meloidogyne incognita (Asif et al., 2017).

Por tanto de las plantas con potencial biocida se ha reportado el uso de la
gobernadora (Larrea tridentata), un arbusto perenne de los desiertos que por medio
de sus hojas segrega una resina espesa compuesta en su mayoria por lignanos,
fenoles y flavonoides cuyos metabolitos secundarios poseen defensas bioquimicas
que repelen a herbivoros, hongos y microorganismos lo que lo hace inmune a gran
cantidad de plagas ademas de poseer un efecto antiviral, lo que la hace una
tentadora opcién de control bioldégico alternativa por sus efectos bactericida,

nemacida y fungicida (Saldivar, 2003).
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Tabla 1. Ejemplos de plantas, extractos o metabolitos que poseen actividad
insecticida sobre ciertas especies de insectos.

- 8-hidroxiguinolina

PLANTA CON EXTRACTO O
ACTIVIDAD METABOLITO
INSECTO REFERENCIA
INSECTICIDA
Acaciella Extracto hexanico Spodoptera Vanegas, 2019.
angustissima frugiperda
- Anabasina Spodoptera spp Ayil-Gutiérrez et al.,
2018.
Azadirachta indica - Azadiractina
Baccharis Extracto etanolico: Palacios et al.,
salicifolia . . 2018; Nava-Pérez
- Flavonoides Anastrepha obliqua
) etal., 2012
(Jara amarilla)
- Fenoles
-Nezara viridula, Castiglioni et al.,
. . 2002; Nava-Pérez
Canavalia - Aminoacidos -Dysdercus
. . . et al., 2012.
ensiformis L peruvianus
- Antocianidinas
. -Rhodnius prolixus
- Poliurénidos
Citrullus - 2-metilquinolina Sitophilus zeamais | Ahmed et al., 2020.
colocynthis

Datura metel

Extracto etil acetato
(fitol y timol)

Callosobruchus
maculatus

Adesina, 2022.

Heterotheca

inuloides

(Arnica mexicana).

Sesquiterpenoides:
- Cadinano
-Triterpenos
- Fitoesteroles

- Flavonoides

-Acaro Varroa

jacobsoni
-Spodoptera litura

-Pseudoplusia

includens

Egas et al., 2018.
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Melinis minutiflora Extracto hexanico Stomoxys calcitrans Tobobn, 2011.
Parthenium - Alcaloides - Spodoptera
frugiperda o
hysterophorus - Terpenos ap Celio-Lopez, 2021.
(escoba amarga) -Aedes aegypti L
-Tiofenos
Tagetes erecta - Fenoles. Tribolium Nikkon et al., 2009;
: castaneum Nava-Pérez et al.,
(flor de muerto) - Flavonoides.
2012.
- Cumarinas.

Aceite esencial:

Tagetes filifolia - Anetol. Pagiocerus frontalis | Torres et al., 2021.
- Estragol.
Tagetes minuta - B-ocimeno. Callosobruchus Nenaah et al.,
(chinchilla) maculatus 2015.
- Tagetenona.
Extracto metandlico: | - Ootheca mutabilis.
Tithonia -Tagitinina A. ) Eplc_:auta Mkenda et al.,
albovittata.
diversifolia. e 2015.
-Tagitinina C.
-11,13-
dihidrovernodalina. -
Vernonia Ootheca Mkenda et al.,
bennigseni
amigdalina. -Vernodalina. 2015.
- Epicauta
-vernoniosida C. limbatipennis

Algunos extractos elaborados a partir de cuatro especies de malas hierbas

abundantes en el norte de Tanzania, Tithonia diversifolia, Tephrosia vogelii,
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Vernonia amygdalina y Lippia javanica, ofrecieron un control eficaz de especies de
plagas clave en plantas de judia comun (Phaseolus vulgaris) mostrando efectividad
en el control de los pulgones (Aphis fabae), el escarabajo de la judia (Ootheca
mutabilis y O. bennigseni) y el escarabajo de las flores (Epicauta albovittata y E.
limbatipennis), por la presencia de compuestos insecticidas como lactonas
sesquiterpénicas, alcanfor y la saponina vernoniosida C, entre otros componentes

gue han reportado actividad insecticida (Mkenda et al., 2015).

En el presente trabajo utilizaremos tres plantas consideradas como maleza, Melinis
repens, Tagetes lucida, Chloris gayana, debido a las caracteristicas de las plantas
pertenecientes a cada género se les busca dar un uso sustentable para la
produccioén agricola, en sospecha de que alguno de los metabolitos secundarios
posea un efecto insecticida o bien modulador de resistencia a Spodoptera

frugiperda. A continuacioén, se describen las plantas utilizadas en el presente trabajo.

5.9 Tagetes lucida Cav.

La seleccidén de las especies vegetales a utilizar contra las plagas fitopatégenas
depende de la diversidad y naturaleza de los metabolitos presentes en la planta o
familia a estudiar. Diversos investigadores han realizado estudios acerca del efecto
de las especies de Tagetes sobre fitopatbgenos debido a la presencia de
metabolismos secundarios con propiedades biocidas, entre ellos, compuestos
derivados de tiofeno, terpenos, flavonoides, alcaloides, etc. (Thembo et al., 2010;
Xu et al., 2012). En el género Tagetes existen aproximadamente 55 especies entre
las que se destaca a Tagetes lucida Cav., la cual es una planta aromatica nativa de
México y Guatemala, se conoce comunmente como pericon, hierba de anis, hierba
de Santa Maria o en EUA como caléndula de menta mexicana. Es una planta erecta
de hasta 80 cm de alto con varios tallos que nacen de la base, hojas simples de 2 a
10 cm de largo, cabezuelas en corimbos de 3 o 4 flores amarillas (Figura 8)
(CONABIOS, 2017).
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Tagetes lucida se considera como una hierba de maleza comidn que se utiliza
medicinalmente para el tratamiento de la ansiedad por via oral en infusiones o en
extractos hidroalcohdlicos (CONABIOS, 2017), en México se usa medicinalmente
como infusién, también como insecticida y como planta ornamental. La infusion se
usa como tonico, como remedio para la tos, dolores de cabeza, fiebres, célicos,
dolor abdominal, dolencias gastrointestinales, dolor de cuerpo, y para acelerar el
parto (Bye, 1986). En Guatemala los extractos de esta planta se utilizan para dolores
de estdbmago, gastritis, dolores y se venden en forma de infusion, tintura y elixir
(Ciccio, 2004).

En T. lucida se han identificado 30 componentes de los cuales el mayor componente
fue el metil-chavicol y del aceite de la flor, dos bitienilos fueron detectados como
componentes menores (Ciccio, 2004). Dentro de los metabolitos secundarios
constituyentes del aceite esencial T. lucida se identificaron 16 monoterpenos y
fenilpropanoides: B-pineno, B-felandreno, B-z-ocimeno, [(-e-ocimeno, linalol,
estragol, geraniol, a-copaeno, metil eugenol, cariofileno, humuleno, germacreno d,
biciclo germacreno, a-farneseno, &-cadineno, ¢-nerolidol (Torres-Martinez et al.,
2022).

Un analisis de un extracto cloroformo/metanol de T. lucida se identific6 siete
cumarinas y tres flavonoides los cuales fueron: 8-dihidroxicumarina, umbeliferona,
escoparona, esculetina, 6-hidroxi-7-metoxicumarina, herniarina, escopoletina,

patuletina, quercetina y quercetagetina (Céspedes et al., 2006)

Algunos estudios farmacoldgicos de las flores de T. lucida han reportado que
poseen efectos antibacterianos, insecticidas, citotoxicos, efectos antioxidantes y
antidepresivos (Guadarrama-Cruz et al., 2012). Diversos estudios acerca de las
actividades que posee T. lucida en extractos acuosos de las partes de la planta
demostraron que poseen actividad antibacterial, antimicrobiana, antioxidante,

nematicida (Omer et al., 2015).

Investigaciones realizadas han demostrado que T. lucida posee actividad
antimicrobiana y antibacteriana, ademas de fungir como modulador de resistencia

a antibiéticos de bacterias patdgenas como Staphylococcus aureus y Pseudomonas
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aeruginosa, por la presencia de cuatro metabolitos secundarios presentes en un
aceite esencial de la planta, tales componentes son metil eugenol, estragol, linalol

y geraniol (Torres-Martinez et al., 2022).

La investigacion del extracto etil estérico de T. lucida mostro actividad antibacterial
sobre Shigella boydii, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Sarcina lutea (Hernandez et al., 2006),
los extractos de metanol-cloroformo y los extractos de acetato de etilo de T. lucida
tenian una pronunciada actividad antifungica (Damian-Badillo et al., 2008).

Dentro de los efectos que posee la planta presenta la capacidad antioxidante debido
a la presencia de un gran numero de carotenoides: luteina, zeaxantina,
anteraxantina y neoxantina, que fueron estudiados en un extracto acetonico de
linula y callo de T. lucida (Rocha, 2003). La presencia de algunas cumarinas que
fueron evaluadas mostré que la actividad fungicida de las 6,7dimetoxi-4-
metilcumarina y escoparona (6,7-dimetoxicumarina), tuvieron mayor potencial
fungicida, seguido de la herniarina (7-metoxicumarina) con una potencia
significativamente menor frente a R. solani, F. sporotrichum, F. monoliforme, A.

niger y T. mentagrophytes (Céspedes et al., 2006).

Figura 8. Planta de Tagetes lucida en etapa de floracion (Imagen tomada de White-
Olascoaga et al., 2018).
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5.10 Melinis repens Willd.

El pasto rosado Melinis repens es una graminea originaria de Africa que se
considera como una especie invasora de diversos ecosistemas y en México es de
las especies que se encuentran reportadas en todos los espacios (Melgoza et al.,
2014). Es un pasto anual o plurianual el cual puede llegar a medir hasta 1 m de
altura, cespitosa, cafias ascendentes, enraizante en los nudos inferiores; hojas
lineales, planas, nudos y vainas con pubescencia, ligula ciliada, lamina glabra o algo
pilosa de 6 a 20 cm de longitud por menos de 1 cm de anchura (Davalos, 2017)
posee una inflorescencia al principio rosada luego se torna ligeramente plateada (a
la madurez), la espiguilla esta cubierta por largos pelos sedosos (Figura 9). Florece
desde la primavera hasta el otofio es muy comdn e invasora en suelos altos,
arenosos y rojos (Déavalos, 2017). Se ha estudiado que esta dominancia que le
permite desarrollarse con facilidad podria estar relacionada a la presencia de
metabolitos secundarios que poseen efecto alelopatico, es decir, que inhibe el
crecimiento de otras especies (Novoa et al., 2012); por lo que inhibe la germinacion,
crecimiento o reproduccion de otras plantas, asi también indirectamente afecta a

microorganismos e insectos que habitan en el suelo (Callaway y Ridenour, 2004).

Figura 9. Planta del pasto rosado Melinis repens. A) matorral y B) flores color
rosaceas caracteristicas de la planta (Modificado de Bingham et al., 2022).
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5.11 Chloris gayana Kunth.

El género Chloris pertenece a la familia Poaceae, subfamilia Chloridoideae, y esta
conformado por unas 40 especies, ampliamente distribuidas en regiones tropicales
y subtropicales. ElI género es poco conocido y sus especies se utilizan
principalmente como forraje y se caracterizan por ser conocidas como hierbas malas
o plantas maleza, sin embargo también poseen usos positivos tales como usos
alimentarios, medicinales, para evitar la erosion, forrajeras, apicolas, pioneras y
fijadoras de nitrdgeno, etc., entre las especies pertenecientes a este género se
encuentran: Chloris pycnothrix, Chloris grandiflora, Chloris barbata, Chloris

polydactyla y principalmente Chloris gayana (Schneider, 2007; Maciel et al., 2013).

La hierba pata de gallo Chloris gayana es una Herbacea perenne, cespitosa, con
estolones de 1 m de longitud, cafia comprimida, robusta de hasta 1,2 m de altura;
nudos oscuros. Hojas lineales largas, zona ligular ciliada, lamina con duplicada

hasta de 40 cm de largo, aspera al tacto (Figura 10) (Davalos, 2017).

Figura 10. Planta de Chloris gayana. A) Espiguillas unilaterales de la planta y B)
matorral de C. gayana en un entorno silvestre (Imagen modificada de Batista, 2015).

Sus nombres populares varian de una regién a otra y suele llamarse de diversas
maneras tales como: hierba pata de gallina, hierba de Rodas, hierba cebolla, hierba
fina, hierba azul, entre otros (Schneider, 2007). Son cafias floriferas delgadas, con
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9 a 24 espigas agrupadas en racimos en el apice, rectas o algo flexuosas, de 5a 12
cm de longitud, color pajizo-violaceo (Figura 10B). Las espiguillas se disponen
unilateralmente a lo largo del raquis (Figura 10A). Glumas persistentes, antecios
con el borde del lema fértil con cilios blancos. Es buena forrajera e invasora muy
frecuente (Davalos, 2017). Chloris gayana es una planta con potencial de aplicacion
terapéutica, debido a la presencia de importantes clases de metabolitos secundarios
identificados en un extracto bruto etandlico, como alcaloides, triterpenos,

esteroides, flavonoides y taninos (Oliveira, 2014).
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6. JUSTIFICACION

Historicamente el manejo de plagas agricolas se ha llevado a cabo con productos
sintéticos como organofosforados y organoclorados, que en un principio ofrecian
buenos resultados, ya que eliminaban de manera eficaz a los insectos plaga. Sin
embargo, con el paso del tiempo, representaron graves problemas de
contaminacion de aguas, suelos y alto grado de toxicidad para los mamiferos,
incluyendo humanos. Aunado a esto, los insectos comenzaron a crear resistencia y

la eficacia de dichos productos se ha visto disminuida.

Una alternativa al uso de compuestos sintéticos es la busqueda y aplicacién de
insecticidas de origen natural o bio-plaguicidas, para la proteccion de plantas y
semillas. Este grupo importante de compuestos de origen natural, la mayoria de las
veces resultan mas seguros para los humanos y para el medio ambiente que los
plaguicidas sintéticos, con un minimo efecto residual. Los bio-plaguicidas botanicos
pueden incluir productos derivados o compuestos puros, los cudles pueden interferir
en el crecimiento, alimentacién o reproduccion de plagas o pueden ser utilizadas

como semioquimicos para repeler, monitorear o atraer insectos para eliminarlos.

Sin embargo, la aplicacion de estos compuestos (o0 sus derivados semi-sintéticos)
ha generado la evolucion de la resistencia de los organismos blanco (insectos
plaga). Esta resistencia se ha visto en aumento de manera alarmante, ya que cada
vez es mas dificil la erradicacion de insectos plaga, resistentes a los insecticidas

que antes eran utiles para combatirlos.

Bajo este panorama, es de vital importancia buscar alternativas de manejo
sustentable, basadas en el conocimiento de la produccion, efectividad, modo de
accion, blancos potenciales, y toxicidad potencial de los metabolitos secundarios
(MS) con actividad repelente o insecticida. Lo anterior nos lleva al reto de explorar
MS que actien como plaguicidas, o modulen la resistencia desarrollada por los

insectos.
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7. HIPOTESIS

Los extractos de las plantas Tagetes lucida, Melinis repens y Chloris gayana,
contienen metabolitos secundarios que presentan un efecto insecticida o modulan

la resistencia al insecticida piretroide cipermetrina en Spodoptera frugiperda.
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8. OBJETIVOS
8.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar si los extractos de Tagetes lucida, Melinis repens y Chloris gayana
tienen actividad bio-insecticida y/o moduladora de resistencia a insecticidas en

gusano cogollero (Spodoptera frugiperda).

8.2 OBJETIVOS EPECIFICOS

1. Realizar la prospeccion del efecto bio-insecticidas y como inhibidores de la
resistencia a insecticidas, de los extractos metandlicos y hexanicos de Tagetes
lucida, Melinis repens y Chloris gayana en larvas de Spodoptera frugiperda.

2. Determinacion del efecto bio-insecticidas y como inhibidores de la resistencia a
insecticidas en larvas de Spodoptera frugiperda, de las fracciones de los extractos
activos de Tagetes lucida, Melinis repens y Chloris gayana.
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9. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

COLECTAR PLANTAS:
- Tagetes lucida
- Chloris gayana

- Mellinis repens

NS

EXTRACCCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE CADA PLANTA POR MACERACION EN:
- METANOL
- HEXANO

NS

ANALISIS DEL PERFIL QUIMICO DE LOS EXTRACTOS COMPLETOS POR CROMATOGRAFIA DE GASES.

NS

DETERMINACION DE PROSPECCION DE LA ACTIVIDAD LOS EXTRACTOS COMPLETOS EN S. frugiperda.

NS

FRACCIONAMIENTO DE LOS EXTRACTOS ACTIVOS POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA.

NS

ANALIZAR FRACCIONES POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

NS

ACTIVIDAD INSECTICIDA E INHIBITORIA DE LAS FRACCIONES SOBRE S. frugiperda y DETERMINACION DEL
INDICE DE SINERGISMO, ADICION Y/O ANTAGONISMO.

NS

ANALISIS DEL PERFIL QUIMICO POR CROMATOGRAFIA DE GASES DE LAS FRACCIONES MAS ACTIVAS.

a7




10. MATERIALES Y METODOS
10.1 Colecta del material vegetal

La colecta de las plantas se realizé en los meses de agosto y septiembre del 2020.
Tagetes lucida se colectdé en septiembre del 2020 en Uruapilla (19°31'19,31 N”
101°16748,84” W), perteneciente al estado de Michoacan. La planta se colectd
fresca (flor, hoja y tallo), 20 kilogramos aproximadamente y fue llevada al laboratorio
para la obtencidén de sus extractos por maceracion. Se prepar6 un ejemplar que se
deposito en el herbario de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo,

con numero de registro del herbario 27487.

Choris gayana y Melinis repens se colectaron en el mes de agosto del 2020, en las
instalaciones de la UNAM campus Morelia, Michoacan en las coordenadas (19° 38’
57” N, 101°13’ 37.9” W), aproximadamente 10 kilogramos de cada planta, las cuales
se colocaron en bolsas de plastico que fueron llevadas al laboratorio para la
obtencion del extracto mediante maceracion. Se preparé un ejemplar de cada
planta, que se deposito en el herbario de la Universidad Michoacana de San Nicolas
de Hidalgo, con numero de registro en el herbario 27487. Las tres plantas en su
localidad se observan en la figura 11.

10.2 Extraccién por maceracién con disolvente

Las plantas de Tagetes lucida, Melinis repens y Chloris gayana, se colocaran de
forma individual dentro de frascos de cristal ambar de 4 litros, siendo un aproximado
de 2.5 kilogramos de planta en cada frasco, agregando 2.5 litros de hexano y
dejando macerar por 2 semanas con agitacion del contenido del frasco diariamente.
Posteriormente los extractos se filtraron y la parte liquida (extracto) se concentrd
bajo presion reducida en rotavapor. A la planta que quedo en el frasco libre de
hexano, se le agregd 2.5 litros de metanol. Se dejé6 macerar por 2 semanas, se
filtraron y concentraron nuevamente en rotavapor. De esta forma obtuvimos dos
extractos de cada planta, hexanicos y metanolicos (Figura 12). Los extractos fueron
almacenados en frascos ambar a 4 °C para después utilizarlos en los diferentes

ensayos.
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Figura 11. Plantas localizadas en su estado silvestre; A) Tagetes lucida, B) Chloris
gayana y C) Melinis repens.

10.3. Andlisis quimico de los extractos metandélicos y hexanicos de Tagetes

lucida, Chloris gayanay Melinis repens.

La identificacion de los compuestos quimicos se realizé por Cromatografia de
gases-Espectrometria de gases (CG-EM), al realizar una inyeccion en el
cromatdgrafo de gases Agilent 6890 acoplado a un Detector Selectivo de Masas
Agilent 5973, con el método reportado por Torres-Martinez et al.,, 2014. Se
inyectaron 2 pyL de cada muestra con division de flujo (50:1) a una temperatura de
250°C con helio como gas acarreador con un flujo en columna de 1 mL/min en una
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columna no polar HPS Agilent (30m x 0.25 mm x 0.25uym). El programa de la
temperatura en el horno se inicia a 50°C por 5 minutos, aumentando a 5°C/min hasta
280°C, seguido de un incremento de 25°C/min hasta 300°C y mantenerse por 3

minutos.

Las condiciones usadas en el detector selectivo de masas son: voltaje de ionizacion
por impacto electrénico a 69.9 eV; temperatura de la interfaz a 280°C, modo FULL
SCAN y en un rango de masas de 35-550m/z. La sefal del detector fue procesada
en el programa Enviromental ChemStation (Agilent Technologies) para identificar
los compuestos analizados comparandolos con la Biblioteca Nacional Institute of
Standards and Technology (NISTO05). Aceptamos solo la identificacion de los
espectros que concuerden por arriba del 90% y su pureza de pico sea de 1
compuesto. Los compuestos mayoritarios se identificaron por inyeccién de
estandares comerciales (Sigma-Aldrich). Para la identificacion de compuestos
también se calcularon los indices Kovats, inyectando 1 yL de una serie de alcanos
Cs -C20 (Sigma-Aldrich) en el cromatografo de gases, en las mismas condiciones en

las que se analizaron las muestras.

Figura 12. Maceracion en diferentes solventes para las plantas de A) Melinis repens
y B) Chloris gayana.
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10.4 Fraccionamiento de los extractos hexanico y metandlico por

cromatografia liquida en columna.

El fraccionamiento de los extractos hexanicos y metandlico de Tagetes lucida y
Chloris gayana, se realiz6 siguiendo la metodologia reportada por Fulgencio-
Negrete, (2013). Brevemente, se prepar0 una columna de fraccionamiento
empacada con silica-gel (60 A, 63-200um) en una bureta (50 cm largo x 1 cm de
diametro) a la cual se le agreg6 una solucion de cloroformo-metanol en proporcion
2:1 como fase movil. Posteriormente se agregd 10 g de extracto disuelto en metanol
en proporcion a 1:1 y se dejo eluir por toda la columna separando el extracto segun
la polaridad de sus componentes; se colectaron fracciones de 10 mL en matraces
de tamafio pequefio, obteniéndose fracciones de los extractos metandlicos (Figura
13 A) y hexanicos (Figura 13 B) por separado.

Figura 13. Fraccionamiento por cromatografia en columna de los extractos
metandlicos (A) y hexanicos (B) de Tagetes lucida.
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10.5 Andlisis por cromatografia en capa fina de las fracciones obtenidas de

los extractos.

Las fracciones obtenidas se dejaron secar en la campana de extraccion de 24 a 48
horas para posteriormente resuspender en 3 mL de metanol y almacenarse en
frascos ambar rotulados con su nombre correspondiente. Después fueron
analizados por cromatografia en capa fina (CCF) en una cdmara cromatogréfica
utilizando una placa de silica gel (TLC Silica gel 60 F254, Merck®) como fase
estacionaria, a la cual cuidadosamente se colocaron 5 pL de las muestras de las
fracciones y se introdujo a la cAmara con una solucion mévil de cloroformo: metanol:
acetato de etilo en proporcion 60:40:1. Las placas desarrolladas se observaron bajo
luz ultravioleta en una camara revelacion de las placas se realiz6 en Spectroline®
modelo CX-20, en onda corta (254 nm) y onda larga (365 nm) y con soluciéon 0.1 N
de sulfato cérico para observar las sefiales mas representativas de los compuestos

separados.

10.6 Mantenimiento de la cria de Spodoptera frugiperda para la realizacion de

los bioensayos.

A partir de los individuos que se tenian establecidos en el laboratorio, se procedi6 a
realizar el mantenimiento a la cria de Spodoptera frugiperda para obtener los
diferentes estadios larvarios necesarios en las diferentes evaluaciones a realizarse
con el gusano cogollero siguiendo las indicaciones descritas por Sierra-Ruiz et al.,
2022.

A continuacion, se describen las fases del mantenimiento de la cria de Spodoptera

frugiperda:

Preparacion de dieta. El desarrollo de un método de preparacion de una dieta
artificial permitio cultivar insectos de forma practica y simple; cumpliendo con los
requisitos nutricionales minimos del insecto y también siendo econémicamente
viables (Sierra-Ruiz et al., 2022).
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Limpieza y alimentacion de larvas. Las larvas de primer, segundo, tercer, cuarto
y quinto instar se colocaron en recipientes herméticos de plastico limpio, con trozos

de dieta fresca distribuida uniformemente (Sierra-Ruiz et al., 2022).

Individualizacion de larvas. Una vez que las larvas alcanzan el sexto instar
disminuyen su ingesta de alimento y su color comienza a cambiar a un verde con
tono plomizo, lo que indica que las larvas entraron a la fase de prepupay por lo que
se procedié a individualizar en vasos pequefios desechables (Sierra-Ruiz et al.,
2022).

Colecta de Pupas. Después de 8-10 dias de haber individualizado las larvas, se
revisaron los vasos de plastico y se procedid a colectar las pupas (Sierra-Ruiz et
al., 2022).

Nuevos ponederos. De los recipientes en los que se guardaron las pupas, y que
estas avanzaron a su siguiente etapa de palomilla, con pinzas entomoldgicas se
traspasaron un aproximados de 20 individuos a una bolsa de papel estraza con
botes de miel, para etiquetarlos con la fecha en que se establecio el ponedero
(Sierra-Ruiz et al., 2022).

Cambio de ponederos

En el cambio de ponedero de las bolsas de papel estraza, después de refrigerarla
a 15 °C durante 3-5 min, se abridé la bolsa con mucho cuidado para evitar que
escapen las palomillas. Se retiraron los vasos con miel cuidadosamente, y traspasar
las polillas a otra bolsa nueva con vasos de miel fresca. Estos ponederos se

cambiaron tres veces por semana (Sierra-Ruiz et al., 2022).
Colecta de huevos

De los ponederos se recortaron los pedazos de papel donde estaban adheridos los
huevos. Los trozos de papel se pegaron con cinta en una hoja de papel, y la hoja
se colocé en la tapa del recipiente limpio, al cual se le agrego trozos de dieta y se

registro la fecha de inicio de la incubacion (Sierra-Ruiz et al., 2022).
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10.7 Bioensayo de toxicidad por contacto en Spodoptera frugiperda.

La actividad insecticida de los diferentes tratamientos se midi6 aplicando los
protocolos experimentales establecidos previamente en el laboratorio. EI método
utilizado para determinar el efecto insecticida fue el de toxicidad por contacto sobre
las larvas instar 3 (L3) de Spodoptera frugiperda. Este bioensayo nos permite
observar si la aplicacion de los diferentes tratamientos provoca la muerte de los
organismos a corto plazo (24 horas).

El experimento consiste en aplicar un microlitro de tratamiento a cada larva para lo
cual se emplean jeringas o micropipetas calibradas, lo cual nos garantiza que a cada
animal se le aplique la misma cantidad del tratamiento en cuestion. Cada repeticion
consistié en 10 larvas por caja Petri, con un total de cuatro réplicas por tratamiento.
Los tratamientos se prepararon con los extractos de las plantas de Tagetes lucida,

Chloris gayana y Melinis repens en diferentes concentraciones.

Posteriormente se deja evaporar el disolvente y se coloca dieta artificial en la caja
Petri para que las larvas se alimenten. La cantidad de larvas muertas a las 24 horas,
se determina al cepillar suavemente a las larvas con un pincel fino, las larvas que
no muestran movimiento son consideradas como muertas. Con los resultados se
calcula la DLso (Akhtar et al., 2008).

10.8 Determinacion de la actividad moduladora de laresistenciaacipermetrina
de los extractos y fracciones en Spodoptera frugiperda.

La curva de dosis respuesta a cipermetrina se realizé para la determinacion de la
DLso replicando la misma metodologia de toxicidad por contacto, donde se aplicaron
siete tratamientos de cipermetrina, los cuales fueron: 0.00125, 0.005, 0.01, 0.03,
0.06, 0.12 y 0.24 ug/mL.

De igual manera por el método de toxicidad por contacto se determind la actividad
moduladora de la resistencia a cipermetrina, donde la DLso de cipermetrina se
combiné con las diferentes concentraciones de los extractos de las plantas Tagetes
lucida, Chloris gayana y Melinis repens, y de igual forma se realizd para las
fracciones obtenidas de los dos tipos de extractos (metanodlicos y hexanicos).
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10.9 Calculo de indices de sinergismo, adicién o antagonismo de los extractos

y fracciones.

Los célculos de los indices de sinergismos, adicion o antagonismo se realizaron
utilizando el criterio independiente de Bliss y el modelo aditivo de Loewe, ya que
son los modelos mas utilizados para estudiar los efectos combinados de sustancias

in vivo e in vitro (Greco et al., 1992). A continuacion, se indica la férmula utilizada:

EXy,2)=EX+EW+E@-EX*E(Y)-EX*E@)-EY)*"E@-EX*
E(y)*E(2).

Ddénde: E es el indice calculado de sinergismo, adicion o antagonismo del efecto de
mortalidad de los distintos tratamientos. X es el efecto de la concentracion de la
cipermetrinapiso.; Y es el efecto de la concentracion del extracto o fraccion hexanica
o metandlica en individual, y Z es el efecto de la concentracion del extracto o fraccion

en combinacién con cipermetrinaptso.

10.10 Andlisis estadistico

Los datos se presentan como el porcentaje de mortalidad de las larvas de S.
frugiperda, en comparacion con el control negativo. Se realizaron tres experimentos
independientes, cada uno con n= 5. El andlisis de las diferencias entre los valores
medios + desviaciones estandar obtenidos para los grupos experimentales se
realiz6 mediante andlisis de varianza (ANOVA) de una via y prueba de Tukey; los
datos cumplian los supuestos de normalidad y homocedasticidad necesarios para
realizar ANOVA (Software JMP8, Statistical Analysis System y SAS, 2008). Las

diferencias se consideraron estadisticamente significativas a P < 0.05.
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11. RESULTADOS

11.1 Extractos de Tagetes lucida, Chloris gayanay Melinis repens obtenidos

por maceracion.

De las tres plantas colectadas: Tagetes lucida, Chloris gayana y Melinis repens, se
obtuvieron en total 6 extractos, de los cuales tres fueron hexanicos y tres
metandlicos. El rendimiento de los extractos fue variable obteniéndose entre 11y
25 gramos de extracto crudo. En la tabla 2 se muestra el rendimiento especifico

para cada extracto.

Tabla 2. Rendimiento de los extractos de las tres plantas colectadas.

Tipo de extracto Rendimiento

(9/Kg)

Hexéanico 19.65

Tagetes lucida Metandlico 25.16
Hexanico 11.98

Chloris gayana Metandlico 18.58
Hexéanico 16.42

Melinis repens Metandlico 22.53

Los extractos fueron preparados con metanol como disolvente en diferentes
concentraciones para analizar la actividad insecticida en larvas L3 de Spodoptera
frugiperda, y de igual manera se determind la modulacion de la resistencia a

cipermetrina.

11.2 Determinacion del efecto insecticida y modulacion de la resistencia a
cipermetrina de los extractos crudos de Tagetes lucida, Chloris gayana y

Melinis repens.

Los bioensayos por el método de toxicidad por contacto se iniciaron realizando una

curva dosis-respuesta a cipermetrina para determinar la DLso de dicho insecticida.
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Los datos de mortalidad se registraron a las 24 horas de la aplicacion de la

cipermetrina.

Los bioensayos con cipermetrina mostraron que en concentracién de 0.01 pg/mL
hubo mortalidad del 25% de las larvas de S. frugiperda, y la mortalidad aumento a
95% con 0.24 pg/mL (Figura 14). La DLso se determind con el programa PoloPlus,
encontrando que la concentracion de 0.03 pg/mL causé 50% de la mortalidad de las

larvas.
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Figura 14. Curva control de cipermetrina sobre Spodoptera frugiperda.

El resultado obtenido de DLso para cipermetrina (0.03 pg/mL) se utilizé para realizar
la combinacion con las diferentes concentraciones de los extractos hexanicos y
metandlicos de Tagetes lucida, Chloris gayana y Melinis repens, y asi determinar la

modulacion de la resistencia a cipermetrina.

El efecto observado de los extractos crudos de Tagetes lucida sobre las larvas de
S. frugiperda fue el siguiente: se encontrd que el extracto hexanico (EHTL) a 62.5
pg/mL causo mortalidad del 25% de las larvas; mientras que en combinacién con
cipermetrinapiso, la mortalidad aument6é al 92.5% (Figura 15a). Por su parte, el
extracto metandlico de T. lucida (EMTL) en 187.5 pg/mL mat6 al 70% de larvas; y

en combinacion con cipermetrinaoso, la mortalidad aumenté al 95% (Figura 15b).
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Figura 15. Actividad insecticida y moduladora de resistencia a cipermetrina del
extracto hexanico (a) y metandlico (b) de Tagetes lucida en S. frugiperda.

En el caso de los extractos de Chloris gayana; el extracto hexanico (EHCG) en 333
pg/mL causé mortalidad de 17.5%, y en combinacién con cipermetrinapiso, alcanzé
el 97.5% (Figura 16a). El extracto metandlico de C. gayana (EMCG) en 437.5 pg/mL,

58



causo mortalidad del 15% y en combinacion con cipermetrinapcso alcanz6 47.5%
(Figura 16b).
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Figura 16. Actividad insecticida y moduladora de resistencia a cipermetrina del
extracto hexanico (a) y metandlico (b) de Chloris gayana en S. frugiperda.

De los extractos de Melinis repens, el extracto hexanico (EHMR) a 2600 pg/mL

caus6 mortalidad de 43.3%; y aumentd su mortalidad al 80% al combinarse con
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cipermetrinapso, (Figura 17a). Para el extracto metandlico (EMMR),

la

concentracion de 975 pg/mL causo mortalidad de 33.3%, y al combinarse con

cipermetrinapiso aumento al 80% (Figura 17b).
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Figura 17. Actividad insecticida y moduladora de resistencia a cipermetrina del

extracto hexanico (a) y metanolico (b) de Melinis repens en S. frugiperda.
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En cuanto a las interacciones de los extractos que fueron combinados con
cipermetrinapcso los resultados muestran que, en base a la mortalidad, hay un efecto
sinérgico en las concentraciones que tuvieron mayor mortalidad, sefialadas con un
asterisco (*) en las figuras 15, 16 y 17. Para ambos extractos tanto hexanico como

metandlico se muestran resultados sinérgicos, los cuales se indican en la tabla 3.

Tabla 3. indices de sinergismo, adicién y/o antagonismo de los extractos
metandlicos y hexanicos de las plantas Tagetes lucida, Chloris gayana y Melinis
repens en combinacion con cipermetrinaptso.

Planta Tipo de extracto | Concentracion Factor de
de extracto interaccion
(Lg/mL)

Tagetes lucida Hexanico 62.5 0.68 S
Metanolico 187.5 0.6908 S
Chloris gayana Hexanico 62.5 0.3294 S
Metanolico 437.5 0.1395 S
Melinis repens Hexanico 2600 0.0494 S
Metandlico 437.5 0.1133 S

Interpretacion; si el factor de interaccion es menor a 1 indica un efecto sinérgico (S),
si es igual a 1 es efecto aditivo (AD) y si es mayor a 1 significa que es efecto
antagonico (AN).

11.3 Composicion quimica de los extractos de Tagetes lucida, Chloris gayana

y Melinis repens.

La identificacion y cuantificacion de los compuestos presentes en los extractos
hexanicos y metandlicos de Tagetes lucida, Chloris gayana y Melinis repens, se

realizo por Cromatografia de gases acoplado a Espectrometria de masas (CG-EM).
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La composicion de los extractos analizados fue dependiente de la planta y tipo de
extracto (hexanico o metandlico), en su mayoria presentan una composicion de
compuestos de tipo monoterpenos y fenilpropanoides, ademas de acidos grasos,

entre otros.

Los compuestos identificados en T. lucida se muestran en la tabla 4 (extracto
hexanico) y tabla 5 (extracto metandlico). Ambos extractos presentan similitudes en
la presencia de algunos compuestos identificados, como es el caso de metil

eugenol, herniarina, escoparona y ¢ -nerolidol.

Tabla 4. Identificacion de compuestos del extracto hexanico de Tagetes lucida
mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas.

Tiempo de

retencion Compuesto indice Kovats Abundancia
(min) (%)
14.79 Estragol 1204 1194 4.64
19.38 Eugenol 1365 1373 2.54
20.04 Geranil acetato 1388 1383 1.87
20.68 Metil eugenol 1412 1403 10.39
24.79 e-Nerolidol 1572 1561 2.98
29.03 Herniarina 1751 1732 44.84
33.69 Acido palmitico 2035 1970 1.77
34.13 Escoparona 2046 2028 7.41
43.54 Octacosano 2711 2800 23.51
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Tabla 5. Identificacion de compuestos del extracto metandlico de Tagetes lucida
mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas.

Tiempo de
retencion Compuesto indice Kovats Abundancia

(min) (%)

Geranil acetato 1388 1292 2.96
20.64 Metil eugenol 1411 1403 4.49
21.19 Cariofileno 1431 1464 1.90
22.02 (g)-B-Fameseno 1463 1471 2.25
23.26 a-Muuroleno 1510 1505 2.43
23.86 0-Cadineno 1534 1522 1.67
24.78 € —Nerolidol 1571 1561 1.61
25.46 Oxido de cariofileno 1598 1593 6.12
26.74 Viridiflorol 1652 1590 3.74
28.88 Herniarina 1744 1732 27.76
32.94 Acido palmitico 2016 1970 7.60
34.11 Escoparona 2046 2028 10.56
35.11 a-Espringeno 2070 2019 1.48
36.35 Acido linolelaidico metil éster 2103 2101 7.34
36.49 Acido a-linolénico 2110 2143 7.28
36.71 Fitol 2122 2122 5.23
36.92 Metil estearato 2133 2130 0.90
40.68 Escopoletina 2341 2305 3.56
43.95 Metil behenato 2537 2530 1.02

Los compuestos identificados en Chloris gayana se pueden observar en la tabla 6
(extracto hexanico) y tabla 7 (extracto metandlico). Los compuestos de tipo acido
grasos de cadena media estaban presentes en los dos tipos de extractos de C.
gayana, donde el acido palmitico, acido linolénico y sus variantes esterificadas

fueron los principales.
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Tabla 6. Identificacion de compuestos del extracto hexéanico de Chloris gayana
mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas.

Tiempo de
retencion Compuesto indice Kovats Abundancia

(min) Experimental | Referencia (%)

18.2 1322 1315 4.95
33.31 Acido palmitoleico 2026 1984 1.33
34.1 Acido palmitico 2045 1970 23.80
34.39 Acido palmitico etil éster 2052 1996 7.52
37.7 Acido linolénico 2175 2143 44,29
37.85 Acido linolénico etil éster 2183 2198 10.22
38.23 Acido estearico etil éster 2203 2194 2.58
46.76 Octacosano 2716 2800 3.91
4951 Nonacosano 2882 2900 1.36

Tabla 7. Identificacion de compuestos del extracto metandlico de Chloris gayana
mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas.

Tiempo de

retencion Compuesto indice Kovats Abundancia
(min) Experimental | Referencia (%)
13.08 Piranona 1147 1162 2.44
15.62 5-hidroximetilfurfural 1233 1226 6.05
18.13 p-Vinilguaiacol 1320 1315 1.25
24.65 Acido dodecanoico 1566 1567 1.31
30.79 Acido pentadecanoato 1829 1812 1.10
31.23 Hexahidrofarnesil acetona 1851 1838 2.12
32.94 Acido palmitico metil éster 2016 1928 32.07
33.7 Acido hexadecanoico 2035 1977 16.32
36.33 Acido 8,11-octadecadienoico 11.83

metil éster 2102 2112

36.47 Acido linolénico metil éster 2109 2100 0.83
37.15 Acido oleico 2145 2140 10.09
37.55 Acido estearico 2167 2177 2.15
40.16 Acido eicosanoico metil éster 2310 2335 3.39
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En las tablas 8 y 9 se muestran los compuestos identificados en el extracto hexanico
y metandlico de Melinis repens, respectivamente. Los principales compuestos
encontrados son de tipo acido grasos de cadena media como acido palmitico, acido

linolénico, acido estearico y sus varaintes esterificadas.

Tabla 8. Identificacion de compuestos del extracto hexanico de Melinis repens
mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas.

Tiempo de

retencion Compuesto indice Kovats Abundancia
L e I = xpcrimental | Referencia | (%)
34.33 Acido palmitico etil éster 2051 1978 8.63
37.48 Acido linolénico 2163 2143 65.17
37.63 Acido linoléico etil éster 2171 2165 6.34
37.77 Acido linolénico etil éster 2179 2198 12.29
38.18 Acido estearico etil éster 2201 2194 7.54

Tabla 9. Identificacion de compuestos del extracto metandélico de Melinis repens
mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas.

Tiempo de

retencion Compuesto indice Kovats Abundancia
(min) Experimental | Referencia (%)
32.93 Acido palmitico metil éster 2016 1928 19.40
33.66 Acido palmitico 2034 1970 9.41
34.32 Acido palmitico etil éster 2051 1996 5.24
36.33 Acido linoléico metil éster 2102 2094 23.65
36.47 Acido linolénico metil éster 2109 2100 20.35
37.19 Linolenil alcohol 2148 2058 9.16
37.6 Acido linoléico etil éster 2170 2165 7.19
37.74 Acido linolénico etil éster 2177 2198 5.56
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Con los resultados obtenidos y mostrados anteriormente, se procedio a realizar el
fraccionamiento de los extractos hexanicos y metanolicos de Tagetes lucida y
Chloris gayana con la finalidad de determinar su actividad insecticida y modulaciéon
de la resistencia a la cipermetrina. Cabe sefialar que los extractos de Melinis repens
no fueron fraccionados debido a que las concentraciones que presentaron actividad

insecticida fueron muy altas y consideradas impracticas para su uso potencial.

11.4 Fraccionamiento de los extractos de Tagetes lucida y Chloris gayana.

Los extractos hexanicos y metandlicos de Tagetes lucida y Chloris gayana fueron
fraccionados mediante cromatografia en columna, con una mezcla de disolventes
de cloroformo-metanol en proporcién 2:1. Tras la separacion de los extractos en la
columna, se obtuvo un nimero variable de fracciones para cada extracto, de 10 mL
cada una. La fraccion colectada en todos los casos y denominada FO, es el solvente

inicial con la que se empaco la columna.

Para los extractos de T. lucida, se obtuvieron 9 fracciones del extracto hexanico
(Figura 18 A) y 12 fracciones del extracto metandlico (Figura 18 B).
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Figura 18. Fracciones del extracto hexanico (A) y metandlico (B) de Tagetes lucida.
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Los rendimientos de las fracciones que fueron obtenidas de los extractos hexanicos
y metandlicos de Tagetes lucida mediante fraccionamiento en cromatografia en
columna, se muestran en la tabla 10, las fracciones F3 y F4 tuvieron el mayor

rendimiento, en ambos tipos de extractos.

Tabla 10. Rendimiento de las fracciones obtenidas de los extractos hexanicos y
metandlicos de Tagetes lucida.

Rendimiento

Tipo de extracto Fraccion (mg/g)
EHTL F1 0.0095

EHTL F2 15.1216

Extracto EHTL F3 28.7362
Hexanico de EHTL F4 19.8457
Tagetes lucida EHTL F5 3.8125
(EHTL) EHTL F6 0.4291
EHTL F7 0.2731

EHTL F8 0.0422

EHTL F9 0.0062

EMTL F1 0.0198

EMTL F2 24.3961

EMTL F3 36.2247

Extracto EMTL F4 29.3452
Metanolico de EMTL F5 14.2835
Tagetes lucida EMTL F6 8.4213
(EMTL) EMTL F7 6.9215
EMTL F8 5.7845

EMTL F9 4.2182

EMTL F10 3.1825

EMTL F11 1.9684

EMTL F12 1.0428
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Las fracciones colectadas de los extractos de T. lucida por cromatografia en
columna, se analizaron por cromatografia en capa fina (CCF), donde se observo la
separacion de grupos de compuestos cuando se revelaron con luz UV. En las
fracciones obtenidas del extracto hexanico de T. lucida, se encontraron sefiales en
4 de las fracciones (F2 a F5), donde F3 y F4 mostraron las sefiales mas intensas
de fluorescencia (Figura 19A). Mientras que el revelado con sulfato cérico 0.1 N,
solamente se observan sefiales en F3 y F4 del extracto hexanico, indicando la

presencia de compuestos tipo flavonoides (Figura 19B).

A)

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9

B)

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9

Figura 19. Cromatografia en capa fina de las fracciones obtenidas del extracto
hexanico de Tagetes lucida, revelado con luz UV 254 nm (A) y sulfato cérico 0.1 N

(B).
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En cuanto a las fracciones del extracto metandlico de T. lucida, se observaron
sefales de compuestos en 7 de las fracciones (F2 a F8), siendo las fracciones F3,
F4 y F5 las de mayor intensidad (Figura 20A). En el caso del revelado con sulfato
cérico 0.1 N, se observaron sefiales en las fracciones F3 y F4, siendo las mas
intensas, lo que indicaria la presencia de compuestos tipo flavonoides (Figura 20B).

No se observaron sefales desde la fraccion F6 a F12 para el revelado cérico (Figura

20B).
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Figura 20. Cromatografia en capa fina de las fracciones obtenidas del extracto
metandlico de Tagetes lucida, revelado con luz UV 365 nm (A) y sulfato cérico 0.1

N (B).
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En el caso de los extractos de Chloris gayana, del extracto hexanico de C. gayana
se colectaron 7 fracciones, donde la F3 y F4 muestran una coloracion mas intensa
(Figura 21A). Para extracto el metandlico se obtuvieron 12 fracciones, notando que

las fracciones F3 a F5 presentan una coloracion mas intensa (Figura 21B).

Figura 21. Fracciones del extracto hexanico (A) y metandlico (B) de Chloris gayana.

Las fracciones F3 y F4 obtenidas de los extractos hexanicos y metandlicos de
Chloris gayana, tuvieron el mayor rendimiento tras el fraccionamiento en
cromatografia en columna. Los rendimientos de las fracciones obtenidas de los

extractos de C. gayana se muestran en la tabla 11.
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Tabla 11. Rendimiento de las fracciones obtenidas de los extractos hexanicos y
metandlicos de Chloris gayana.

Rendimiento
Tipo de extracto Fraccién (mg/g)

EHCG F1 0.0356

EHCG F2 7.3156

Extracto EHCG F3 22.8462
Hexanico de EHCG F4 31.2836
Chloris gayana EHCG F5 45213
(EHCG) EHCG F6 0.0852
EHCG F7 0.0215

EMCG F1 0.0269

EMCG F2 18.5768

EMCG F3 29.5634

Extracto EMCG F4 34.6348
Metanolico de EMCG F5 26.4237
Chloris gayana EMCG F6 12.5386
(EMCG) EMCG F7 9.2415
EMCG F8 6.3542

EMCG F9 4.1675

EMCG F10 3.2936

EMCG F11 2.1264

EMCG F12 1.2062

El analisis en CCF de las fracciones obtenidas de los extractos de Chloris gayana,
fueron poco notorias cuando se revelaron con luz UV, ya que las sefales se
observan solo en 2 muestras, tanto para las fracciones del extracto hexanico (Figura
22) y las obtenidas del extracto metandlico (Figura 23). Cabe sefalar que las
fracciones F3 y F4 obtenidas del extracto hexanico, son las que se alcanzan a

observar (Figura 22A), apreciando sefales en tonalidades azul, violeta y rojo. De
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igual manera, se aprecian sefiales en las fracciones F3 y F4 del extracto metandlico
de C. gayana, en su mayoria se aprecian sefales de tonalidades rojas y violeta
(Figura 23A).

Para el caso del revelado con sulfato cérico 0.1 N, no se aprecian sefiales en las
fracciones obtenidas del extracto hexanico (Figura 22B) y tampoco en las fracciones

del extracto metandlico (Figura 23B).

A)

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7

Figura 22. Cromatografia en capa fina de las fracciones obtenidas del extracto
hexanico de Chloris gayana, revelado con luz UV 254 nm (A) y sulfato cérico 0.1 N

(B).
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A)
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F1 F2 F3 F4 FS F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12

Figura 23. Cromatografia en capa fina de las fracciones obtenidas del extracto
metanolico de Chloris gayana, revelado con luz UV 365 nm (A) y sulfato cérico 0.1
N (B).

Después del analisis de las fracciones obtenidas de los extractos de T. lucida y C.
gayana, se procedio a determinar el efecto insecticida y modulacién de la resistencia

a cipermetrina sobre las larvas de S. frugiperda.
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11.5 Actividad insecticiday modulacion de la resistencia a cipermetrina de las

fracciones de Tagetes lucida y Chloris gayana.

Los bioensayos realizados para las fracciones obtenidas de los extractos hexanicos
y metanolicos de Tagetes lucida y Chloris gayana, mostraron resultados

significativos para algunas de las fracciones en especifico.

Los resultados destacados de las fracciones del extracto hexanico de T. lucida, son
los siguientes: La fraccion 2 del extracto hexanico de T. lucida (EHTL F2) en 62.5
pg/mL, causo una mortalidad de 8.33% de las larvas; mientras que al combinarse
con cipermetrinaoiso, la mortalidad aumento a 56% (Figura 24a). La fraccién 3
(EHTL F3) a 500 pg/mL, produjo una mortalidad de 23.33%; y en combinacién con
cipermetrinabso aumentd a 78% (Figura 24b). Para la fraccion 4 (EHTL F4), la
mortalidad fue de 26% a 250 pg/mL y en combinacion con cipermetrinapLso aumenté
a 66% (Figura 24c).

En el caso de los extractos metandlicos de Tagetes lucida; la fraccion 2 (EMTL F2)
a 350 pg/mL caus6 mortalidad de 6.67%, al combinarse con cipermetrinapLso
aumentd a 42% (Figura 25a). En la fraccion 3 (EMTL F3), la mortalidad fue de 26%
a 350 pg/mL; y en combinacién con cipermetrinaoLso, aumentd a 75% (Figura 25b).
Para la fraccion 4 (EMTL F4), la mortalidad fue de 13.33% a 350 pg/mL, y aumento
a 73.33% al combinarse con cipermetrinapiso (Figura 25 C). La fraccion 3 fue la que

mostré el mayor efecto y estadisticamente significativo.

74



100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

Porcentaje de mortalidad

(o}

a)

b b b

] 0 5 5 51 I

Metanol

Cipermetrina

30

625 125 250 500

[ug/mL]

O Fraccion 2 del extracto hexanico de Tagetes lucida (EHTL F2) @ EHTL F2 + Cipermetrina

100 -
90 1
80 -
70 -
60 -
50 -
40 1
30 -
20 -
10 -

Porcentaje de mortalidad

0

e

;

b)

Metanol

Cipermetrina

30

*
a
b
bc
c
c c
cd
d
' 625 ' 125 ' 250 ' 500

[ug/mL]

@ Fraccion 3 del extracto hexanico de Tagetes lucida (EHTL F3) EHTL F3 + Cipermetrina

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

Porcentaje de mortalidad

0

d

c)

Metanol

Cipermetrina

a
a a a
ab
b
c c
625 125 250 500

[ug/mL]

E Fraccion 4 del extracto hexanico de Tagetes lucida (EHTL F4) B EHTL F4 + Cipermetrina

Figura 24. Actividad insecticida y moduladora de resistencia a cipermetrina de la
Fraccion 2 (a), Fraccion 3 (b) y Fraccion 4 (c) del extracto hexanico de Tagetes
lucida en Spodoptera frugiperda.
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De igual manera, se determiné el efecto en Spodoptera frugiperda de las fracciones
obtenidas de los extractos de Chloris gayana; encontrando que, la fraccién 3 del
extracto hexanico (EHCG F3) causo una mortalidad de 16.66% a 475 pug/mL, y en
combinacion con cipermetrinapiso alcanzé un 94% (Figura 26a). En el caso de la
fraccion 4 (EHCG F4), no mostré actividad por si sola en las diferentes
concentraciones analizadas, pero al combinar 237.5 pug/mL con cipermetrinapcso, la
mortalidad alcanz6 un 87.5% (Figura 26b). La fraccion 5 (EHCG F5) tampoco causo6
actividad alguna por si sola, pero al combinar 237.5 pg/mL con cipermetrinaptso, la
mortalidad lleg6 al 70% (Figura 26c). Cabe mencionar que la actividad de la EHCG
F5, no mostré ser estadisticamente significativa cuando se comparo con la actividad

del control cipermetrinapLso (65%).

Las fracciones obtenidas del extracto metandlico de Chloris gayana, mostraron
resultados variados para las fracciones F2, F3y F4 (Figura 27). La fraccion 2 (EMCG
F2) en todas las concentraciones analizadas, no tuvo actividad insecticida sobre las
larvas; pero al combinarse 156.25 pg/mL con cipermetrinapiso, alcanzé una
mortalidad de 67.5% (Figura 27a). La fraccion 3 (EMCG F3) a 1250 pg/mL causoé
una mortalidad del 15%; y en combinacion con cipermetrinapoiso aumentd al 58%
(Figura 27b). El efecto fue similar para la fraccion 4 (EMCG F4) a 312.5 ug/mL,
donde la mortalidad fue del 14%, y al combinarse con cipermetrinaptso, llegé al 58%
(Figura 27c). A pesar de las actividades mostradas por las fracciones del extracto
metandlico de Chloris gayana, los datos no fueron estadisticamente significativos al

compararse con el control cipermetrinaoso (Figura 27).
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Figura 25. Actividad insecticida y moduladora de resistencia a cipermetrina de la
Fraccion 2 (a), Fraccion 3 (b) y Fraccion 4 (c) del extracto metandlico de Tagetes
lucida en Spodoptera frugiperda.
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Figura 26. Actividad insecticida y moduladora de resistencia a cipermetrina de la
Fraccion 3 (a), Fraccion 4 (b) y Fraccién 5 (c) del extracto hexanico de Chloris
gayana en Spodoptera frugiperda.
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Figura 27. Actividad insecticida y moduladora de la resistencia a cipermetrina de la
Fraccion 2 (a), Fraccion 3 (b) y Fraccion 4 (c) del extracto metandlico de Chloris
gayana en Spodoptera frugiperda.
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El andlisis de las fracciones y sus interacciones con cipermetrina mostré que las
fracciones F3 de T. lucida, tanto en extracto hexanico y metandlico en combinacion
con cipermetrinaoLso mostraron el mayor efecto sinérgico entre los tratamientos de
las fracciones (Tabla 12). En el caso de C. gayana, la F4 del extracto hexanico
(EHCG) fue la que mostré el mayor efecto sinérgico (Tabla 12).

Tabla 12. indices de sinergismo, adicion y/o antagonismo de las fracciones activas
de los extractos de las plantas Tagetes lucida y Chloris gayana en combinacion con
cipermetrinaptso.

Planta Tipo de Fraccién Concentracion Factor de
extracto de la fraccion interaccion
(Mg/mL)

EHTL F2 500 0.116 S
Hexanico EHTL F3 500 0.1953 S
Tagetes EHTL F4 500 0.1977 S
lucida EMTL F2 350 0.1361 S
Metandlico | EMTL F3 350 0.2725 S
EMTL F4 350 0.2395 S
EHCG F3 475 0.2438 S
Hexanico EHCG F4 237.5 0.3684 S
Chloris EHCG F5 950 0.0736 S
gayana EMCG F2 1250 0.048 S
Metandlico | EMCG F3 1250 0.05 S
EMCG F4 1250 0.0591 S

Interpretacion; si el factor de interaccion es menor a 1 indica un efecto sinérgico (S),
si es igual a 1 es efecto aditivo (AD) y si es mayor a 1 significa que es efecto
antagonico (AN).

Con los resultados mostrados anteriormente, se determiné cuales fueron las
fracciones activas estadisticamente, a las cuales se les analizé por cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas para identificar los compuestos

presentes en ellas.
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11.6 Composicion quimica de las fracciones activas obtenidas de los

extractos hexanicos y metandlicos de Tagetes lucida y Chloris gayana.

Las fracciones que se analizaron fueron 3, mediante Cromatografia de gases-

Espectrometria de masas para la identificacion de sus compuestos.

De las fracciones obtenidas de Tagetes lucida, se analizé la fraccion 3 del extracto
hexanico (EHTL F3) y fraccion 3 del extracto metandlico (EMTL F3); cuyo listado de

compuestos se muestran en las tablas 13 y 14, respectivamente.

Tabla 13. Identificacion de compuestos de la fraccion 3 del extracto hexanico de
Tagetes lucida mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas.

Tiempo de

retencion Compuestos indice Kovats Abundancia
(min) Experimental Referencia (%)
20.55 Metil eugenol 1407 1403 3.97
28.75 Herniarina 1739 1732 45.04
33.97 Escoparona 2042 2028 6.50
37.07 Umbeliferona 2141 1875 28.03
40.63 Escopoletina 2338 2305 14.92
43.94 Metil behenato 2536 2530 1.50

Tabla 14. Identificacion de compuestos de la fraccién 3 del extracto metandlico de
Tagetes lucida mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas.

Tiempo de

retencion Compuestos indice Kovats Abundancia
(min) Experimental | Referencia (%)
28.83 Herniarina 1743 1732 57.10
34.08 Escoparona 2045 2028 29.59
37.05 Umbeliferona 2141 1875 6.78
40.61 Escopoletina 2337 2305 6.52
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En el caso de las fracciones obtenidas de Chloris gayana, se analiz6 la fraccién 4
del extracto hexanico (EHCG F4), donde los compuestos mayoritarios fueron acidos

grasos de cadena media. El listado completo se muestra en la tabla 15.

Tabla 15. Identificacion de compuestos de la fraccion 4 del extracto hexanico de
Chloris gayana mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas.

Tiempo de

retencion Compuestos indice Kovats Abundancia
(min) Experimental | Referencia (%)
18.07 p-vinilguaiacol 1318 1315 7.87
34.27 Acido palmitico etil éster 2050 1978 12.39
37.28 Acido linolénico 2152 2143 49.97
37.56 Acido linoléico etil éster 2167 2165 13.05
37.69 Acido linolénico etil éster 2174 2198 13.26
38.11 Acido estearico etil éster 2197 2194 3.44
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12. DISCUSION

Mediante los bioensayos in vivo de toxicidad por contacto sobre las larvas L3 de S.
frugiperda, pudo determinarse el efecto insecticida de los extractos de las tres
malezas antes mencionadas. Los extractos de T. lucida mostraron mayor actividad
insecticida que los extractos de C. gayana y M. repens. Es de resaltar que, las
concentraciones utilizadas del extracto metandlico y hexanico de T. lucida fueron
muy bajas, 187.5 y 250 pg/mL, presentando una mortalidad del 70% y 90%,
respectivamente (Figura 15). En cambio, para el extracto metandlico y hexénico de
C. gayana, fue necesario aplicar 437.5 y 500 ug/mL, alcanzando mortalidades del
15% y 50%, respectivamente (Figura 16). Notoriamente, las concentraciones
utilizadas del extracto hexanico (2600 pug/mL) y metandlico (2925 pg/mL) de M.
repens fueron muy altas, causando mortalidades del 43.3% y 35%, respectivamente
(Figura 17). Estos resultados de las tres plantas, concuerdan con otras
investigaciones que demuestran actividad insecticida de los extractos de plantas

sobre diversas especies de insectos (Leyva et al., 2017).

Recientemente, se ha evaluado que los formulados de plantas como Eucalyptus
globulus, Jatropha curcas, Petiveria alliacea, Ricinus communis y Ruta graveolens,
presentan actividad insecticida sobre Spodoptera frugiperda (Lépez et al., 2022).
Asi mismo, una investigacion determin6 que los extractos etandélicos de Azadirachta
indica (750 mg/L), Nicotiana tabacum (250 mg/L), Murraya paniculata (1000 mg/L)
y Solanum nigrum (500 mg/L), aplicados de manera topica, poseen actividad
insecticida sobre S. frugiperda ya que disminuyen la metamorfosis de larvas a
insectos (Noguera y Morales, 2021). De igual forma, se ha reportado que extractos
de Melinis minutiflora presentan un efecto repelente en larvas de las garrapatas,
Boophilus microplus (Castrejon et al., 2004) y Amblyomma cajennense (Hoyo et al.,
2018).

En relacion con la actividad insecticida determinada en este trabajo, los bioensayos
realizados con los extractos de T. lucida, C. gayana y M. repens y en combinacion
con cipermetrina, permitieron demostrar que estas plantas contienen metabolitos

secundarios que inhiben la resistencia a dicho insecticida en S. frugiperda, ya que
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se observo un aumento en el porcentaje de mortalidad en comparacién con el efecto
de los extractos por si solos, indicando un efecto sinérgico al combinarse. El efecto
potenciado si bien no fue observado para todas las concentraciones analizadas, se
encontraron combinaciones efectivas que vale la pena resaltar. El extracto hexanico
de T. lucida a 62.5 pg/mL caus6 mortalidad de 25% de larvas; y en combinacién con
cipermetrinapiso, la mortalidad aumenté al 92.5% (Figura 15). Para el extracto
hexanico de C. gayana, la mortalidad fue 17.5% a 333 ug/mL y en combinacion con
cipermetrinapcso, llegd al 97.5% (Figura 16). En M. repens, el extracto metandlico
caus6 un 33.3% de mortalidad a 975 pg/mL, y aument6 a 80% al combinarse con

cipermetrinapiso (Figura 17).

Uno de los desafios en el manejo y control de plagas, es el uso indiscriminado de
insecticidas, ya que el abuso en la utilizacion excesiva de los insecticidas sintéticos
ha fomentado la generacién de resistencia en los insectos plaga, lo que conlleva a
la aplicacion de mayores concentraciones de esos plaguicidas, ocasionando
también, la eliminacion de una gran parte de organismos benéficos (Garcés, 2021).
Se ha reportado que la aplicacion de extractos 0 mezclas de compuestos de origen
vegetal que produzcan un efecto sinérgico con los insecticidas y que también
puedan inhibir la resistencia a dichos insecticidas, puede ayudar a disminuir el uso

excesivo de plaguicidas (Zepeda-Jazo, 2018).

La identificacion de los compuestos principales de los extractos hexanicos y
metandlicos de las tres plantas analizadas por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, mostré que la composicion quimica de los extractos es
muy variada en abundancia de diversos grupos de compuestos y depende del tipo
de extracto y planta. Los compuestos identificados pertenecen a grupos como los
terpenoides, fenilpropanoides, cumarinas, acidos grasos de cadena media

(saturados y monoinsaturados), y sus variantes esterificadas de los acidos grasos.

Con la informacién anterior y compilando los resultados para los extractos
completos, tenemos que las tres plantas presentaron actividad insecticida en sus
dos versiones de los extractos (hexanicos y metandlicos), aunque en diferentes

concentraciones de los extractos, mostrando que Tagetes lucida fue la que tuvo
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mayor efecto insecticida a una menor concentracion, cumpliéndose de este modo
la hipotesis que se planted, por lo cual se puede afirmar que estas plantas poseen
una efectiva actividad insecticida y ademas pueden modular la resistencia a

cipermetrina, como en el caso de Tagetes lucida y Chloris gayana.

Por lo tanto, la actividad insecticida ocasionada por los extractos metandlicos y
hexanicos de las tres plantas sobre las larvas de Spodoptera frugiperda se le
atribuye a la presencia de los metabolitos secundarios, que en su mayoria han
tenido un reporte de alguna actividad insecticida o repelente. Ademas, dichos
compuestos presentes en los extractos, interaccionan sinérgicamente aumentando

la susceptibilidad de las larvas de S. frugiperda a la Cipermetrinaptso.

Para determinar los compuestos activos de las plantas seleccionadas, T. luciday C.
gayana, los extractos se fraccionaron por cromatografia en columna, obteniendo
doce fracciones para cada extracto metandlico. En el caso de los extractos
hexanicos se obtuvieron nueve fracciones de T. lucida y siete fracciones de C.
gayana. De las fracciones analizadas, se encontrdé que las fracciones con mayor
actividad fueron las siguientes: la fraccion 3 del extracto metandlico de T. lucida a
350 pg/mL caus6 mortalidad de 26% que, al combinarse con cipermetrinapLso,
aumentd a 75% (Figura 25). La fraccion 4 del extracto hexanico de C. gayana, no
mostré actividad insecticida por si sola, en cambio, cuando esta fraccion a 237.5
pg/mL se combind con cipermetrinaoiso, la mortalidad alcanz6 un 87.5% (Figura 26).
Estos resultados confirman el potencial insecticida de los compuestos presentes en
las fracciones de T. lucida y C. gayana, ademas de que tiene la capacidad de
potenciar la susceptibilidad a cipermetrina, cuando se combinan con dicho
insecticida. En relacién con la actividad de Tagetes, Castillo-Quispe y Barrantes-
Arriola (2019) confirman el potencial insecticida de extractos obtenidos de plantas
de este género, ya que determinaron que el extracto etandlico de Tagetes minuta
(0.0007387 mg/Kg) aplicado por via oral (método de inmersion de hojas), causa
mortalidad del 50% en larvas L2 de S. frugiperda. Por otra parte, el estudio realizado

por Santos y colaboradores (2016) demostré que los extractos de T. erectay T.
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patula tienen efecto insecticida sobre Sitophilus zeamais, cuando se administraron

por via topica (método de aspersion).

Los compuestos identificados en la fraccion 3 del extracto metandlico de T. lucida
fueron herniarina, umbeliferona, escoparona y escopoletina. Para la fraccion 4 del
extracto hexanico de C. gayana, los compuestos mayoritarios fueron el acido
linolénico, &cido linoleico etil éster, acido palmitico etil éster, acido estearico etil éster
y p-vinilguaiacol. Con estos resultados, se puede apreciar que algunos de los
compuestos mayoritarios estuvieron presentes en mayor concentraciéon en las
fracciones activas y el fraccionamiento de los extractos cumplié su objetivo en la

separacion de los metabolitos.

Los compuestos identificados en la fraccion activa de T. lucida coinciden con
algunos de los compuestos reportados por Torres-Martinez et al., 2022. Ademas,
ya se habian identificado por HPLC-MS a siete cumarinas y tres flavonoides, en un
extracto metandlico/cloroférmico de esta planta, donde esos compuestos fueron: 8-
dihidroxicumarina, umbeliferona, escoparona, esculetina, 6-hidroxi-7-
metoxicumarina, herniarina, escopoletina, patuletina, quercetina y quercetagetina
(Céspedes et al., 2006).

En el caso de los compuestos encontrados en la fraccion activa de C. gayana, los
reportes son practicamente nulos para dicha especie, en su mayoria reportan el
contenido mineral de calcio, fosforo, magnesio, sodio, fierro, cobre, zinc y potasio,
como valor nutrimental (Okukenu et al., 2021) y se ha reportado la presencia de
taninos, alcaloides, esteroides y triterpenos por pruebas cualitativas (Oliveira, 2014).
Sin embargo, se ha reportado que el aceite de Moringa oleifera, que principalmente
presenta a los acidos oleico y palmitico, poseen actividad insecticida contra S.
frugiperda (Kamel, 2010). En el mismo sentido, Gonzalez-Casarrubias (2019)
reportan que un tratamiento de alimentacion enriquecido con &cido oleico, linoléico,
palmitico y estearico, mostraron actividad insecticida sobre larvas de S. exigua.
Cabe destacar, que en ningun articulo se ha reportado la composicion quimica de
los metabolitos secundarios de Chloris gayana, lo cual representa un gran aporte a

futuras investigaciones sobre esta especie considerada solamente como una
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maleza, y brinda apertura al estudio de sus posibles usos y actividades biol6gicas

en base a sus compuestos quimicos.

En especifico, se ha reportado que la fraccion 5 (F5) de T. lucida obtenida por
cromatografia en columna causo un 100% de inhibicién sobre el crecimiento de los
hongos Botrytis cinerea y Colletotrichum acutatum (Fulgencio-Negrete, 2013), sin
embargo, la actividad insecticida de dicha fracciébn no fue determinada en ese
trabajo u otra investigacion. En esa investigacion, se identifico al metil eugenol con
un 94.4% de abundancia en la fraccion F5, al cual se le atribuyo el efecto fungicida,

sin embargo, no se reporté la presencia de cumarinas (Fulgencio-Negrete, 2013).

Los compuestos mayoritarios de los extractos y fracciones identificados por
cromatografia de gases-espectrometria de masas en este trabajo, han tenido
reportes por distintos autores, que demuestran su actividad insecticida sobre
diversas especies de insectos considerados como plaga. Dichos reportes, asi como
la especie sobre la que tienen el efecto, se muestran en la tabla 16.

En comparacién, los extractos completos de las tres plantas mostraron actividad
insecticida sobre las larvas de S. frugiperda, pero las fracciones obtenidas de T.
lucida y C. gayana, presentaron un efecto insecticida especifico, dependiente de la
fraccion. De igual manera, la resistencia hacia la cipermetrina estuvo modulada
notoriamente por las fracciones activas, superando al efecto presentado por los
extractos. En su mayoria, los efectos se vieron potenciados sinérgicamente entre
los compuestos presentes en las fracciones activas y se aumento la susceptibilidad
a la cipermetrinapiso. Por lo cual, podemos aseverar que las fracciones activas
tienen un mayor potencial insecticida y modulacion de la resistencia cipermetrina en

S. frugiperda, que los extractos completos.

Los compuestos presentes en los extractos y fracciones analizadas en este trabajo,
presentaron un efecto equivalente a una fumigacion directa en los insectos plaga,
ya que la aplicacion fue por via topica. Se desconoce al momento, si los extractos
o fracciones poseen efecto anti-alimentario o téxico por ingestion, cuando la

aplicacién sea por via oral.
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Tabla 16. Compuestos mayoritarios identificados en los extractos de las tres plantas
y fracciones con reporte de actividad insecticida en diversas especies de insectos.

Compuesto con

Efecto sobre especie

Referencia

actividad insecticida
Herniarina

Ae. Aegypti

Oranday et al., 2008.

Acido palmitico

S. frugiperda
An. culicifacias
S. exigua.

Pérez-Gutiérrez et al., 2011;
Sogan et al., 2021; Gonzalez-
Casarrubias, 2019.

Acido linolénico

S. frugiperda

Ramos-Lopez et al., 2012.

Ceratitis capitata
Tetranychus cinnabarinus

e-Nerolidol R. dominica Nascimento et al., 2018.
Anopheles arabiensis Narayanaswamy et al., 2014;
Umbeliferona Ae. aegypti Alvarez-Valverde, 2021.
Erythrina variegata Baranitharan et al., 2019;
Acido linoléico S. exigua Gonzélez-Casarrubias, 2019;
S. frugiperda Ramos-Lo6pez et al., 2012.
Linalol Ae. aegypti Aciole et al., 2011; Cao et al.,
T. castaneum 2018.
Estragol Ae. aegypti Aciole et al., 2011.
a-Muuroleno C. pusillus Lopez-Belqui, 2008.
Phthorimaea operculella )
Escopoletina Ae. aegypti Sharma et al., 2006; Alvarez-

Valverde, 2021; Campagna,
2015; Ma et al., 2020.

Cydia pomonella

Escoparona Tetranychus cinnabarinus Zhou et al., 2022.
R. dominica Lépez-Belqui, 2008; Rants'o et
Metil eugenol Anopheles funestus al., 2023; Alkan et al., 2023.

p-Vinilguaiacol

D. melanogaster

Shu et al., 2012.

Oxido de cariofileno

Ae. Aegypti
Sitophilus zeamais

Aciole et al., 2011; Liu et al.,
2012.

Acido estearico

Earias vittella

Pavunrai et al., 2017.

Acido oleico

Ae. aegypti
Culex quinquefasciatus

Gurunathan et al., 2016.

Finalmente, este trabajo proporciona una investigacion comparativa de la
composicion quimica, actividad insecticida y modulacion de la resistencia a
cipermetrina de los extractos y fracciones de las plantas Tagetes lucida, Chloris

gayana y Melinis repens.
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13. CONCLUSIONES

Los extractos completos de Tagetes lucida tienen mayor actividad insecticida sobre
larvas L3 de Spodoptera frugiperda en comparacion con los extractos Chloris

gayana y Melinis repens.

Los compuestos mayoritarios presentes en los extractos de Tagetes lucida fueron
de tipo terpenoide como metil eugenol y estragol; ademas de cumarinas como la

herniarina, umbeliferona, escopoletina y escoparona.

La combinacion de los extractos hexanicos de T. lucida y C. gayana con
cipermetrina, tienen la capacidad de potenciar la susceptibilidad a dicho insecticida

en S. frugiperda.

Por otra parte, la fraccion 4 del extracto hexanico de Chloris gayana no posee una
actividad insecticida por si sola, sin embargo, presenta la mayor capacidad de

aumentar la mortalidad en las larvas cuando se le combina con cipermetrina.

Los metabolitos identificados en la fraccién 4 del extracto hexénico de C. gayana
fueron acido linolénico, acido linoléico etil éster, acido palmitico etil éster y p-

vinilguaiacol, como compuestos mayoritarios.
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