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ESTUDIO FITOQUIMICO DE Roldana ehrenbergiana (Klatt) H. Rob. & Brettell Y
SU ACTIVIDAD INSECTICIDA EN Epilachna varivestis Mulsant

Gabriel Garcia, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2014

En la busqueda de alternativas ecologicas para el manejo de plagas se ha utilizado
una diversidad de plantas con propiedades toxicas, entre ellas puede estar la hierba
del perro Roldana ehrenbergiana, especie tdxica para borregos, caballos, perros y
ratas; asi mismo, se utiliza en cebos para el control de hormigas, como veneno para
perros y ha presentado accion insecticida en mosquito Culex quinquefasciatus. Sin
embargo, se desconoce el habitat, fenologia y reas potenciales de distribucién, asi
como su actividad insecticida e insectistatica en plagas de importancia agricola y
sanitaria como la conchuela del frijol Epilachna varivestis y mosquito doméstico
Aedes aegypti. Para ello, se realizaron muestreos y visitas de campo, se utilizaron
colectas georeferenciadas y variables climéticas de WorldClim para crear un modelo
con el algoritmo MaxEnt. En E. varivestis se realizaron bioensayos en confinamiento
sin eleccion (CS) y con eleccién (CC) de alimento, donde se evaluo el extracto en un
rango de concentraciones de 0.1 a 20,000 ppm, y de 5,000 ppm, respectivamente.
Los tratamientos se asperjaron en hojas cotiledonales de frijol Phaseolus vulgaris
var. Flor de mayo, después del secado se colocaron 10 larvas neonatas, de menos
de 24 horas de edad, y se confinaron en recipientes de plastico. A los 7 d se registro
mortalidad, peso de larva y consumo foliar, para determinar mediante analisis Probit
la Concentracion Letal media (CLso), Inhibicion media de la Alimentacion (I1Aso) y
Proteccion Foliar media (PFso), asi como Area Foliar Protegida (AFP). En A. aegypti
se evalud el macerado de 1 a 20%, extracto de 10,000 a 100,000 ppm y las fracciones
de 10 a 1,000 ppm; colocando 20 larvas de cuarto instar en un vaso con 100 mL de
agua, después se agreg6é 1 mL de la concentracion a evaluar. A las 24 h se registro
mortalidad y mediante andlisis Probit se determin6 la Concentracién Letal media
(CLso). Los resultados muestran que R. ehrenbergiana se distribuye en la zona centro
de México a una altitud promedio de 1,874.7 msnm, temperatura media anual de
18.78 °C y precipitaciéon promedio de 876.70 mm, con vegetacién asociada de
matorral espinoso con Acacia sp, bosque de Quercus y pastizal inducido; el ciclo
fenoldgico inicia en mayo y termina en agosto; la distribucion potencial esta
determinada por la isotermalidad. R. ehrenbergiana presento actividad insecticida e
insectistatica a través de la inhibicion de la alimentacion en E. varivestis, y proteccion
foliar en frijol; en CS, la mortalidad tuvo una CLso de 3,233.09 ppm, IAso de 1,575.22
ppm y PFso de 459.07 ppm, mientras que en CC se observo un AFP de 91.88 a
98.96%, sin causar mortalidad ni afectar peso de larva. En A. aegypti, la accion
insecticida del macerado tuvo CLso de 8.29 a 12.32%, el extracto de 51,268.34 a
61,217.24 ppm, y las fraccion de 92.65 a 220.92 ppm, atribuyendo el efecto toxico a
las fracciones C1 y D1. La especie R. ehrenbergiana representa una alternativa para
el manejo ecoldgico de plagas agricolas y sanitarias y es fuente para la extraccion
de dichos compuestos.

PALABRAS CLAVE: Actividad insecticida, Inhibicion del crecimiento, Proteccion
foliar, Aedes aegypti, MaxEnt, CLso, |As0, PFso.
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PHYTOCHEMICAL STUDY OF Roldana ehrenbergiana (Klatt) H. Rob. & Brettell
AND INSECTICIDAL EFFECT IN Epilachna varivestis Mulsant

Gabriel Garcia, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2014

In search of ecological alternatives for pest management has use a variety of plants
with toxic properties, however there are option such as hierba del perro Roldana
ehrenbergiana, it's a toxic specie for sheep, horses, dogs and rats, so it's used in
baits to control ants, and insecticidal effect on mosquito Culex quinquefasciatus.
However, insecticidal and antifeedant activity are not known in Mexican bean beetle
Epilachna varivestis and mosquito Aedes aegypti, and the environmental factors is
not known for distribution area of the specie. In this paper, was evaluated the
maceration, extract and fractions obtained with ethanol on root R. ehrenbergiana. In
E. varivestis in non-choice bioassays (CS) was use extract to concentrations from 0.1
to 20.000 ppm, and choice bioassays (CC) was applied extrac to 5,000 ppm. They
was sprayed in cotyledons leaf of bean var. Flor de mayo, after drying was put 10
neonate larvae and were confined in plastic containers. At 7 day, the mortality, larval
weight and leaf consumption was determined and were use in PROBIT analysis for
determinate Lethal Concentration (LCso) Antifeedant (AFso) and Leaf Protection
(LPso). In CC was obtained 91.88 to 98.96% Leaf Protected Area (LPA) without
causing mortality or affect larval weigth of E. varivestis. In A. aegypti was evaluated
the maceration to concentrations of 1 to 20%, extract from 10,000 to 100,000 ppm,
and fractions from 10 to 1,000 ppm; for bioassay test, 20 larvae were taken in plastic
glass which 100 mL of water, then added 1 mL of each concentration. At 24 h was
register mortality and determinated Lethal Concentration (LCso). In the potential
model distribution of R. ehrenbergiana was use MAXEnt algorithm and bioclimatic
variables of WorldClim. The results of R. ehrenbergiana show insecticide effect on A.
aegypti, and toxic and antifeedant on larvae E. varivestis and leaf protection on beans.
The LCso was 3,233.09 ppm, AFso of 1,575.22 ppm and LPso of 459.07 ppm. In A.
aegypti, the LCso for maceration was 8.29 to 12.32%, extract of 51,268.34 to
61,217.24 ppm and fraction of 92.65 to 220.92 ppm; attributing to fractions C1 and
D1 the toxic effect in roots of R. ehrenbergiana. The potential area distribution are
located in central Mexico in the states of Oaxaca, Puebla and Tlaxcala, and was
determined for bio3, bio19, Bio7, bio8 and bio10 variables of WorldClim. The extract
ethanol of root R. ehrenbergiana is an alternative for pest management agriculture.

KEYWORDS: Insecticidal activity, Antifeedant, Leaf protection, Aedes aegypti,
MaxEnt, LCso, ICs0, CPso.
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1.3. INTRODUCCION GENERAL

Desde tiempos remotos el hombre ha aprovechado las plantas para satisfacer
sus necesidades de alimento, colorante, construccion, control de plagas y
enfermedades, medicina, veneno y vestimenta. En el control de plagas, éstas se
han utilizado en forma de aceite, ceniza, extracto, humo, jugo, polvo y resina, para
provocar efecto insecticida e insectistatico (Rodriguez et al., 2003); en la dltima
década sobresalen el ajo Allium sativum L., anona Annona sp, nim Azadirachta
indica A. Juss., chile Capsicum sp, epazote Chenopodium ambrosioides L., hierba
de la cucaracha Haplohyton cimicidium A.D.C., higuerilla Ricinus communis L.,
paraiso Melia azedarach L., tabaco Nicotina tabacum L. y sabadilla Schoenocaulon
officinale (Schitdl. & Cham.) A. Gray ex Benth., entre otras (Rodriguez, 2006 y 2012)
en el manejo de diversas plagas que afectan a cultivos o plantas de importancia

econdmica.

Sin embargo, existen otras especies vegetales con propiedades téxicas como
la hierba del perro Roldana ehrenbergiana (Klatt) H. Rob. & Brettell, especie
endémica de México localizada en los estados de Morelos, Oaxaca, Puebla y
Querétaro. En la Mixteca Alta Oaxaquefia ha sobresalido por su toxicidad para
borregos, caballos, burros, vacas, etc., y en el municipio de San Miguel Tulancingo,
Oaxaca, es utilizada como veneno para perros. El uso como toxico, se remota desde
tiempos la Colonia donde se utilizé para matar conejos, perros y ratas, y como
medicina en el tratamiento de la lepra y epilepsia (Martinez, 1959). Asi mismo, R.

ehrenbergiana ha utilizado en cebos para el control de hormigas defoliadoras
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(Rodriguez, 1999) y como veneno para perros con rabia en el estado de Puebla
(Pérez-Castorena et al., 2006). En estudios fitoquimicos, se han aislado compuestos
como rolderenbergiana A, B, C, D y sendarwina |, a partir del extracto en metanol
de flores, hojas y raiz de R. ehrenbergiana, registrando solamente sendarwina |
moderada accién citotoxica (Pérez-Castorena et al., 2005); por otro lado, el
macerado de la raiz en etanol mostré accion insecticida a una Dosis Letal media
(DLso = 2.50% p/v) en larvas de mosquito Culex quinquefasciatus Say (Garcia et al.,

2012).

En la agricultura, la conchuela del frijol Epilachna varivestis Mulsant es una
plaga que afecta a éste cultivo principalmente en zonas templadas, llegando a
reducir hasta 25% el &area foliar y en 30 a 60% el rendimiento (Yerkes et al., 1959)
y en frijol ejotero provoca peérdidas de hasta 50% (Dominguez et al., 2001). Para su
control se ha utilizado el método quimico, principalmente, que ha conllevado al
desarrollo de resistencia, contaminacién del ambiente y riegos de intoxicacién en
consumidores y productores. Ante dicho panorama, Rodriguez y Lagunes (1992)
buscaron alternativas para su manejo mediante plantas con propiedades
insecticidas, encontrando a nivel de laboratorio 32 especies cuyos extractos
acuosos al 50% provocaron mortalidad superior a 30%, inhibicion del crecimiento o
disminucion del consumo foliar en larvas. No obstante, al probarlas en campo solo
seis especies fueron sobresalientes: manzanilla Arctostaphylos pungens Kunth,
hediondilla Cestrum anagyris Dunal, cancerina Hippocratea excelsa Kunth, huele de
noche Cestrum nocturnum Duss, R. communis y cedrillo Trichilia americana (Sessé

& Moc.) T.D. Penn.



En la salud, el mosquito doméstico Aedes aegypti es considerado el principal
transmisor del dengue y fiebre amarilla en México y Sudamérica; su control ha sido
con productos quimicos sintéticos, lo que ha provocado resistencia y contaminacion
del ambiente. Por tal motivo, se ha buscado alternativas de manejo como la
aplicacion de extractos vegetales de chirimoya Annona muricata L., mata ratén
Gliricidia sepium Kunth ex Steud. y jaboncillo Sapindus saponaria L. (Amariles-
Barrera et al., 2013), palo santo Bulnesia sarmientoi Lorentz ex Griseb y M.

azederach (Sanabria et al., 2009), obteniendo una mortalidad superior al 50%.

Con base en la toxicidad, uso tradicional y resultados obtenidos en laboratorio
sobre R. ehrenbergiana, la presente investigacion tuvo como objetivo describir el
habitat, condiciones climaticas, fenologia, modelar su distribucion potencial; asi
como evaluar la actividad insecticida e insectistatica del extracto en etanol de la raiz
de R. ehrenbergiana, en una plaga agricola y sanitaria, E. varivestis y A. aegypti, y
determinar las fracciones responsables de la actividad biolégica encontrada en

dichos bioensayos.



1.4. OBJETIVO GENERAL

1.4.1. Objetivo general

e Describir el habitat de crecimiento de R. ehrenbergiana en la Mixteca Alta

Oaxaquefia, y determinar el efecto toxico para el control de una plaga de

importancia agricola y sanitaria.

1.4.2. Objetivos particulares

e Caracterizar el habitat de crecimiento de R. ehrenbergiana ubicado en la Mixteca

Alta Oaxaquenia.

¢ Modelar la distribucién potencial de R. ehrenbergiana en la Republica Mexicana.

e Evaluar la actividad insecticida e insectistatico provocado por el extracto en

etanol de la raiz de R. ehrenbergiana en larvas de E. varivestis y proteccion

foliar en frijol.

e Evaluar la actividad insecticida causada por el macerado, extracto y fracciones

obtenidas con etanol de la raiz de R. ehrenbergiana en larvas de A. aegypti.

e Determinar las fracciones responsables de la actividad biolégica observada en

A. aegypti.



1.5. HIPOTESIS GENERALES

EL habitat de R. ehrenbergiana esta relacionado vegetacion del predominate

del sitio de estudio.

El extracto etanol de la raiz de R. ehrenbergiana causa toxicidad en larvas

de E. varivestis y A. aegypti.

La accion bioldgica E. varivestis y A. aegypti es provocada por compuestos

sesquiterpenos rolderenbergiana A, B, C, D y serdarwina I.



SECCION 2. HABITAT DE CRECIMIENTO, FENOLOGIA Y DISTRIBUCION

POTENCIAL DE LA HIERBA DEL PERRO Roldana ehrenbergiana

2.1, RESUMEN ...t e e e e e e e e e e e e e e eaa s 7
2.2. INTRODUCCION .....ooouiieiieieeeeeeeee ettt et ete e e eaeeen e 8
2.2. MATERIALES Y METODOS .......ooieieeeteeeeteeeeee ettt 9
2.2.1. Area de SIUMIO .......cveeveeeeieeeie ettt 9
2.2.2. Informacion climética y ambiental ...........ccccccoiiiiiiiiii e 9
2.2.3. Fuentes de informacion etnobotaniCa ............ccevvvvviviiviiiiiiiiiieiiiiieeeee, 10
2.2.4. Caracterizacion de material vegetal ............cccooooviiiiiiiiiieeieee, 10
2.2.5. Modelado de la distribucion potencial ..., 11
2.2.6. ANAliSiS eStadiStICO.....ccvviiiiieiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 12
2.3. RESULTADOS Y DISCUSION.......ecoiiiiieieteeeeeeeeeeeecee et 12
2.3.1. Caracteristicas ambientales de las areas de colecta. ........cccccccevveeeenn. 12
2.3.2. Vegetacidon asociada a R. ehrenbergiana ............ccccccceeeieeeeeiieeeiinnnnnnn. 13
2.3.3. Nombres comunes y usos de R. ehrenbergiana en México................ 14

2.3.4. Etnobotanica de R. ehrenbergiana en San Miguel Tulancingo,
(O C: [oF= F TSP 15
2.3.5. Habitat y desarrollo de R. ehrenbergiana en San Miguel Tulancingo .17

2.3.6. Fenologia y reproduccién de R. ehrenbergiana en San Miguel

V1= U Vo o o J 24

2.3.7. Distribucion potencial de R. ehrenbergiana.............cccccccoovviiiiiiiinnn.n. 27

2.4. CONCLUSIONES ... .ottt e e e e e e e e e e e e 29
2.5. LITERATURA CITADA .ottt 30



2. HABITAT DE CRECIMIENTO, FENOLOGIA Y DISTRIBUCION POTENCIAL

DE LA HIERBA DEL PERRO Roldana ehrenbergiana

2.1. RESUMEN

La hierba del perro R. ehrenbergiana es una especie endémica de México
con propiedad toxica en ciertos animales, sin embargo se desconoce las
condiciones fisiologicas, ambientales y areas de distribucion; por lo tanto, el objetivo
de la presente investigacion fue caracterizar el clima, habitat, fenologia y distribucion
potencial de R. ehrenbergiana. Para ello, se realizaron muestreos y visitas en
campo, se ubicaron registros georeferenciados, datos de normales climatoldgicos,
variables bioclimaticas y se utiliz6 el algoritmo MaxEnt. La especie R. ehrenbergiana
se distribuye en la zona centro de México a una altitud promedio de 1,874.7 msnm,
con temperatura media anual de 18.78 °C, y precipitacion de 876.70 mm. En la
Mixteca Alta Oaxaquefia, se desarrolla en tres hébitats: bajo sombra de Acacia sp,
Quercus sp y al aire libre. El ciclo biolégico comienza con la emergencia y
crecimiento vegetativo en mayo y mediados de junio, la floracién se concentra en la
segunda quincena de junio, la formacion y maduracién de semillas en julio, y la
dispersion de ésta y senescencia de la planta en agosto. Las areas potenciales de
distribucion se localizan en los estados de Oaxaca, Puebla y Tlaxcala, delimitada
principalmente por la isotermalidad, precipitacion del trimestre mas frio, temperatura
media anual, temperatura media del trimestre mas lluvioso y temperatura media del

trimestre mas calidos.



2.2. INTRODUCCION

El género Roldana se distribuye a lo largo de la Republica Mexicana,
encontrando especies en el Distrito Federal y los estados de Aguascalientes,
Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Colima, Durango, Estado de México, Guanajuato,
Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca,
Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Veracruz y

Zacatecas (Redonda y Villasefior, 2011).

R. ehrenbergiana, también clasificada como Senecio acerifolius Kilatt,
Senecio canicidus Sessé & Moc., Senecio ehrenbergianus Klatt, Senecio
semperamatae T.M. Barkley (Funston, 2008; Redonda-Martinez y Villasefior-Rios;
2011), es una especie endémica de México localizada en los estados de Guerrero,
Morelos, Nayarit, Puebla y Querétaro, a elevaciones de 2,000 a 2,100 msnm; es
una planta herbacea de 60 a 80 cm, con tallos tomentosos, hojas tipo pinnatisectas
y tomentosas, cabezuela heterégama, flores liguladas y en disco, fruto tipo aquenio;
y esta asociada al matorral xerofilo, con un periodo de floracion y fructificacion de
mayo a julio (Redonda-Martinez y Villasefior-Rios, 2011). Sin embargo, se conoce
poco sobre el habitat, crecimiento y areas potenciales de distribucion, no obstante
que en la actualidad existen algoritmos que modelan el nicho ecolégico de una
especie mediante la relacion entre los puntos de presencia conocidos de la especie
y las variables ambientales incluidas en el modelo (Lindermayer et al., 1996). Con

base en lo anterior, el objetivo del trabajo fue caracterizar el habitat, crecimiento y



fenologia de R. ehrenbergiana en condiciones ambientales de la Mixteca Alta

oaxaquenfia, y modelar su distribucion potencial de la Republica Mexicana.

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Area de estudio

El sito de estudio y colecta de R. ehrenbergiana se ubic6 en el municipio de
San Miguel Tulancingo, Oaxaca, México. El clima es templado subhimedo con
lluvias en verano y precipitacion anual de 600 a 800 mm; se presenta un periodo de
canicula entre julio-agosto. La altitud del habitat de desarrollo es de 2,471 msnm,
con vegetacion compuesta de pastizal inducido, bosque de encino y chaparral

(INEGI, 2008).

2.2.2. Informacién climéaticay ambiental

Se conformd una base de 21 puntos de coletas georreferenciados, para el
modelado de la distribucion potencial de R. ehrenbergiana, y las 19 variables
bioclimaticas manejadas por WorldClim (Phillips et al., 2006). Se ubicaron las
estaciones meteoroldgicas mas cercanas a los puntos de colectas con ayuda del
software Google Earth Pro ver. 7.1.2.2, y utilizando los registros del Servicio
Meteorologico Nacional, se obtuvieron las normales climatoloégicas de cada
estacion, las cuales se utilizaron para describir las variables bioclimatica de

WorldClim.



2.2.3. Fuentes de informacion etnobotanica

La informacion de distribucion, vegetacion y usos de R. ehrenbergiana y sus
sinonimias S. acerifolius, S. canicida y S. semperamatae, se recabo utilizando la
Red Mundial de Informacién sobre Biodiversidad (REMIB) y fichas de colecta
ubicadas en los herbarios de Division de Ciencias Forestales de la Universidad
Autonoma Chapingo, CHAPA del Colegio de Postgraduados y Herbario Nacional
MEXU del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional de México. El uso

etnobotanico local se obtuvo a través de entrevistas informales con actores claves.

2.2.4. Caracterizacion de material vegetal

Para la descripcion de la fenologia R. ehrenbergiana, se realizaron visitas de
campo de manera mensual durante el 2010, 2011 y 2012, realizando muestreos y
registro fotografico en cada etapa fenoldgica. La caracterizacion de la parte aérea
de la planta se realizé con el muestreo de 17 individuos al azar en los tres habitats
de crecimiento. Las variables evaluadas fueron: altura de planta, diametro basal e
intermedio, # de ramas secundarias, # hojas en rama principal y secundarias y # de
inflorescencia. En la determinacién de distribucién de Materia Seca Total (MST), se
muestrearon 10 plantas al azar, en los tres habitats, para medir: peso seco de raiz,
tallo, hojas e inflorescencia. Para la caracterizacion del habitat de crecimiento, se
marcaron 12 individuos en etapa vegetativa, en cada sitio, y se registré altura,
diametro basal y # de hojas, en dos fechas diferentes; el estudio se complemento
con un muestreo destructivo de 6 individuos a los que se medio altura, diametro
basal, # de hojas, Area Foliar cuantificada (AFc) con un integrador de area LI-COR

LI3100, peso seco de hojas y tallos. En la generacion de estimacion del area foliar,
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se tomaron 12 hojas al azar, de cada una de las 6 plantas, y se determiné largo,

ancho, AFc y peso seco.

2.2.5. Modelado de la distribucion potencial

En la distribucion potencial de R. ehrenbergiana se empled el algoritmo
MaxEnt (Maximun Entropy) ver. 3.3.3 y las “variables caracteristicas” (lineal,
cuadratica, producto, umbral y tipo “hinge”) incluidas en el programa, mientras que
los mapas, la probabilidad de presencia de la especie se representaron en escala
acumulativa. Las variables bioclimaticas utilizadas en el modelo fueron: temperatura
media anual (biol), rango de temperatura media (bio2), isotermalidad (bio3),
estacionalidad de la temperatura (bio4), temperatura maxima del mes mas calido
(bio5), temperatura minima del mes mas frio (bio6), rango de temperatura anual
(bio7), temperatura media del trimestre mas lluvioso (bio8), temperatura media del
trimestre mas seco (bio9), temperatura media del trimestre mas célido (biol0),
temperatura media del trimestre mas frio (bioll), precipitacion anual (biol2),
precipitacion del mes mas lluvioso (biol3), precipitacion del mes mas seco (biol4),
estacionalidad de la precipitacion (biol5), precipitacion del trimestre mas lluvioso
(bio16), precipitacion del trimestre mas seco (biol7), precipitacion del trimestre mas

calido (biol8) y precipitacion del trimestre mas frio (biol9).

La evaluacion de los modelos se realizé con base al area bajo la curva (AUC:
Area Under the Curve) cuyo valor varia de 0.0 a 1.0; y entre mas cercano sea a 1.0

quiere decir que el modelo tiene buen desempefio. También se utilizo el valor
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explicativo de cada variable en el modelo (analisis Jacknife) para determinar el

porcentaje en el mismo.

2.2.6. Analisis estadistico

Los datos de cada una de las variables evaluadas, excepto los climaticos, se
sometieron a las pruebas de los supuestos de normalidad (Shapiro Wilks
modificado) (Royston, 1982) y homogeneidad de varianza (prueba de Bartlett)
(Bartlett, 1937), para implementar un ANAVA o Kruskal Wallis, y posteriormente
determinar diferencias estadisticas entre tratamientos con la prueba de
comparacion de medias Tukey (P < 0.05) o comparaciones multiples (P < 0.05),

respectivamente, en el programa InfoStat 20131 (Di Rienzo, 2013).

2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1. Caracteristicas ambientales de las areas de colecta

La hierba del perro R. ehrenbergiana es una especie endémica de México que
se distribuye en la zona centro del pais; de las 21 colectas registradas en los
diferentes herbarios, 12 colectas fueron realizadas en el estado de Puebla, seis en
el estado de Morelos, una colecta en cada uno de los estado de Querétaro, San
Luis Potosi y Oaxaca. En base a los puntos georeferenciados y a las normales
climaticas de las estaciones meteorologicas mas cercanas a los puntos de colecta,
se determind que la planta se ubica a una altura promedio de 1,874.7 (2,459.0 —
1,155.0) msnm, en condiciones ambientales de temperatura maxima promedio

anual de 29.97 (35.03 — 25.38) °C, temperatura promedio anual 18.78 (21.91 —
12



15.25) °C, temperatura minima promedio anual de 7.90 (11.22 — 3.84) °C y

precipitacion promedio anual de 876.70 (3,183.30 — 383.50) mm (SMN, 2014) .

2.3.2. Vegetacion asociada a R. ehrenbergiana

En registros en herbarios de R. ehrenbergiana, asocia a la especie con: a)
matorral espinoso con crasicaules, b) matorral espinoso con bursera Bursera aptera
Ramirez, copal Bursera copallifera (DC.) Bullock, chupiri Euphorbia calyculata
Kunth, colorin Erytrina oaxacana (B.A.Krukoff), chichituna Polaskia chichipe
Gassetim y Ferocactus sp, ¢) bosque caducifolio con Prunus sp, Ipomoea sp, Ficus
sp y Minosa sp, d) bosque de pino, encinos y cedros, e€) bosques de encino, pino-
encino, coniferas, y f) matorrales secundaros, y zonas perturbadas, principalmente
pastizales sujetos al pastoreo de ganado. Se encuentra desde lugares humedos y
praderas, terreno volcanico con alto contenido de materia organica, hasta suelos

someros, tipo migajon-arenoso de color negro (Figura 1).

Figura 1. Vegetacion de matorral espinoso y bosque de encinos asociado a R.

ehrenbergiana.
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2.3.3. Nombres comunes y usos de R. ehrenbergiana en México

R. ehrenbergiana y sus sinonimias, tiene diversos nombres comunes, por
ejemplo, en Morelos se conoce como “hierba de la puebla”, en Puebla como “hierba
de la fresca puebla, yerba de la puebla, hierba de perro, falsa arnica 6 Itzcuimpatli

(itzcuintli = perro, patli = medicina o veneno)” y en Oaxaca como “hierba del perro”.

La informacion recopilada, a través de fichas de herbario, refieren su uso para
curar ulceras, matar perros y peces; como tratamiento de la epilepsia, lepra y
tuberculosis, aplicando la planta sobre las superficies sangrantes, razon por la cual,
el Dr. E. Castro indica que fue exportada a Centroamérica. Otros autores, como
Martinez (2005), recopilaron diversos usos como:

“Hernandez indica que el uso de ésta planta espolvoreada en la carne
para matar perro y otros animales, y en la medicina contra la lepra. El Dr. M.
Rio de la Loza estudio la especie como tratamiento para la epilepsia, pero
solo en algunos casos se observo disminucion pasajera de los ataques. El Dr.
Jourdanet cree que esta planta podria servir para la rabia. Los Dres. M. Rio
de la Loza y Onate Alfaro y otros han usado esta planta contra la epilepsia.
La materia médica aconseja de 10 a 15 centigramos del polvo de la planta,
una o dos veces al dia, segun los efectos observados. La planta debe usarse

fresca porque su principio activo se altera pronto.

La accion fisioldgica se basa en producir convulsiones y alteraciones de
la circulacion y la respiracion; parece producir alucinaciones auditivas. 20
centigramos del &cido o cuatro gramos del polvo de la hierba matan a un perro
de talla mediana, 4 centigramos para las ratas, 8 para los conejos y 12 para
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los perros” e indica que la “accion fisiolégica se basa en producir convulsiones
y alteraciones de la circulacion y la respiracion; parece producir alucinaciones
auditivas. 20 centigramos del acido o cuatro gramos del polvo de la hierba
matan a un perro de talla mediana, 4 centigramos para las ratas, 8 para los

conejos y 12 para los perros”.,

2.3.4. Etnobotanica de R. ehrenbergiana en San Miguel Tulancingo, Oaxaca
La planta tiene importancia local y regional debido al riesgo de intoxicacion que
representaba en el ganado ovino, caprino, vacuno, equino, asnal, entre otros; razén
por la cual, los pobladores implementaron “tequios” para eliminar la planta ubicada
en el paraje “Llano de la hierba” ubicado a 3.2 km de la cabecera municipal; sin
embargo, no se logré el objetivo, motivo por el cual la comunidad optd por levantar
un muro de piedra, para dificultar la entrada del ganado al area de distribucién de

R. ehrenbergiana.

e

Figura 2. Vestigios del muro de piedra levantado en una parte del area

de distribucion de R. ehrenbergiana.
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Otro aprovechamiento local que tiene R. ehrenbergiana es como veneno para
matar perros, siguiendo el siguiente procedimiento: a) en campo, se colectan de 5
a 10 hojas frescas de la planta, b) en la cocina, se elaboran bolitas de masa
(aproximadamente 100 g), se agrega las hojas y se amasa 0 mezcla, c) se elabora
la tortilla 0 “memela” (tortilla gruesa y ovalada) y pone a cocer en comal de barro a
fuego lento, d) terminado la coccion de la tortilla, se deja enfriar y se le ofrece al
perro como alimento, y e) el animal muere por envenenamiento, provocando
inflamacion del estbmago, acompafiado de emision de espuma en la boca. En el
proceso de manipulacion de la plantas, es importante asegurar que ningun animal
doméstico, herbivoro, lo consuma ya que existe el riesgo de intoxicacién y muerte

(Figura 3).

Figura 3. Esquema de utilizacion de R. ehrenbergiana en San Miguel
Tulancingo, Oaxaca.
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2.3.5. Habitat y desarrollo de R. ehrenbergiana en San Miguel Tulancingo

La especie se localiza en el paraje “Llano de la hierba”, ubicado a 3.2 km de la
localidad, abarcado una superficie aproximada de 8.0 hectareas de matorral
espinoso con ejemplares de encino. El area se encuentra localizada en una zona

de planicie y cafiada con pendientes de 10 a 100%. El suelo es arcilloso, de color

negro, pedregoso y con una profundidad no mayor a 40 cm (Figura 4).

170200 204 O3racios Google eart

Figura 4. Ubicacion espacial del &rea de crecimiento de R. ehrenbergiana: a) linea roja

representa la barrera de piedra, y b) linea amarilla el area de distribucion.

R. ehrenbergiana es una planta herbacea de ciclo perenne, aunque la parte
aérea muere en época de frio y secas. El rizoma forma “macollos” compactos de 3
hasta 15 plantas (Figura 5). Los individuos presenta un tallo principal con altura

promedio de 71.31 + 7.43 cm, diametro basal de 7.21 £ 0.13 mm y didmetro medio
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de 5.25 + 0.12 mm; el tallo tiene 5.88 + 1.22 ramificaciones secundarias, 73.71
15.91 hojas y 4.12 + 2.09 inflorescencia terminales. Las flores son compuestas, de
color amarillo y polinizadas por la flora entomolégica, principalmente abejas (Figura

6).

Figura 6. Detalle de la flor e insectos polinizadores en R. ehrenbergiana.
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Los individuos de R. ehrenbergiana crecen principalmente bajo sombra de
arboles como encinos y/o matorral espino, y en menor cantidad, al aire libre a pleno
sol (sin sombra). Las principales plantas nodrizas son encino blanco Quercus sp y
espino de clavo Acacia sp, donde R. ehrenbergiana se distribuyéndose desde la

base del tallo y a todo lo largo de la zona de goteo, lugar con menor incidencia de

radiacion solar y mayor disponibilidad de humedad (Figura 7).

Figura 7. Habitat de crecimiento de R. ehrenbergiana en San Miguel Tulancingo: a)
espino de clavo Acacia sp., b) encino blanco Quercus sp y ¢) sin sombra.
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En el primer muestreo se observé que el habitat de crecimiento influye en el
desarrollo de las plantas, registrando en los individuos bajo sombra de Acacia sp.,
mayor altura (42.29 + 0.25 cm) de planta, similar diametro en tallos (5.39 + 0.20 mm)
y menor nimero de hojas (18.25 + 0.24); mientras que bajo sombra de Quercus sp
presentaron igual altura (27.73 £ 0.17 cm) de planta, menor diametro basal (4.06 +
0.27 mm) y numero de hojas (16.92 £ 0.26), comparado con plantas desarrolladas

a pleno sol (Cuadro 1).

Cuadro 1. Variables descriptivas de R. ehrenbergiana, en cada habitat de desarrollo,

realizado el 15 de agosto del 2012.

Habitat Altura (cm) Diam. basal (mm) # de hojas
Quercus sp. 27.73+£0.17b 4.06+0.27b 16.92+£0.26 b
Acacia sp. 4229 £0.25 a 539+0.20a 18.25+0.24 b
Campo abierto 33.42+0.21b 5.26 +0.20 a 23.33+0.21a

Los valores son promedio de 12 repeticiones + desviacion estandar. Medias con letra diferente en la

misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

En el segundo muestreo, la principal diferencia en los hébitats fue mayor altura
de planta en individuos desarrollados bajo sombra de Acacia sp (48.58 £ 0.12 cm),
seguido de plantas bajo sombra de Quercus sp (39.04 £ 0.24 cm), y finalmente en

plantas expuestas a pleno sol (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Variables descriptivas de R. ehrenbergiana, en cada habitat de desarrollo,

realizado el 2 de septiembre del 2012.

Habitat Altura (cm) Diam. basal (mm) # de hojas
Quercus sp. 39.04+£0.24b 3.77+0.24 a 21.92+0.31a
Acacia sp. 48.58 +0.12 a 424 +0.20 a 26.42 £0.34 a
Campo abierto 30.72+0.26 c 424 +0.13a 26.50 £ 0.26 a

Los valores son promedio de 12 repeticiones + desviacion estandar. Medias con letra diferente en la

misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

El mayor desarrollo de planta en altura, ubicadas bajo sombra de Acacia sp,
sugiere que éste el habitat mas apropiado para el establecimiento de R.
ehrenbergiana, y no esta influenciado por el porcentaje de sombra proporcionado
por la planta nodriza, ya que los encinos causan mayor sombreo sobre la plantas
ubicadas a su alrededor. La simbiosis R. ehrenbergiana y Acacia sp, especie
dominante en el area, ha permitido mantener una poblacién abundante de la R.
ehrenbergiana a largo de 8.0 hectareas de matorral espinoso en el “Llano de la

hierba”.

En la caracterizacion fisioldgica de R. ehrenbergiana, se cuantifico la biomasa
y area foliar; con respecto a biomasa, del total de materia seca acumulada, el
70.27% se concentra en la raiz, 16.69% en tallo principal y ramificaciones, 9.08%

en hojas y 3.96% en inflorescencia (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Peso seco en los 6rganos de R. ehrenbergiana en la Mixteca Alta

Oaxaquefia.
MS (g) de cada 6rgano
Parametro MST
raiz tallo hoja Inflorescencia
1 21.06 4.95 3.27 0.57 29.85
2 19.05 7.10 3.18 0.57 29.91
3 13.63 3.39 2.06 0.81 19.90
4 18.23 3.82 1.93 1.19 25.17
5 16.50 3.51 1.88 1.45 23.34
6 14.33 2.54 1.38 0.97 19.21
7 24.51 551 2.98 1.33 34.32
8 18.23 4.40 1.93 1.19 25.75
9 24.51 3.48 2.98 1.33 32.29
10 19.05 2.34 3.18 0.57 25.14
Promedio 18.19 4.40 2.38 0.98 25.96
% 70.27 16.69 9.08 3.96 100.00

Los valores son de individuos colectados al azar, en los tres habitats de desarrollo.

En area foliar, en las plantas evaluadas fluctué de 271.53 a 377.43 cm? por

planta, con niumero de 16.67 a 21.50, la cual no fue afectada por el habitat de

crecimiento, sin embargo, se tuvo menor peso seco (0.59 y 0.77 g) foliar en plantas

localizadas bajo sombra de Acacia sp y Quercus sp, en relacién a las de campo

abierto (Cuadro 4). Mientras tanto, a nivel de hoja, las plantas bajo sombra

presentan mayor tamafio (largo y ancho) y esto se refleja en mayor area foliar (37.67

- 38.04 cm?) por hoja, comparado con el area foliar (20.09 cm?) por hoja, de plantas

expuestas directamente al sol (Cuadro 5).
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Cuadro 4. Estimacion del area foliar, utilizando parametros a nivel de planta, en R.

ehrenbergiana.

Habitat # hojas AFc (cm?) PS de hojas
Encino 18.17 £ 0.16a 341.53 £ 0.32a 0.59+0.24 a
Espino 16.67 £ 0.18a 377.43 £0.27a 0.77+0.30 a
Sol 21.50 £ 0.20a 274.53 £ 0.12a 1.24+0.22b

Los valores son promedio de 12 repeticiones * desviacion estandar. Medias con letra diferente en la
misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05. AFc = area foliar calculada, PS = peso

Seco.

Cuadro 5. Estimacion del area foliar utilizando parametros a nivel de hoja de R.

ehrenbergiana.

Habitat Largo (mm) Ancho (mm) LxA(mm?  AFc (cm?) PS

Encino 88.13+0.10a 78.12+0.16ab 6,959.1 £0.23b 37.67 +0.16a 0.127 £0.17 a
Espino 91.62+0.13a 89.12+0.18a 8,267.8+0.27b 38.04+0.27a 0.140+0.37 a
Sol 67.23+0.11b 68.39+0.09b 4,615.3+0.16a 20.09+0.21b 0.132+0.22a

Los valores son promedio de 12 repeticiones * desviacion estdndar. Medias con letra diferente en la
misma columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).*Valor cuantificado con equipo LI-

COR LI3100. AF = &rea foliar, PS = peso seco.

Como conclusion, se encontrd que el mejor estimador para determinar el area
foliar de R. ehrenbergiana fue utilizando parametros a nivel de hoja, y se obtiene del
producto del largo (L) y ancho (A) de la misma, mediante la ecuacién Y= 30.669In(x)

—236.21, que brinda una precision del 85.04% (Figura 8).
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Figura 8. Correlacién obtenida al utilizar el producto de L*A de la hoja, y el AF

cuantificada con equipo integrador LI-COR LI3100.

2.3.6. Fenologiay reproduccion de R. ehrenbergiana en San Miguel Tulancingo

Otra caracteristica importante fue describir a detalle la fenolégico de R.
ehrenbergiana. Para el caso de la Mixteca Alta Oaxaquefia, el ciclo comienza con
la emergencia de yemas vegetativas, distribuidas a lo largo del rizomas, a mediados
del mes de mayo, independientemente que haya empezado o no el periodo de
lluvias, y el crecimiento vegetativo continua durante el resto del mes y se prolonga
hasta mediados de junio. En la segunda quincena de junio se observa mas del 50%
de la poblacion en floracion y ésta se prolonga hasta inicios de préximo mes. En

julio se lleva a cabo el crecimiento y maduracion de semillas, y en agosto se lleva a
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cabo la dispersa de las mismas, coincidiendo con el periodo de canicula (15 de julio-
15 de agosto). A finales de agosto y principio de septiembre ocurre la senescencia
de la planta; completando asi su ciclo biologico. Sin embargo, si hay precipitacion
en la época de canicula, la planta presenta una segunda emision de brotes,
principalmente del tallo principal, teniendo huevamente una etapa vegetativa, la cual
se prolonga en los proximos meses hasta las primeras heladas. El resto del afio, la
planta entra en reposo manteniéndose activa la raiz, principal érgano de reserva

(Figura 9).

La especie presenta reproduccion sexual y asexual, predominado esta ultima,
debido a la emision de brotes del rizoma, lo que permite incrementar su tamario al
paso del tiempo, razon por la cual es el principal 6rgano de reserva de materia seca.
Sin embargo, la semilla mantiene una viabilidad del 40% hasta un afio después de
ser cosechada, almacenada en un lugar seco y fresco. La flor genera suficiente
semilla por planta, pero solo 50% es semilla de calidad cuyo peso aproximado es
de 0.237 g el ciento; el resto es semilla vana. La semilla de calidad, es facil de
germinar, y en bajo condiciones de invernaderos, utilizando charolas de unicel de
200 cavidades con peat most, la emergencia ocurre de 4 a 5 dias, con un porcentaje
de emergencia superior al 80%. El suministro de agua y manejo de temperaturas
por arriba de los 10°C permite mantener el crecimiento vegetativo durante todo el

ano.
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Fenologia de la hierba del perro Roldana ehrenbergiana
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Figura 9. Fenologia de R. ehrenbergiana bajo condiciones ambientales de la Mixteca Alta Oaxaquefia.
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2.3.7. Distribucion potencial de R. ehrenbergiana

De todos los modelos evaluados, el “tipo umbral” tuvo el mejor desempefio con una
AUC de 0.991, lo que indica bajos niveles de errores de comision e identificando
correctamente todas las localidades donde ha sido reportada R. ehrenbergiana. El
modelo predijo areas de distribucion en los estados de Oaxaca, Puebla y Tlaxcala, con

una probabilidad de presencia de la especie mayor a 85% (Figura 10).

Figura 10. Puntos de colecta y distribucion potencial de R. ehrenbergiana en México.

Con respecto a las variables bioclimaticas, las que presentaron mayor porcentaje
de contribucién al modelo fueron: isotermalidad (bio3), precipitacion del trimestre mas frio
(bio19), rango de temperatura anual (bio7), temperatura media del trimestre con mayor

precipitacion (bio8) y temperatura media del trimestre mas célido (bio10), que en conjunto
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explican 81.2% de la distribucibn de R. ehrenbergiana; sobresaliendo la variable
isotermalidad, con mayor ganancia cuando se utilizan de forma aislada (andlisis

Jackknife) y por lo tanto presenta la informacion mas util en el modelo (Figura 11).
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Figura 11. Contribucion e importancia relativa de cada variable bioclimatica (indice de

Jackknife), en el modelo de distribucion potencial de R. ehrenbergiana.

En términos ambientales, la isotermalidad [(rango de temperatura media diurna /
rango de temperatura anual') (100)], fue 35.70 (29.81 - 40.63) lo que indica que la
variacion entre la temperatura diurna y anual debe estar alrededor de 35.70%, con

precipitacion del trimestre mas frio (diciembre, enero y febrero) de 19.44 (21.95 - 16.12)

1Rango de temperatura anual = Temperatura maxima del mes mas cdlido — Temperatura minima del mes

mas frio.
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mm; temperatura anual de 29.42 (25.90 - 34.10) °C, temperatura media del trimestre con
mayor precipitacion (julio, agosto y septiembre) de 19.92 (13.62 - 24.18) °C, y temperatura

media del trimestre més calido (abril, mayo, junio) de 21.68 (16.32 - 25.73) °C.

El presente estudio confirma que R. ehrenbergiana es una especie que se distribuye
en la zona centro de México, asociado a matorral xerofilo, con periodo de floracion y
fructificacion de mayor a julio (Redonda-Martinez y Villasefior-Rios, 2011); y se
complementa caracteristicas como: a) mayor rango de altitud de distribucién, b)
temperatura media anual, c) precipitacion, d) asociacidn con otras especies y sus efectos
en el desarrollo de la especie y e) areas potenciales de localizacién. El conocimiento de
los parametros estudiados y la combinacién de las variables climaticas que explica su
distribuciéon actual y potencial, brinda las herramientas para conocer las condiciones
ambientales que requiere R. ehrenbergiana para su ciclo de vida; no obstante, es
importante considerar parametros adicionales al clima como, caracteristicas fisicas y
quimicas de suelo e interaccién quimica-biolégica con plantas nodrizas, para obtener
modelos mas robustos e integrales (Cruz-Cérdenas et al., 2014) y complementar la
informacion ecoldgica 6 agrondmica para el establecimiento de areas de reproduccion y
de cultivo a gran escala para la produccién de raiz, 6rgano de interés por sus propiedades

toxicas.

2.4. CONCLUSIONES

La hierba del perro R. ehrenbergiana es una planta toxica a herbivoros, que se

utilizada como veneno para perros en Oaxaca y Puebla; se distribuye en los estado de

29



Morelos, Oaxaca, Puebla y Querétaro, a altitud promedio de 1,874.7 msnm, temperatura
media anual de 18.78 °C y precipitacion de 876.70 mm. En la Mixteca Alta Oaxaquenia,
esta asociada a espino de clavo Acacia sp y encino blanco Quercus sp, lo que favorecido
mayor altura de planta, tamafio y area foliar en hojas. El principal 6rgano de reserva y
medio propagacion es la raiz. La emergencia y crecimiento vegetativo ocurre en mayo-
junio, floracion a mediados de junio, crecimiento y maduracion de semilla en julio,
dispersion de semilla y senescencia de planta en agosto. Las areas de distribucion
potencial se ubican en los estados de Oaxaca, Puebla y Tlaxcala, donde las principales
variable descriptivas fueron: isotermalidad (bio3), precipitacion del trimestre mas frio
(bio19), temperatura anual (bio7), temperatura media del trimestre mas lluvioso (bio8) y

temperatura media del trimestre mas calidos (bio10).
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3. ACTIVIDAD INSECTICIDA E INHIBICION DE LA ALIMENTACION CAUSADO POR
LA HIERBA DEL PERRO Roldana ehrenbergiana EN LARVAS DE Epilachna

varivestis Y PROTECCION FOLIAR EN FRIJOL

3.1. RESUMEN

En la nueva visibn de manejo de plagas el uso de plantas con propiedades
insecticidas e insectistaticas ha mostrado gran potencial, sobresaliendo en la dltima
década A. indica y la guandbana Annona squamosa L. con accién téxica, antialimentaria;
no obstante, existen otras especies con posible actividad plaguicida, razén por la cual, el
objetivo de la presente investigacion fue determinar el efecto insecticida y de inhibicion
de la alimentacién en larvas de E. varivestis y de proteccion foliar en frijol Phaseolus
vulgaris L., del extracto en etanol de la raiz de R. ehrenbergiana. En bioensayos en
confinamiento sin eleccion de alimento (CS) el extracto se asperjé a concentraciones de
0.1 a 20,000 ppm en hojas cotiledonales de P. vulgaris var. Flor de mayo, y en bioensayos
en confinamiento con eleccién de alimento (CC) a 5,000 ppm, cubriendo de manera
parcial (base-punta, derecha-izquierda) la hoja. Después del secado se colocaron 10
larvas de primer instar de E. varivestis de menos de 24 h de edad en el haz y centro de
la hoja, conformando cinco repeticiones por concentracion y un testigo (etanol 96%). A
los 7 d se registré la mortalidad y peso de la larva, asi como area dafiada, lo cual se utilizo
para determinar mediante analisis Probit la Concentracion Letal media (CLso), Inhibicion
media de la Alimentacion (IAso) y Proteccion Foliar media (PFso). La CLso en CS fue de
3,233.09 ppm con IAso de 1,575.22 ppm y PFso de 459.07 ppm, y en CC se obtuvo de

91.88 a 98.96% de Area Foliar Protegida (AFP) sin causar mortalidad ni afectar el peso
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de larva, con dafio foliar en la parte no tratada de 14.35 a 20.01%. De las acciones de
mortalidad, 1A, PF y AFP observadas con el extracto en etanol de la raiz de R.
ehrenbergiana, la PF y AFP deben ser el nuevo enfoque a considerar en la fitoproteccion
debido que al manejar la plaga se incrementa la presion de seleccién, se contamina el
ecosistema y ademas se acorta la vida efectiva de esta alternativa, aunado a esto, el
extracto en etanol es aceptado en las normas de agricultura orgéanica con lo cual se puede
proteger al cultivo de manera ecoldgica y bioracional. A esta estrategia, que promueve
una vision de proteccion de cultivo y no de eliminacién o manejo de la plaga, se debe

integrar labores culturales y otras medidas orgénicas.

3.2. INTRODUCCION

En la exploracion y utilizacion de los recursos naturales el hombre ha aprovechado
las plantas con accién téxica para el manejo de plagas, aplicandolas de diversas
maneras, sobresaliendo los extractos que causaron efecto insecticida. Este enfoque ha
cambiado debido a que, por perseguir los mismos resultados que el paradigma
organosintético que ha propiciado el desarrollo de resistencia en la plaga, también ha
provocado contaminacion al ambiente e intoxicacion al usuario y consumidor, entre otros

efectos perjudiciales.

La inhibicion de la alimentacion ha empezado a sobresalir en los programas de
manejo fitosanitario, no obstante ésta estrategia continua provocando presion de
seleccion a nivel del organismo. Ante ello, la proteccion foliar surge como alternativa de

fitoproteccion enfocada a implementar acciones en el cultivo para disminuir el consumo
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foliar y evitar la presiéon de seleccion sobre la plaga. Varios investigadores han mostrado
esta perspectiva; Huerta et al. (2010) asperjaron extracto acuoso de hojas de pirul
Schinus molle L. al 3% (p/v) para proteger el 100% del follaje del olmo Ulmus spp., contra
adultos de la galeruca Xanthogaleruca luteola Miuller. Kubo y Klocke (1982) aplicaron
sendanina, un limonoide obtenido del fruto de natal-mahogany Trichilia roka (Forssk.)
Chiov., en discos foliares de maiz Zea mays L. y asi lograron evitar el 95% (Proteccion
Foliar (PFes) de 6.2 y 37.9 pg/disco) del dafio causado por larvas de tercer instar de los
gusanos cogollero Spodoptera frugiperda J. E. Smith y elotero Heliothis zea Boddie, a las
48 h. Arnason et al. (1985) usaron azadiractina, limonoide obtenida de A. indica, en discos
foliares de Z. mays y protegieron un 50% del area foliar (PFso de 3.5y 24 ppm) del dafio
provocado por larvas neonatas y de tercer instar del barrenador del maiz Ostrinia nubilalis
Hubner. Seffrin et al. (2010) asperjaron el extracto en metanol de semillas de atemoya
Annona atemoya Mabb y A. squamosa Yy protegieron un 50% del area foliar de la col
Brassica oleracea L. (Concentracion Disuasoria media (CDso) de 20.1y 2.3 ppm) del dafio
causado por larvas de tercer instar de gusano falso medidor Trichoplusia ni Hibner. Gou
et al. (2014) utilizaron los alcaloides 1, 2 y totales de Cynanchum komarovii ljinsk. para
proteger el 50% del area foliar de B. oleracea (Concentracion Antialimentaria media
(CAs0) de 1.82, 3.89 y 1.56 mg mL1) del dafio realizado por larvas de tercer instar de la
palomilla dorso de diamante Plutella xylostella L. Gao et al. (2011) aplicaron los
compuestos 1-7 de tipo saponina-triterpenoide de corteza del tallo de la granada de
montafia Catunaream spinosa para obtener una CAso de 106.73 hasta 5,467.82 ug mL™*

en larvas de segundo instar de P. xylostella en B. oleracea.
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Especies como R. ehrenbergiana, una planta toxica para bovinos, caninos, equinos
y ovinos (Pérez-Castorena et al., 2006), que si bien se ha utilizado en cebos para
controlar hormigas defoliadoras (Rodriguez, 1999) y ha mostrado toxicidad a una Dosis
Letal media (DLso de 2.5% p/v) como macerado etandlico de la raiz en larvas de cuarto
instar de C. quinquefasciatus (Garcia et al., 2012), ain no se ha determinado la accién
conjunta insecticida, insectistatica y de proteccion foliar del preparado alcohdlico. Por lo
que el objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto toxico e insectistatico a
través de la mortalidad e inhibicién de la alimentacion, en E. varivestis y la proteccion
foliar en aplicacion total y parcial a la hoja de P. vulgaris del extracto etandlico de la raiz

de R. ehrenbergiana.

3.3. MATERIALES Y METODOS

3.3.1. Material vegetal

Se colectd raiz fresca de R. ehrenbergiana? el 19 de agosto del 2010 en el municipio
de San Miguel Tulancingo, Oaxaca, México; se sec6 en estufa de aire forzado Riossa®
a 45 °C por 72 h, se molié en un molino de grano Corona® y se almacend en bolsas de

papel en lugar fresco, seco y a temperatura ambiente hasta su utilizacion.

3.3.2. Criay manejo de E. varivestis
La utilizé un cria de E. varivestis que se incrementd para obtener todos los estados

bioldgicos; los huevos se colectaron y colocaron en cajas Petri que contenian una torunda

2Material identificado previamente en septiembre de 2009 por el Dr. José Luis Villasefior, investigador en

taxonomia de la familia Asteraceae en el Instituto de Biologia de la UNAM, México.
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de algodén humedo; después de la emergencia, las larvas se confinaron en jaulas
entomologicas de 1.0 x 1.0 x 0.8 m delimitadas con “tul”, donde se alimentaron con
plantas de P. vulgaris var. Flor de mayo de 30 d de edad, sembradas en bolsas de
polietileno negro de 35 x 35 cm, que contenian tierra negra como sustrato. Al terminar su
desarrollo puparon en el envés de las hojas, de donde emergieron los adultos; éstos
copularon y ovipositaron en la misma jaula y de ahi se colectaron los huevos y se continué
cotidianamente con la cria de este insecto a temperatura de 28 £ 2 °C y humedad relativa
de 50 + 10%. Las larvas de primer instar se tuvieron constantemente para el desarrollo

de esta investigacion.

3.3.3. Obtencidn del extracto y preparacion de concentraciones

Se pesaron 500 g de polvo de raiz de R. ehrenbergiana y se colocaron en un
recipiente de vidrio, se agreg6é 1.0 L de etanol 96% y se dejo reposar por 48 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, se filtré con papel Whatman® # 40 y se procedio
a evaporar el etanol con un rotaevaporador Buchi R114® a temperatura de 70 °C hasta
sequedad, para obtener el extracto. De éste se diluyeron 0.2 g en 10 mL de etanol 96%
para conformar la concentracién de 20,000 ppm (p/v), y a partir de ésta se efectuaron
diluciones subsecuentes con etanol 96% para elaborar dos series de concentraciones; la
primera con 10,000, 1,000, 100, 10, 1y 0.1 ppm y la segunda con 10,000, 6,600, 4,600,
3,200, 2,100, 1,400 y 1,000 ppm. Adicionalmente se preparo la concentracion de 5,000

ppm diluyendo 0.05 g del extracto en 10 mL de etanol 96%.
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3.3.4. Caracterizacion fitoquimica del extracto

Se realizé una prueba preeliminar para confirmar la presencia de terpenoides, para
ello, se peso6 1.0 g del extracto y se resuspendié en 3 mL de etanol 96%, se adiciono el
reactivo de Lieberman-Buchard (tres gotas de CHCIs, tres gotas de anhidrido acético
(Ac20) y tres gotas de &acido sulftrico (H2SO4) concentrado en frio). El analisis se
complemento por cromatografia en capa fina (CCF) utilizando el medio de elusion acetato

de etilo:metanol (8:2), revelado con vainillina 1% - acido sulfarico 10% a 110 °C por 5 min.

3.3.5. Bioensayos

Se implementaron bioensayos en confinamiento, sin y con eleccion de alimento. En
la modalidad de sin eleccion de alimento (CS) se evaluaron las dos series de
concentraciones; para ello, los peciolos de las hojas cotiledonales de P. vulgaris var. Flor
de mayo de 15 d de edad se introdujeron en goteros con 10 mL de agua destilada, se
asperjaron con las concentraciones del extracto hasta “punto de goteo” y después del
secado se colocaron junto con el gotero dentro de un vaso de plastico # 16 (capacidad
de 473 mL) y se depositaron 10 larvas de primer instar de menos de 24 h de edad de E.
varivestis en el haz y parte central de la hoja, finalmente el vaso se cerré con una tapa

acondicionada con un “respiradero”.

En el bioensayo con eleccion de alimento (CC) se aplico el procedimiento descrito
anteriormente, pero ahora solo con 5,000 ppm y protegiendo de manera parcial (base o
punta, derecha o izquierda) la hoja. En ambos casos, cada 12 h se inyecté agua a los
goteros con una jeringa para reponer el agua perdida por transpiracion. Cada vaso se

consider6 una unidad experimental, y se tuvieron cinco repeticiones en cada
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concentracion, con su respectivo testigo (etanol 96%). A los 7 d se retiraron las larvas

vivas, se contaron y pesaron, y se midio el area dafiada en la hoja.

En el bioensayo en CS, la mortalidad se calculé en porcentaje considerando el
namero larvas de tratadas como 100%. El peso de larva viva se determind en porcentaje
considerando al peso del testigo como 100% y a la reduccion (%) de peso se le denomind
Inhibicion de la Alimentacion (IA). La area dafiada se cuantific6 mediante imagenes
digitales de las hojas, con los programas GIMP® ver. 2.8 (Kimball y Mattis, 2013) e Image
Tool ver. 3.0 (Wilcox, 2002), calculando el dafio foliar del tratamiento (en pixeles) en
porcentaje en relacion al &rea foliar total de la misma hoja (en pixeles), y comparando con
el testigo, como 100%; a la reduccion se le denominé Proteccion Foliar (PF). En la
modalidad de CC, la mortalidad (%) y peso de larva (mg) se midieron directamente sin
hacer referencia a un testigo, ya que la larva pudo elegir alimentarse del area tratada y
no tratada, en tanto que al area foliar tratada con el extracto considerada como 100%, se
le resto el area dafiada (%) y a la diferencia se consider6 como Area Foliar Protegida
(AFP). Se realizaron cinco repeticiones en cada tratamiento. El experimento se establecié

en condiciones de laboratorio a temperatura de 25 £+ 3 °C y humedad relativa de 50 *+ 5%.

3.3.6. Analisis estadistico

Los datos de los bioensayos de CS y CC se sometieron a las pruebas de los
supuestos de normalidad (Shapiro Wilks modificado) (Royston, 1982) y homogeneidad
de varianza (prueba de Bartlett) (Bartlett, 1937) para posteriormente aplicar un ANAVA o
Kruskal Wallis, y posteriormente determinar diferencias estadisticas entre tratamientos

con la prueba de comparacion de medias Tukey (P < 0.05) o comparaciones multiples (P
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< 0.05), respectivamente, en el programa InfoStat 2013l (Di Rienzo, 2013). En las
comparaciones multiples, éstas se realizaron comparando cada media de rango entre
tratamientos para determinar diferencia estadistica. Los valores de mortalidad del
segundo bioensayo en CS se corrigieron con la ecuacién de Abbott (1925) ya que ésta
fue menor a 12% en el testigo; y en conjunto con la IA y PF se aplicé el procedimiento
Probit con el programa BioStat 5.8.1. (BioStat, 2013) para obtener la Concentracion Letal

media (CLso), IA 80 y 50 (lAsoys0)® y PF 80y 50 (PFsoy50)*.

3.4. RESULTADOS Y DISCUSION

3.4.1. Efecto insecticida e insectistatico de R. ehrenbergiana en E. varivestis

En la primera evaluacion de la actividad del extracto en etanol de la raiz de R.
ehrenbergiana la mortalidad fue significativa (P < 0.05) a 10,000 ppm (Cuadro 1), por lo
que el espectro de efectividad se considerd de 1,000 a 10,000 ppm. Esta toxicidad, la
cual se tomé como referencia para evaluar el rango de respuesta bioldgica, se
complement6 también con IA y PF, las cuales mostraron efecto significativo a partir de

1,000 ppm.

3 Concentracion a la cual se inhibe en 80 y 50% la ganancia de peso de la larva, respecto al peso normal.

4 Concentracion a la cual se inhibe en 80 y 50% el dafio foliar, respecto al testigo.
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Cuadro 1. Mortalidad e inhibicion de la alimentacion en larvas de E. varivestis y
proteccion foliar en P. vulgaris ocasionados por el extracto en etanol de la raiz

de R. ehrenbergiana en la primera serie de concentraciones.

Concentracion Mortalidad IA PF
(ppm) (%) (%) (%)
20,000 (38.40 £ 0.93%) 32.90a" (78.40 +£0.15) 32.00a (93.14+0.07) 34.20 a
10,000 (72.00 £ 0.54) 36.30a (92.06 £ 0.08) 37.00a (96.76 + 0.02) 36.20 a
1,000 (18.00 + 1.38) 24.40 ab (68.25+0.30) 29.80a  (84.09 £ 0.06) 28.60 a
100 (2.00+2.24)16.40b  (23.04+0.24) 23.20ab (14.39 + 1.07) 23.00 ab
10 (0.00 £ 0.00)13.50 b (0.00 £ 0.00)10.50 b (0.00 £ 0.00) 10.50 b
1 (0.00 £ 0.00) 13.50 b (0.00 £ 0.00) 10.50 b (0.00 £ 0.00) 10.50 b
0.1 (0.00+0.00) 13.50 b (0.00 +0.00) 10.50 b  (0.00 + 0.00) 10.50 b
0.0° (0.00 £ 0.00) 13.50 b _ _

& os valores reales (entre paréntesis) corresponden a 10 individuos y son promedio de cinco repeticiones
+ desviacion estandar. Tmedia de los rangos de los tratamientos con letra diferente en la columna son
estadisticamente diferentes (comparaciones muiltiples, 0.05). 5Concentracion correspondiente al testigo
(etanol 96%).

En el estudio de concentracion y efectividad mas estrecha (Cuadro 2), el bloque de
significancia en los tres parametros evaluados se constata a partir de 3,200 ppm,
indicando que en esta concentracion es evidente un efecto insecticida e insectistatico en
la conchuela del frijol, éste ultimo en la modalidad de inhibicion de la alimentacion, asi
como de proteccion foliar. El rango de toxicidad significativo (P < 0.05) de 62.00 a 74.00%
se presento de 3,200 a 10,000 ppm, que con las respuestas y concentraciones inferiores
permitio calcular la ClLso en 3,233.09 (2,687.77 - 3,843.03) ppm. En las variables
restantes, el rango de significancia fue de 86.98 — 92.23% y de 77.61 - 90.93% para IA 'y

PF, respectivamente, que en relacion con los puntos inferiores permitié estimar la 1Aso de
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2,556.20 ppm con una |Aso de 1,575.22 (1,376.24 - 1,735.22) ppm, y la PFso de 2,516.68

ppm con PFso de 459.07 (171.05 — 746.21) ppm.

Cuadro 2. Mortalidad e inhibiciéon de la alimentacién en larvas de E. varivestis y
proteccion foliar en P. vulgaris provocados por el extracto en etanol de la raiz

de R. ehrenbergiana en la segunda serie de concentraciones.

Concentracion Mortalidad IA PF
(ppm) (%) (%) (%)
10,000 (74.00 £ 0.15%) 32.50a"  (86.98 + 0.08*) 27.50 ab  (77.61 + 0.08*)20.40 abc
6,600 (68.00 £ 0.26) 30.40 ab (92.23 £ 0.09*) 33.30 a (90.93 £ 0.03) 34.00 a
4,600 (62.00 £ 0.45) 27.90 abc  (91.32+0.07*) 31.20a  (88.67 +0.11) 31.40 ab
3,200 (62.00 + 0.24) 27.60 abc  (90.34 + 0.07) 29.90 a (83.99 + 0.10) 26.60 abc
2,100 (36.00 £ 0.50) 17.20 bcd (67.42 +£0.17) 15.30 bc  (66.23 + 0.26*) 15.20 cd
1,400 (18.00 £ 0.72*) 15.00d  (43.94+£0.63) 8.60 c (72.82 £ 0.17) 18.40 bc
1,000 (28.00 + 0.16) 9.80 cd (63.36 £ 0.10%) 14.20 bc ~ (64.28 + 0.29) 15.00 cd
0.08 (4.00+1.37) 3.60d _ _
CLso: 3,233.09 ppm |Ago: 2,556.20 ppm PFeo: 2,516.68 ppm

&L os valores reales (entre paréntesis) corresponden a 10 individuos y son promedio de cinco repeticiones
+ desviacion estandar. "Tmedia de los rangos de los tratamientos con letra diferente en la columna son
estadisticamente diferentes (comparaciones muiltiples, 0.05). ®Concentracién correspondiente al testigo

(etanol 96%).*Valores no considerados en el calculo de las CLso, |1As0 6 PFso, respectivamente.

Al comparar la actividad insecticida del extracto en etanol de la raiz de R.
ehrenbergiana con otras investigaciones se encontré que ésta es mejor que el polvo de
rotenona Lonchocarpus sp (CLso de 6,100 ppm) en larvas neonatas de T. ni, y también
mejor que el aceite de hoja de clavo Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry, que

extractos refinados de mukau Melia volkensii Girke y de nim A. indica, y de polvo de
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riania Ryania speciosa Vahl (CLso de 4,900, 6,100, 8,300 y 8,800 ppm) en larvas neonatas
de gusano soldado Pseudaletia unipuncta Haworth; y similar al polvo de R. speciosa y
aceite de S. aromaticum (CLso de 3,500 y 3,700 ppm) en larvas neonatas de T. ni; y
menos toxico que los extractos refinados de cedrillo Trichilia americana (Sessé & Moc.)
T.D. Penn., M. volkensii y nimbo Azadirachta excelsa Jacobs (CLso de 1,200, 1,500 y
2,100 ppm) en larvas neonatas de P. unipuncta (Akhtar et al., 2008). En otros estudios
donde el extracto fue suministrado a la dieta del insecto, el extracto en etanol de la raiz
de R. ehrenbergiana resultd mejor que los extractos en etanol de hojas jovenes y maduras
de S. molle [CLso de 1.28 'y 2.51% (p/v); equivalente a 12,800 y 25,100 ppm] en larvas de
tercer instar de X. luteola (Chiffelle et al., 2013); que el extracto en etanol de semillas de
A. squamosa [CLso de 0.39 y 0.67% (p/v); 3,900 y 6,700 ppm] en larvas de tercero y
cuarto instar de P. xylostella (Leatemia e Isman, 2004); y que el extracto en etanol de
hojas de M. azedarach [CLso de 6.86% (p/v); 68,600 ppm] en larvas de cuarto instar de la

conchuela de las cucurbitaceas Epilachna paenulata German (Valladares et al., 2003).

La 1Aso de 1,575.22 ppm obtenida en larvas sobrevivientes del extracto en etanol de
la raiz de R. ehrenbergiana es mejor que los extractos refinados de T. americana y polvo
de R. speciosa (Clso® de 5,200 y 6,500 ppm) en larvas neonatas de T. ni, y que los
extractos de semilla de M. volkensii y extracto crudo del tallo A. excelsa (Clso de 2,400 y
4,000 ppm) en larvas neonatas de P. unipuncta (Akhtar et al., 2008). Pero es menos
efectivo que los extractos en metanol crudos de semilla de A. atemoya y A. squamosa

(Clso de 117 y 38 ppm) a los 10 d en larvas de T. ni (Seffrin et al., 2010) y los extractos

5Clso (Concentracion Inhibitoria media) y es igual a |Aso.
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crudos del tallo de A. excelsa, semilla de A. indica y M. volkensii, y de corteza M.
azedarach (Clso de 2.90, 2.08, 9 y 100 ppm) a los 7 d en larvas de T. ni (Akhtar et al.,

2008).

La PFso de 459.07 ppm del extracto en etanol de la raiz de R. ehrenbergiana es
mejor que los extractos crudos en metanol de semillas de A. atemoya y A. squamosa
(CDso de 20.10 y 2.30 mg mL; 20,100 y 2,300 ppm) en larvas de tercer instar de T. ni
(Seffrin et al., 2010); y que las saponinas triterpenoides 3y 6 (CAso de 946.13y 5,467.82
ug mLY; 946.13 y 5,467.82 ppm) en larvas de segundo instar de P. xylostella en B.
oleracea (Gao et al.; 2011); y que los alcaloides 1, 2 y totales C. komarovii (CAso de 1.56,
1.82y 3.89 mgmL; 1,560, 1,820 y 3,890 ppm) en larvas de tercer instar de P. xylostella
(Gou et al. (2014). Pero es menos efectivo que la saponina-triterpenoide 5 de C. spinosa
(CAso de 106.73 pg mL1; 106.73 ppm) en larvas de segundo instar de P. xylostella en B.

oleracea (Gao et al., 2011).

3.4.2. Proteccion foliar en la mitad de la hoja de P. vulgaris

El extracto en etanol de la raiz de R. ehrenbergiana no provocé mortalidad ni redujo
el peso de larva cuando a ésta se le di6 a escoger entre area no tratada y tratada a la
concentracion de 5,000 ppm (Cuadro 3), lo que indica que la larva tiende a evitar el
extracto y prefiere alimentarse de la area no tratada, logrando con ello un AFP de 91.88
a 98.96% del area aplicada (no de la area total). Estos datos evidencian que no existe
efecto fumigante del extracto ya que los vapores, de existir, no afectaron a la larva cuando
ésta se alimentd de la mitad no tratada de la hoja y caus6 de 14.35 a 20.01% de dafio

foliar (Figura 1); en campo esto se traducira en repelencia de alimentacion y proteccion
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del cultivo. Se infiere que no existen indicios de traslocacion o accion sistémica del

extracto cuando éste se aplica en aspersion al follaje, ya que en ningun tratamiento se

observo proteccién adicional al area tratada, aun cuando el extracto se aplicé en la base

de la hoja donde se presume existe un flujo de agua a través del peciolo con direccién

base-punta en la hoja.

Cuadro 3. Mortalidad, peso de larva y area foliar protegida de E. varivestis en P. vulgaris

ocasionados por extracto en etanol de la raiz de R. ehrenbergiana a 5,000

ppm.
Parte tratada Mortalidad Peso de larva AFP
de la hoja (%) (mg) (%)
Base 0.00 £ 0.00 af 11.46 +0.19 af 93.14 £ 0.02 b
Punta 0.00 £0.00 a 11.06 + 0.06 a 91.88+0.02b
Derecha 200+224a 11.14+0.29 a 98.96 +0.01 a
Izquierda 0.00+0.00 a 9.52+0.23 a 93.43+0.02b

Los valores corresponden al valor de 10 individuos y son promedio de cinco repeticiones + desviacion

estandar. "Medias de tratamientos con letra diferente en la misma columna son estadisticamente diferentes

(comparaciones muiltiples, 0.05) y "(Tukey, 0.05).
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lzquierda

Derecha

Figura 12. Area protegida (base 6 punta, derecha 6 izquierda) del dafio larval de E.

varivestis con el extracto en etanol de raiz de R. ehrenbergiana a 5,000 ppm.

3.4.3. Caracterizacién fitoguimica del extracto de R. ehrenbergiana

La aplicacion del reactivo de Lieberman-Buchard en el extracto, y el revelado de la
CCF con vainillina en medio acido; en ambos casos se obtuvo una coloracion violeta
tipica de compuestos terpenoides (Wagner y Bladt, 1996), lo que confirma la presencia
de dichos metabolitos en el extracto en etanol de raiz de R. ehrenbergiana (Figura 2). La
caracterizacion fitoquimica se dirigio hacia terpenoides, basados en estudios previos de
Garcia (2010), quiénes encontraron la presencia de este Unico grupo de compuestos en

el extracto en etanol de raiz de R. ehrenbergiana; y puede inferirse la presencia de
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sesquiterpenos, los cuales han sido aislados en extracto en metanol de raiz, en la misma

especie (Pérez-Castorena et al., 2005).

-
Figura 2. Desarrollo de color violeta en extracto en etanol de raiz de R.
ehrenbergiana: a) reactivo de Lieberman-Buchard, y b) CCF revelada con

vainillina en medio acido.

3.4.4. Mortalidad, inhibicion de la alimentacion, proteccion foliar y area foliar
protegida de laraiz de R. ehrenbergiana

En los bioensayos sin eleccion de alimento (CS) el extracto en etanol de la raiz de
R. ehrenbergiana mostrd una CLso de 3,233.09 ppm, ocasiono una IAso de 1,575.22 ppm
y PFso0 de 459.07 ppm en larvas de E. varivestis. En la modalidad con eleccion de alimento
(CC) se observo hasta 98.96% de AFP con 5,000 ppm, sin afectar a la larva que se
alimenté en la mitad no protegida. El efecto insecticida e insectistatico en CS es menor
gue los extractos metandlicos de A. atemoya y A. squamosa con CLsode 382.30y 167.50

ppm y Clso de 117.00 y 38.00 ppm en larvas neonatas de T. ni (Seffrin et al., 2010), sin
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gue los autores consideraran la proteccion foliar en sus evaluaciones, lo que denota que

no se persigue la proteccion al cultivo como estrategia de fitoproteccion.

La importancia de encontrar efectos diferenciados en el extracto en etanol de la raiz
de R. ehrenbergiana brinda herramientas para seleccionar el enfoque mas apropiado de
manejo de larvas de E. varivestis, ante lo cual se debe evitar el uso de concentraciones
superiores a 1,375.22 ppm que provocarian inhibicion media de la alimentacion en la
plaga y posteriormente mortalidad, para no presionar al insecto y asi dejar de lado la
vision imperante de los plaguicidas o plaguistaticos organosintéticos que por 75 afios han
estado enfocados a controlar o eliminar el total de la poblacién de la plaga, accion que
por afiadidura incluye a los enemigos naturales, ademas de aumentar la presion de

seleccion y desarrollar resistencia y contaminar al ambiente e intoxicar mamiferos.

La alternativa a seguir debe ser el uso de concentraciones de 171.05 hasta 746.21
ppm con miras a la proteccion vegetal del 50% del area foliar cuando no exista una
alternativa de alimentacion para la plaga. Cuando exista otra opcion de alimentacion,
como en campo, se observara que la larva tendera a alimentarse de cultivos adyacentes

no tratados como se demostré con la aplicacion de 5,000 ppm en doble seleccion.

Asi mismo, el uso de extractos en etanol es aceptado en agricultura organica con lo
cual se brinda una herramienta de proteccion en este sistema de produccion.
Adicionalmente se determind que los compuestos presentes en el extracto en etanol de
la raiz de R. ehrenbergiana son del grupo de los terpenoides. La nueva vision en la

produccion de alimentos debe empezar a implementar acciones dirigidas a la proteccion
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de cultivos y evitar el mortalidad o inhibicion de la alimentacion en la plaga,
complementado con acciones de resistencia vegetal, inductores de resistencia, rotacion
de cultivos, uso de enemigos naturales, etc., todas enfocadas a una produccion inocua,

ecoldgica y organica.

3.5. CONCLUSIONES

El extracto en etanol de la raiz de la hierba del perro R. ehrenbergiana asperjado en
hojas de frijol en bioensayos en confinamiento sin eleccion de alimento provoca efecto
insecticida con concentracion letal media con 3,233.09 ppm e insectistatico a través de
la Inhibicion media de la alimentacion con 1,575.22 ppm en larvas de E. varivestis y
proteccion foliar media con 459.07 ppm. En ensayos de confinamiento con eleccion de
alimento en la misma hoja, no actia como insecticida e insectistatico, pero se logra un

AFP de 91.88 a 98.96% a 5,000 ppm a los 7 d del tratamiento.
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4. ACTIVIDAD INSECTICIDA DEL MACERADO, EXTRACTO Y FRACCIONES DE LA

HIERBA DEL PERRO Roldana ehrenbergiana EN LARVAS DE Aedes aegypti

4.1. RESUMEN

El género Roldana tiene importancia debido a los compuestos quimicos toxicos
encontrados en las diversas especies, en el caso de la hierba del perro R. ehrenbergiana,
se han identificado sesquiterpenos de tipo eremofilanolidos y furanoemofilanos a los
cuales se les atribuye la toxicidad en la especie. Sin embargo, es necesario determinar
si estos compuestos son los responsables de la actividad toxica observada en C.
quinquefasciatus y la mortalidad e inhibicion del crecimiento en E. varivestis y proteccion
foliar en frijol. Por lo tanto, el objetivo fue evaluar la toxicidad del macerado, extracto y
fracciones obtenidos en etanol de la raiz de R. ehrenbergiana en mosquito doméstico
Aedes aegypti, en un rango de concentraciones en macerado de 1.0 a 20% (p/v), extracto
de 10,000 a 100,000 ppm, y fracciones de 10 a 1,000 ppm. Las evaluaciones se realizaron
en larvas de cuarto instar de A. aegypti, se colocaron 20 larvas en un vaso con 100 mL
de agua destilada, después se agreg6é 1 mL de cada tratamiento y de etanol 96% como
testigo. Se conformaron cuatro repeticiones por concentracion. A las 24 h se registro la
mortalidad, a la que se le realiz6 el analisis PROBIT para determinar la Concentracion
Letal media (CLso). EI macerado, extracto y fracciones causaron CLso de 8.29 a 12.32%,
de 51,268.34 a 61,217.24 ppm y de 92.65 a 220.92 ppm, respectivamente. Las fracciones
toxicas fueron la C1 y D1 con rendimiento de 0.07 y 0.13 %, y se obtuvieron en la fraccion
de hexano:acetato de etilo 17:3 y 16:4; son las responsables de la actividad toxica de los

preparados en larvas de A. aegypti.
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4.2. INTRODUCCION

El género Roldana esta integrado por 58 especies, de las cuales 55 se ubican en la
Republica Mexicana, distribuidas desde el suroeste de Estados Unidos hasta
Centroamérica (Redonda-Martinez y Villasefior-Rios, 2011). En México se tienen dos
centros de diversidad: a) Eje NeoVolcanico Transversal y centro-sur de la Sierra Madre
del Sur, y b) Sierra Madre de Chiapas-Cordillera Centroamericana de Chiapas y América
Central (Funston, 2008); lo cual ha favorecido la realizacion de estudios en taxonomia y

fitoquimicos.

Los compuestos encontrados en Roldana sp son: derivados de cacalol obtenido del
extracto en éter de petroleo de la raiz de Roldana heterogama (Benth.) H. Rob. & Brettell
(Bohlmann y Zdero, 1978); eremofilandlidos del extracto en hexano y metanol de la raiz
de Roldana sessilifolia (Hook. & Arn.) H. Rob. & Brettell (Delgado et al., 1991 y 1996);
eremofilanos, flavonoides y &acido quinico del extracto en metanol de Roldana
aschenborniana (S. Schauer) H. Rob. & Brettell (Arciniegas et al., 2004); tocotrienoles e
hidroguinonas del extracto en metanol de la parte aérea de Roldana barba-johannis (DC.)
H. Rob. & Brettell (Céspedes et al., 2004); eremofilanos, angulifolinas y triacetilglucésidos
del extracto en acetona y hexano de la raiz de Roldana angulifolia (DC.) H. Rob. & Brettell
(Arciniegas et al., 2006); eremofilanolidos de Roldana lobata La Llave (Maldonado et al.,
2008); y 9-oxo-furanoeremofilanos y otros compuestos del extracto subsecuente de
hexano-acetato y metanol de raiz y parte aérea de Roldana reticulata (DC.) H. Rob. &

Brettell (Arciniegas et al., 2013).
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En R. ehrenbergiana se han identificado rolderenbergiana A, B, B-sitosterol,
estigmasterol, quercitrina, L-6-hidroxinor-valina y sendarwina |, en extracto en metanol de
hojas y raiz (Pérez-Castorena et al., 2005); asi como rolderenbergiana C, D, 3-O-
calenduladiol mistirato e isopalmitato en extracto en metanol de flores (Pérez-Castorena
et al., 2006). La actividad téxica documentada en R. ehrenbergiana es atribuida a
rolderenbergiana A, B, C, D y sendarwina I; sin embargo, solo este ultimo compuesto
mostré moderada actividad citotoxica [Concentracion Inhibitoria media (Clso) de 16.6 uM]

en células cancerosas de prostata linea celular PC-3 (Pérez-Castorena et al., 2005).

No obstante, es necesario determinar si dichos compuestos son los responsables
de la actividad toxica observada en larvas de cuarto instar de C. quinquefasciatus (Garcia
et al., 2012) y de la accidén insecticida e inhibicion del crecimiento en larvas de primer
instar de E. varivestis y proteccion foliar en frijol. Por lo tanto, el objetivo de la presente
investigacion fue evaluar la actividad toxica del macerado, extracto y fracciones obtenidas
del extracto en etanol de la raiz de R. ehrenbergiana en larvas de cuarto instar temprano

de A. aegypti, e identificar la fraccion responsable de la actividad téxica.

4.3. MATERIALES Y METODOS

4.3.1. Material vegetal

Se colect6 raiz fresca de R. ehrenbergiana® el 19 de agosto del 2010 (M1) y 19 de

agosto del 2011 (M2) en el municipio de San Miguel Tulancingo, Oaxaca, México. En

SMaterial identificado previamente en el 2009 por el Dr. José Luis Villasefior, investigador en taxonomia de

la familia Asteraceae. Instituto de Biologia de la UNAM, México.
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ambos casos, cada muestra se seco en estufa de aire forzado Riossa® a 45 °C por 72 h,
se molié en un molino de grano Corona® y se almacend en bolsas de papel en un lugar

fresco y seco, a temperatura ambiente hasta, su utilizacion.

4.3.2. Criay manejo de A. aegypti

Se utilizé una colonia de A. aegypti, colocando masas de huevos en bandejas de
plastico (47 x 35 x 12 cm) con agua para su incubacion, una vez que emergieron, a las
larvas se les proporcioné alimento para peces cada 2 d hasta la formacion de pupas, las
cuales en colectaron y colocaron en un recipiente con agua dentro de una jaula
entomoldgica, donde emergieron los adultos; éstos copularon y ovipositaron en la misma
jaula y de ahi se colectaron los huevos y se continué cotidianamente con la cria. De esta
manera se tuvieron todos los estadios bioldgicos, en diversas edades, en alta poblacion
para disponer constantemente de larvas de cuarto instar temprano, con los que se realizd
esta investigacion. La cria se manejé a una temperatura de 25 + 2 °C y humedad relativa

de 60 + 10%.

4.3.3. Elaboracion del macerado y extracto de R. ehrenbergiana

El macerado se prepar6 con 20 g de raiz molida de las muestras M1y M2, y a cada
una se agregaron 100 mL de etanol 96% y se dejaron en reposo por 24 h a temperatura
ambiente. Posteriormente, se filtraron con papel Whatman® # 40 y el liquido o macerado
se colocaron en recipientes de vidrio para su utilizacion. Para el extracto se pesaron 500
g de raiz molida de las muestras M1 y M2, se agrego 1.0 L de etanol 96%, se dejo en

reposo por 48 h a temperatura ambiente, después se filtraron en papel Whatman® # 40 y
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se evaporo el etanol con un rotaevaporador Buchi R114® a temperatura de 70 °C, hasta

sequedad para obtener los extractos.

4.3.4. Caracterizacién fitoquimica del extracto

Se realizaron pruebas preliminares para terpenoides; para ello, se pes6 1.0 g de
cada extracto y se resuspendié en 3 mL de etanol 96%, se adiciond el reactivo de
Lieberman-Buchard (tres gotas de CHCIs, tres gotas de anhidrido acético (Ac20) y tres
gotas de acido sulfdrico (H2S04) concentrado en frio). El andlisis se complementé por
cromatografia en capa fina (CCF) utilizando el medio de elusion acetato de etilo:metanol
(8:2) y revelado con vainillina 1% - &cido sulfarico 10% a 110 °C por 5 min. El resto de los

extractos se almacenaron en recipientes de vidrio a 25 °C hasta su utilizacion.

4.3.5. Fraccionamiento del extracto por Cromatografia en Capa Fina (CCF)

El extracto de la muestra M2 (17.0 g) se sometié a un proceso de fraccionamiento
por el método de cromatografia preparativa en columna utilizando silica gel G 60 Merck
(70-230 mesh ASTM) como absorbente. El proceso de elucion se efectu6 en dos fases;
primero se utilizé la mezcla de hexano:acetato de etilo (AcOEt) en proporciones de 20:0
a 0:20 (v/v), la segunda fase fue AcOEt:metanol en proporciones de 10:0 a 0:10 (v/v); en
ambas fases, el volumen final de cada proporcion fue de 1.0 L. Se recolectaron 5
fracciones 200 mL en cada proporcion, a las que se evapord el disolvente con un

rotaevaporador Buchi R114® hasta un volumen final de 2 mL.
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4.3.6. Caracterizacion fitoquimica de las fracciones de R. ehrenbergiana

En la caracterizacion fitoquimica, en cada proporcién de disolventes (hexano:AcOEt
y AcOEt:metanol), parte media de cada nivel o proporcion de elucion, se colecté una
muestra con un capilar y se analiz6 por CCF, revelado con vainillina 1% - acido sulfdrico
10% a 110 °C por 5 min para observar coloracién y obtener los Rf’ de cada muestra y
combinar las fracciones con igual Rf y coloracion similares. Una vez combinadas las
fracciones, se caracterizaron nuevamente en CCF, las fracciones de la fase
hexano:AcOEt se utilizé el medio de elucién hexano:AcOEt (10:10), revelado con
vainillina 1% - &cido sulfdrico 10%, a 110 °C por 5 min para terpenoides; mientras que las
fracciones de la fase AcOEt:metanol se utilizé el medio de elucién AcOEt:metanol (50:50)
revelado con polietilenglicol (PEG) 5% y 2-aminoetil difenilborinato (NP) 1% y observado
bajo luz ultravioleta para flavonoides. Cada una de las fracciones se almacenaron por

separado en viales de cristal a temperatura ambiente hasta su utilizacion.

4.3.5. Preparacion de concentraciones del macerado, extracto y fracciones

Del macerado al 20% (p/v) se efectuaron diluciones subsecuentes con etanol 96%
para elaborar dos series de concentraciones, denominadas Ventanas Biologicas (VB); la
VB1 fue de 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001 y 0.0001 (v/v), y la VB2 de 13.2, 12.1, 11.4, 10, 6.6,
4.6, 3.2y 1.0% (v/v). Del extracto se pes6 1.0 g y se agregaron 10 mL de etanol 96%
para conformar la primera concentracion en la VB1 de 100,000 ppm a partir de la cual se
prepararon las concentraciones de 10,000, 1,000, 100, 10, 1.0 ppm, y después la VB2 de

100,000, 66,000, 46,000, 32,000, 21,000, 14,000 y 10,000 ppm. En fracciones se peso

’Rf = relacion de migracién de una sustancia, expresada de acuerdo con la formula: Rf = Distancia
recorrida por la muestra / distancia recorrida por la mezcla de eluyente.
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0.05 g de cada una y en las primeras cuatro fracciones (A1-D1) se disolvié con 5 mL de
etanol 96%, y el resto (E1-O) con metanol 96%, para preparar una concentracion de
10,000 ppm; posteriormente, de las fracciones que provocaron mortalidad superior al
50% a las 24 h, se prepararon las VB1 a concentraciones de 1,000, 100 y 10 ppm,
posteriormente las concentraciones de VB2 fueron de 1,000, 660, 460, 320, 210, 140 y

100 ppm, o en rango de 100, 66, 46, 32, 21, 14 y 10 ppm.

4.3.6. Bioensayos

En las evaluaciones se utilizaron 20 larvas de cuarto instar temprano (OMS, 1981)
de A. aegypti; se colocaron en un recipiente de plastico que contenia 100 mL de agua
destilada, después se aplicé 1.0 mL de cada concentracion o disolventes (etanol y
metanol) como testigo. Se realizaron cuatro repeticiones por concentracion. A las 24 h se
registré la mortalidad considerando, muerta aquella larva sin movimiento. El experimento
se establecié en condiciones de laboratorio a temperatura de 25 + 2 °C y humedad

relativa de 50 + 5%.

4.3.7. Analisis estadistico

Los datos de mortalidad (%) de la segunda serie de la VB2 se sometieron a pruebas
de los supuestos de normalidad (Shapiro Wilks modificado) (Royston, 1982) y
homogeneidad de varianza (prueba de Bartlett) (Bartlett, 1937), para posteriormente
aplicar ANAVA o Kruskal Wallis, y posteriormente determinar diferencias estadisticas
entre tratamientos con la prueba de comparacion de Tukey (P < 0.05) o comparaciones
multiples (P < 0.05), respectivamente, en el programa InfoStat 2013l (Di Rienzo, 2013).

En las comparaciones multiples, éstas se realizaron comparando cada media de rango
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entre tratamientos para determinar diferencia estadistica. Después se realizé un analisis
PROBIT con el programa BioStat ver. 5.8.1 (BioStat, 2013) para obtener Concentracion

Letal media (CLso).

4.4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.4.1. Actividad bioldgica del macerado, extracto y fracciones de R. ehrenbergiana

4.4.1.1. Macerado

En la primera ventana bioldgica, la evaluacion de la actividad toxica del macerado
en etanol de la raiz de R. ehrenbergiana, el rango de mortalidad de 0 a 72.5 - 75.0% a
las concentraciones de 1 - 20%, en ambas muestras. En el bioensayo subsecuente
(Cuadro 1), la mortalidad fue significativa (P < 0.05) a partir de 6.6% en ambas muestras,
llegando a ser de 40 a 87.5% y de 30.0 a 65.0% para la muestra M1 y M2; datos que
considerando los dos valores inferiores permiti6 obtener la CLso de 8.29 (7.28 - 9.46)%
en M1, y de 12.32 (11.14 - 13.63)% para M2. Lo anterior indica que la raiz colectada en
agosto del 2010 (M1) fue mas toxica que la de agosto del 2011 (M2), no obstante de tener
un afo de almacenamiento; lo cual puede ser posible, ya que si la muestra fue colectada
bajo condiciones humedas en el suelo, ésta es mas tdxicas comparada con colectas
realizadas en sequia (Garcia et al., 2010), debido a una menor sintesis de compuestos o
un cambio en la relacidon 6 concentracion de los mismos; respuesta observada en hojas
de romero Rosmarinus officinalis L., en donde la emisibn de compuestos
sesquiterpénicos se inhibié después de 4 dias de estrés hidrico (Ormefio et al., 2007),

debido a que el estrés disminuye la tasa de fotosintesis neta en las plantas, como en
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hierba de San Juan Hypericum perforatum L., la cual fue de 6.2 a 3.8 umol m-? st después

de 12 dias bajo estrés hidrico, lo que afectd la produccion de metabolitos, propicia la

disminucién de ciertos compuestos (hipericina) y el incremento de otros (hiperforina)

(Zobayed et al. 2007). La actividad téxica del macerado de la raiz de R. ehrenbergiana

es menor que el macerado acuoso de la semilla de A. muricata al 5%, el cual provoco

100% de mortalidad en larvas de tercer instar de A. aegypti (Sanabria et al., 2009).

Cuadro 1. Mortalidad ocasionada por el macerado de la raiz de R. ehrenbergiana en

larvas de cuarto instar de A. aegypti

Concentracion

Mortalidad (%)

(%) M12 M2P

13.2 87.50 £ 0.22 a' 65.00 + 0.27 a
12.1 62.50 + 0.15 ab 47.50 +0.20 ab
11.4 57.50 + 0.30 ab 45.00 + 0.22 ab
10.0 55.00 + 0.31 b 27.50 + 0.35 bc
6.6 40.00 + 0.35 bc 30.00 +0.38 bc
4.6 20.00 +0.71 cd 10.00 + 0.82 cd
3.2 15.00 + 0.38 cd 7.50 + 1.28 cd
0.0 0.00 +0.00d 0.00 + 0.00 d
CLso 8.29% 12.32%

aM1= raiz colectada el 19 de agosto del 2010; °M2= raiz colectada el 19 de agosto del 2011. Los valores

corresponden a 20 individuos y son promedio de cuatro repeticiones + desviacion estandar. TMedias con

letra diferente en la columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). ®Concentracion

correspondiente al testigo (etanol 96%).
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4.4.1.2. Extracto

El extracto en etanol de la raiz de R. ehrenbergiana provoc6 100% de mortalidad a

100,000 ppm en ambas muestras, seguido de 12.5 y 35.0% de mortalidad a 10,000 ppm

para las muestras M1y M2, por lo que el rango de efectividad se consideré de 10,000 a

100,000 ppm. En bioensayo posterior (Cuadro 2), la respuesta fue significativa (P < 0.05)

a 46,000 y 66,000 con mortalidad de 40 y 50% para M2 y M1, respectivamente, y la

correlacion de las siete dosis permitio ubicar la CLso de 61,217.24 (55,309.56 - 67,176.22)

ppm para M1y una CLso de 51,268.34 (44,845.86 - 58,007.25) ppm para M2, en larvas

de cuarto instar de A. aegypti. Lo anterior indica que ambas muestras presentan el mismo

nivel de toxicidad.

Cuadro 2. Mortalidad causada por extracto en etanol de la raiz de R. ehrenbergiana en

larvas de cuarto instar de A. aegypti

Concentracion

Mortalidad (%)

(ppm) M12 M2P
100,000 95.00 + 0.06 aT 90.00 £ 0.09 a
66,000 50.00 £ 0.28 b 65.00 £ 0.20 ab
46,000 25.00 £ 0.40 bc 40.00 £ 0.54 bc
32,000 2250+ 0.67 ¢ 22.50 £ 0.99 cd
21,000 5.00+1.15c 17.50 £ 0.98 cd
14,000 1250+0.77c 7.50 £ 0.67 cd
10,000 250+2.00c 10.00 £ 1.41 cd

0.0° 0.00 +0.00c 0.00+0.00d

CLso 61,217.24 ppm 51,268.34 ppm

aM1= raiz colectada el 19 de agosto del 2010; °M2= raiz colectada el 19 de agosto del 2011. Los valores

corresponden a 20 individuos y son promedio de cuatro repeticiones + desviacion estandar. TMedias con

letra diferente en la columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). ®Concentracion

correspondiente al testigo (etanol 96%).
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La CLso de la muestra M2 del extracto en etanol de la raiz de R. ehrenbergiana es
igual de efectiva que el extracto etandlico-acuoso de corteza de A. muricata (CLso de
43.62 (36.60 - 52.63) mg mL?; equivalente a 43,620 (36,600-52,630) ppm) en larvas de
cuarto instar de A. aegypti (Bobadilla et al., 2005); pero las CLsode M1y M2 tienen menor
efectividad que el extracto en etanol de frutos de R. communis y M. azedarach, y que
semillas de A. muricata (CLso de 860, 900 y 1,800 ppm) en larvas de cuarto instar
temprano de A. aegypti (Parra et al., 2007); y que los extractos en etanol de hojas de
cardosanto Argemone subfusiformis G.B. Ownbey y cempaxuchitl Tagetes patula L. (CLso
de 12.2 y 143.8 ppm) en larvas de cuarto instar de A. aegypti (Vidal et al., 2009); y que
extractos metanolicos de A. muricata, S. saponaria y G. sepium (CLso de 7.26, 658.64 y

1,532.89 ppm) en larvas de tercer instar de A. aegypti (Amariles-Barrera, 2013).

4.4.1.3. Fracciones

En las 16 fracciones obtenidas del extracto en etanol de la raiz de la muestra M2 de
R. ehrenbergiana, la mortalidad del 100% se obtuvo en C1y D1,y de 22.5y 17.5% con
K1y E1 a 10,000 ppm; el resto de fracciones no provocaron mortalidad en larvas de
cuarto instar temprano de A. aegypti. En la busqueda de mejor correlacion efectividad y
concentracion de las fracciones sobresalientes, en la VB1 se observo de 30 a 87.5% de
mortalidad en la fraccion C1 de 10 a 1,000 ppm, lo que permitio delimitar el rango de
toxicidad de 10 a 100 ppm; mientras que D1 provoco de 10 a 72.50% de mortalidad en el

mismo rango, sin embargo la toxicidad media se ubico de 100 a 1,000 ppm (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Mortalidad causada por las fracciones C1 y D1 del extracto en etanol de la
raiz de R. ehrenbergiana en larvas de cuarto instar de A. aegypti en la primera

ventana biologica

Concentracion Mortalidad (%)
(ppm) C1 D1
1,000 87.50 £ 0.06 72.50 £ 0.24
100 65.00 £ 0.20 37.50 £ 0.40
10 30.00 £ 0.47 10.00 + 2.00
0.0% 0.00 +£0.00 0.00 £ 0.00

Los valores corresponden a 20 individuos y son promedio de cuatro repeticiones + desviacién estandar.

5Concentracion correspondiente al testigo (etanol 96%).

En bioensayos subsecuentes, la fraccion C1 presenté mortalidad significativa (P <
0.05) de 55.0% a 100 ppm (Cuadro 4) y basado en respuestas y concentraciones
inferiores permitio ubicar la CLso de 92.65 (60.39 - 142.13) ppm; por su parte, la fraccion
D1 tuvo una toxicidad maxima (P < 0.05) de 75.0% de mortalidad a 1,000 ppm, y basado
en datos inferiores, se obtuvo la CLso de 220.92 (132.61-368.06) ppm. Lo anterior indica
que la fraccién C1 y D1 presentan mismo nivel de toxicidad, en larvas de cuarto instar de

A. aegypti.
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Cuadro 4. Mortalidad causada por fracciones C1 y D1 del extracto en etanol de la raiz
de R. ehrenbergiana en larvas de cuarto instar de A. aegypti en la segunda

ventaba biol6gica

Concentracion Mortalidad (%) Concentracion Mortalidad (%)

(ppm) Cl (Ppm) D1
100 55.00 £ 0.18 aT 1,000 75.00 £ 0.08 a'"
66 42.50 + 0.28 ab 660 7250+0.13 a
46 15.00 £ 0.86 abc 460 65.00 £ 0.20 ab
32 10.00 £1.41 bc 320 62.50 £ 0.15 ab
21 250+2.00c 210 55.00 £ 0.38 abc
14 0.00+0.00c 140 40.00 £ 0.35 bc
10 0.00+0.00c 100 2750+ 0.75 cd
0.0% 0.00 +£0.00c 0.0° 0.00 +0.00 cd
CLso 92.65 ppm CLso 220.92 ppm

Los valores corresponden a 10 individuos y son promedio de cinco repeticiones + desviacion

estandar. "Medias con letra diferente en la columna son estadisticamente diferentes
(comparaciones miultiples, 0.05) y T (Tukey, 0.05). 8Concentracion correspondiente al testigo

(etanol 96%).

El compuesto de la fraccion C1, con ClLso de 92.65 ppm presenta una toxicidad
similar a los alcaloides libres (CLso de 87.5 (75.7 - 100.7) ppm) obtenidos del extracto en
metanol de semilla de colorin Erythrina americana Mill; mientras en la fraccién D1, con
ClLso de 220.92, la toxicidad se compara al alcaloide puro B-eritroidina (CLso de 225 (205
- 258) ppm) evaluados en larvas cuarto instar temprano de C. quinquefasciatus (Garcia
et al.,, 2004). Los compuestos presentes en las fracciones C1 y D1 pertenecen a los

terpenoides, debido a que el extracto desarrollé una coloracion violeta con el reactivo de
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Lieberman-Buchard (Wagner y Bladt, 1996), y puede tratarse de furanoemofilanos o
seco-eremofilanos, compuestos aisladas previamente del extracto en metanol de la raiz
de R. ehrenbergiana y que mostraron moderada actividad anticancerigena (Pérez-

Castorena et al., 2005 y 2006).

4.4.2. Analisis fitoquimico del extracto de R. ehrenbergiana

En la proceso de extraccion de compuestos activos, utilizando 1.0 L de etanol 95%,
de una muestra de 500 g de raiz seca (M2 de raiz de R. ehrenbergiana, se obtuvo 27.45
g de extracto, lo que representa 5.49% de rendimiento. Al extracto se aplico el reactivo
de Lieberman-Buchard y el revelado de la CCF con vainillina en medio &cido, en ambos
casos se obtuvo una coloracion violeta tipico de terpenoides (Wagner y Bladt, 1996).
Posteriormente, en el fraccionamiento de la muestra, de un total de 147 fracciones
obtenidas en la elucién de hexano, acetato de etilo (AcOEt) y metanol, se integraron 16
fracciones con mismo Rf, calculados a partir de la CCF. Las primeras 13 desarrollaron
colores caracteristicos de tipo rosa, violeta, verde y café (Figura 1), con Rf de 0.01 a 0.76;
mientras que las ultimas 3 fracciones de la fase AcOEt:metanol (10:0 a 0:10) mostraron
una tonalidad azul en todas las fracciones (Figura 2), pero con Rf de 0.23 a 0.69 (Cuadro

5).
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1 3 5 6 7 8 9 10 N

Fracciones

12 13

Figura 1. Desarrollo diferenciado de color y Rf, de las 13 fracciones obtenidas en la
fase de elucién hexano:AcOEt (20:0 a 0:20).
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T !
14 15 16

Figura 2. Desarrollo similar de color azul, pero diferente Rf en las fracciones obtenidas
en la fase AcOEt:metanol (10:0 a 0:10).
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Cuadro 5. Fracciones, polaridad, Rf y rendimiento de compuestos que integran el
extracto en etanol de la raiz de R. ehrenbergiana.
i Clave de Polaridad - Rendimiento
fraccion g %2
(Hexano:AcOEt)
1 Al 20:0-19:1 0.76° 0.0919 0.54
2 Bl 18:2 0.63 0.2185 1.29
3 C1* 17:3 0.58 0.2468 1.45
4 D1* 16:4 0.46 0.4128 2.43
5 El 15:5 0.39 5.1882 30.52
6 F1 14:6 0.46 0.6739 3.96
7 Gl 13:7-12:8 0.46 0.6162 3.62
8 H1 11:9 0.34 0.3969 2.33
9 11 10:10-9:11 0.12 0.5328 3.13
10 J1 8:12 0.13 0.1631 0.96
11 K1 7:13 0.08 0.1064 0.63
12 L1 6:14 - 2:18 0.08 0.4204 2.47
13 M1 1:19-0:20 0.01 0.2172 1.28
(AcOEt:metanol)
14 N1 10:0-7:3 0.69¢ 1.5360 9.04
15 N1 6:4-2:8 0.50 5.4360 31.98
16 01 1:9-0:10 0.23 0.2690 1.58
Total 16.5261 97.21

2Rendimiento basado en un total de 17.0 g de muestra. "Medio de elucién en camara de revelado
10:10 (Hexano:AcOEt), “Medio de elucibn en camara de revelado 50:50 (AcOEt:metanol).

*Fracciones responsables de la actividad téxica en larvas de cuarto instar de A. aegypti.

Entre fracciones, y con base a la muestra representativa de 17.0 g sometida a

fraccionamiento, el mayor rendimiento se obtuvo en la fraccion 8 (N1) con 5.43 g

(31.98%), seguido de la fraccion 5 (E1) con 5.18 g (30.52%). Las fracciones 3 (C1) y

4(D1), con mayor actividad toxica tuvieron un rendimiento de 0.2468 g (1.45%) y 0.4128
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g (2.43%), respectivamente. Adicionalmente, en el proceso de fraccionamiento del
extracto se obtuvo una recuperacion de 97.21% de la muestra, lo que indica que

practicamente se analiz0 la totalidad de la muestra.

Al momento de cuantificar el rendimiento a nivel de las fracciones, por cada 100 g
de muestra de raiz seca de R. ehrenbergiana; la C1 y D1 tuvieron 0.07 y 0.13 g,
respectivamente, por cada 100 g de muestra, lo que indica que R. ehrenbergiana puede
ser fuente de fracciones activas de tipo terpenoides, ya que segun Robinson (1979) una
planta puede considerarse fuente de alcaloides cuando contiene mas de 0.05 g de

alcaloides por cada 100 g de muestra.

4.4.3. Efectividad de macerado, extracto y fracciones de raiz de R. ehrenbergiana
El macerado, extracto y fracciones obtenidas con etanol de la raiz de R.
ehrenbergiana mostraron actividad insecticida cuyas CLso fueron menores conforme era
mayor el refinamiento del preparado. Es decir, el macerado tuvo CLso de 8.29 (M1) y
12.32% (M2), equivalente a 82,900 y 123,200 ppm, respectivamente; en el extracto fue
de 61,217.24 (M1) y 51,268.34 ppm (M2), y las fracciones, de la muestra M2, en C1y D1
fue de 92.65y 220.92 ppm. Esta tendencia de efectividad concuerda con lo reportado por
Diaz et al. (2012) quienes determinaron a nivel de extracto en etanol de semillas de
acahuite Trichilia hirta L. una CLso de 219.22 ppm, mientras que la fraccion FO08 y
subfraccion FO11 tuvieron CLso de 20.94 y 14.98 ppm. Con el extracto en etanol de
semillas de Tabernaemontana cymosa Jacqg. la CLso fue de 35.1 ppm, y en fracciéon SM-
I-5N y subfraccion SM-I-5Q tuvieron CLsode 20.9 y 14.9 ppm, ambas especies evaluadas

con larvas de cuarto instar temprano de A. aegypti.
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Con respecto a las muestras, al utilizar el macerado, la M1 es mas toxica que M2,
sin embargo hay que considerar que se partio de 20 g para elaborar preparado, lo cual
pudiera no ser representativo de la muestra aunado a la homogeneidad en la muestra y
preparado; mientras que a nivel de extracto, no se observo diferencias de efectividad
entre M1y M2, lo cual puede ser mas representativo y confiable ya que se utilizaron 500
g raiz, de cada muestra, para realizar el extracto, aunado a la eliminacién del disolvente;
y en fracciones, C1 y D1 presentan la misma efectividad. Ante lo cual, es més factible
considerar las condiciones de colecta, misma que deben ser cuando haya humedad o
sea época de lluvias, condiciones que favorecen a una mayor toxicidad en la raiz (Garcia

et al., 2010).

Por otro lado, al parecer la actividad toxica del extracto en etanol de la raiz de R.
ehrenbergiana observada en A. aegypti no es ocasionada por sendarwina |,
rolderenbergiana A, B, C o D, ya que dichos compuestos se han aislado en la fracciones
de elucion hexano:EtOAc 9:11 en el extracto en metanol de hojas, raiz y flores de R.
ehrenbergiana (Pérez-Castorena et al., 2005 y 2006), mientras que en el presente trabajo,
las fracciones toxicas se aislaron en el nivel de elucién hexano:EtOAc 17:3 y 16:4 del
extracto en etanol de la raiz, lo cual indica que puede tratarse de compuestos diferentes,
posiblemente de tipo seco-furanoeremofilano 1 con mezcla de pB-sistosterol y
estigmasterol, el cual se obtuvo del extracto en metanol de la parte aérea de R.
aschenborniana en la fraccidbn hexano:EtOAc (85:15; equivalente a 17:3) utilizando

cromatografia en columna al vacio (Arciniegas et al., 2004).
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Los resultados obtenidos con anterioridad ofrecen una alternativa de manejo de
plagas sanitaria como A. aegypti, vector del dengue, utilizando una especie toxica y
endémica de México como R. ehrenbergiana en tres formas de uso, macerado, extracto
o fracciones, con la seguridad de conocer las fracciones responsables de dicha toxicidad,
las cuales puede dar pauta a estudios posteriores para determinar los posibles riesgos

en la utilizacion de esta planta.

4.5. CONCLUSIONES

El macerado, extracto y fracciones en etanol de la raiz seca de R. ehrenbergiana
provocaron accion insecticida en larvas de cuarto instar temprano de A. aegypti. De las
dos muestras y tres formas de uso, el macerado tuvo una CLso de 8.29 (M1) y 12.32%
(M2), en extracto de 61,217.24 (M1) y 51,268.34 (M2), y en fracciones de 92.65 (C1) y
220.92 ppm (D1) de la muestra M2. La toxicidad del macerado y extracto es atribuida a
las fracciones C1y D1, con rendimiento de 0.07 y 0.13 %, por cada 100 g de muestra de
raiz seca. Las fracciones activas C1 y D1 fueron obtenidas en el nivel de elucion
hexano:EtOAc 17:3 y 16:4, lo que sugiere compuestos toxicos diferentes a los reportados
en R. ehrenbergiana. La presente investigacion brinda una alternativa usando sustancias

naturales para el manejo de A. aegypti, principal vector del dengue.
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5.1. DISCUSION GENERAL

En la busqueda de alternativas ecoldgicas para manejo de plagas, se ha recurrido
al uso de plantas alimenticias como el A. sativum, Capsicum sp y C. ambrosioides;
medicinales como A. indica, S. officinale y N. tabacum, y de recoleccion como H.
cimicidium, M. azedarach, T. patula, entre otras, las cuales han mostrado actividad toxica
en diversos organismos. Pero también existen especies silvestres como R.
ehrenbergiana la cual ha sido utilizada desde la época colonial y que recientemente se
ha empezado a estudiar a nivel fitoquimico, pero en la cual no se han realizado trabajos
enfocados a su utilizacién en el control de plagas agricolas o sanitarias. En este sentido,
la presente investigacion generé informacion enfocada a la accion biologica que causa el
extracto en etanol de la raiz de R. ehrenbergiana en E. varivestis y A. aegypti, habiendo
encontrando accién insecticida en ambos organismos, asi como efecto insectistatico a

través de la inhibicion de la alimentacion en E. varivestis y proteccion foliar en frijol.

A nivel de toxicidad, al utilizar el extracto en etanol de la raiz de R. ehrenbergiana,
en larvas de neonatas de E. varivestis se tuvo una CLso de 3,233.09 ppm, mientras que
en larvas de cuarto instar de A. aegypti fue de 51,268.34 ppm; lo anterior puede deberse
a diversos factores:

1. Ambos organismos son diferentes, el primero es coledptero cuyo ciclo larva
lo realizar al aire libre, mientras el segundo es un diptero con el ciclo larval
dentro del agua, lo que supone diferencias en metabolismo.

2. Las etapas larvales en donde se evaluo el extracto fue diferente, en

conchuela se realizO en neonatas-primer instar y en mosquitos en cuarto
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instar, lo que influye en el nivel de resistencia del insecto, siendo esta mayor
en instares mas avanzados o adultos, como es el caso de larvas de P.
xylostella, donde la utilizacion del extracto en etanol de semillas de A.
squamosa en larvas de tercer y cuarto instar, la CLso paso de 3,900 a 6,700
ppm (Leatemia e Isman, 2004).

Larva de E. varivestis tiene habito masticador por lo tanto, en el proceso de
alimentarse ingirié el extracto junto con el alimento, causado intoxicacion
desde su interior; mientras que en A. aegypti, la larva solo estuvo en contacto
con el extracto en su medio de vida (agua) y no en la fuente de alimento, lo
que supone que la principal entrada al organismos fue por penetracion o
absorcion a través de la piel, via por la cual A. aegypti ha generado
estrategias de dextosificacion para evitar el dafio de los insecticidas (y
posiblemente a extractos botanicos), como la “penetracién reducida”, siendo
este mecanismo el responsable de una resistencia 5X en el caso de malation
(Badii y Garza, 2007).

La diferencia en concentracion a la cual se expusieron a los insectos, en caso
de las larvas de E. varivestis, éstas estuvieron en contacto o ingirieron el
extracto via alimento a la concentracién inicial aplicada a las hojas, ya que
solo se evaporé el disolvente; mientras que en A. aegyti, la concentracion
inicial al ser aplicada al medio (1 mL de extracto en 100 mL agua) se presento
una dilucion y la larva se expuso a una concentracion 100 veces menos. Si
este factor fuera el mas importante, entonces, las larvas de A. aegypti son
mas susceptibles al extracto de R. ehrenbergiana con una CLso de 512.68

ppm comparado con larvas de E. varivestis con CLso de 3,233.09 ppm.
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No obstante a los elementos antes mencionados, se requieren de estudios enfocados a
evaluar dichos factores para determinar que cual o cuales influyen en las diferencias de

toxicidad observada en E. varivestis y A. aegypti.

En otro enfoque observado hacer referencia al efecto observado en larvas de E.
varivestis con respecto a la estrategia de aplicacion o manejo. Primero, en el supuesto
de proteger el 100% del area de interés, se tienen la posibilidad de provocar diferentes
efectos en la plagas. La utilizacion de concentraciones elevadas de 2,687.77 ppm en
adelante, se estaria privilegiando un efecto insecticida con una mortalidad del 50% de la
poblacion; mientras que de 1,376.24 a 1,735.22 ppm se promoveria un efecto
insectistatico en términos de disminuir un 50% el peso de larva y de forma paralela
disminuir el dafio foliar; y con uso de 746.21 ppm 0 menos se buscaria proteger un 50%
el &rea foliar del cultivo de frijol, sin afectar a la plaga. Esta Ultima estrategia seria la mejor
forma de manejo para evitar el desarrollo rapido de resistencia. No obstante, a nivel de
campo al aplicar productos para el manejo de plagas, éstas tienen la opcion de elegir otra
fuente de alimento, ya sea otros cultivos o especies hospederas alternas, lo cual puede
propiciar de un 91.88 hasta 98.96% de proteccion foliar a una concentracién de 5,000

ppm, sin afectar el crecimiento ni provocar mortalidad en larvas de E. varivestis.

La otra diferencia encontrada se observé a nivel de preparaciéon de la raiz de R.
ehrenbergiana en A. aegypti; cuando se utilizé el macerado, la CLso fue de 8.29 a 12.3%
(82,900 - 123,200 ppm), por su parte, el extracto tuvo una CLso de 51,268.34 a 61,217.24

ppm, y en fracciones activas C1 y D1 la CLso fue de 92.65 y 220.92 ppm. Lo anterior
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sugiere que a mayor refinamiento del preparado se incrementa la toxicidad del mismo,
posiblemente como resultado de tener compuestos mas puros y concentrados, con la
desventaja de obtener un menor rendimiento por unidad de muestra, adicional a que se
requiere de un proceso mas largo y caro por los solventes y equipos utilizados. Lo anterior
es importante tomarlo en cuenta al momento de sugerir el uso del macerado, extracto o
fracciones en el manejo de plagas o proteccion foliar, sobre todo al promoverlo como

alternativa en la Agricultura organica.

Finalmente, conocer las condiciones climaticas que determinan la distribucion
potencial de R. ehrenbergiana, brinda las herramientas para ubicar nuevas areas colectas
0 ambientes favorables al cultivo a gran escala para obtener la materia prima. En este
sentido, se obtuvo a través de programa MaxEnt, que la variable que tiene mayor pesos
es la isotermalidad, ésta indica la relacion que existe entre variacion de temperatura
diurna con respecto a la anual, misma que no debe ser mayor a 36%, lo cual permitié

delimitando &rea potenciales en los estados de Oaxaca, Puebla y Tlaxcala.

5.2. CONCLUSION GENERAL

La hierba del perro R. ehrenbergiana presenté accion toxica y efecto insectistatico
en larva de primer instar de E. varivestis, asi como proteccion foliar en frijol; y efecto
insecticida en larvas de cuarto instar de A. aegypti. La actividad insecticida en E.
varivestis tuvo CLso de 3,233.09 ppm, |Aso de 1,575.22 ppm y Plso de 459.07 ppm. En A.
aegypti, la CLso del macerado fue 8.29 a 12.32%, el extracto de 51,268.34 a 61,217.24

ppm, y las fracciones C1 de 92.65 y D1 de 220.92 ppm, siendo estas fracciones las
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responsables de la accion toxica del extracto en etanol de la raiz de R. ehrenbergiana.
La distribucion de la especie esta influenciado principalmente la isotermalidad, y en
segundo término es la precipitacion del trimestre mas frio, variacion de la temperatura

anual, temperatura media del trimestre mas lluvioso y del trimestre mas calido.
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