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Resumen

Vismia mexicana Schitdl. (Clusiaceae) es un arbol pequefio dedsgues lluvioso en México.
Andlisis preliminares por cromatografia en capa {inLC) del extracto de hexano de recogida
hojas comidas ("dafiado") por los insectos, presamian compuesto (S) que no esta presentes
en hojas intactas ("sanos"); Por lo tanto se realizestudio ecoldgico con los siguientes
objetivos: 1) determinar la herbivoria de las bajaV. mexicana colectadas en dos fechas
diferentes, comparando el modelo de TLC del exdrdethexano, 2) determinar la composicion
quimica de los frutos y las hojas; el objetivo ilentificar los compuestos inducidos por
herbivoria, 3) evaluar las propiedades insecticidastialimentarias de los extractos de hexano y
compuestos d¥. mexicana con un d insecto generalista copmdoptera frugiperda (gusano

cogollero).

Métodos: Se colectaron las hojas de cinco arboleg.aaexicanaen Xico, Veracruz, en

octubre de 2008 y enero de 2009. En cada arkiohsa&ron muestras en tres estratos diferentes
(bajo, medio, alto) y el area foliar consumida stermind. Se prepararon extractos hexanicos de
hojas sanas y de hojas dafladas y se analizardi_@oias hojas dafiadas mostraron un patron
similar por CCF con el extracto hexanico de lososudeV. mexicana. De este extracto del fruto

se tenia cantidad suficiente, y por lo tanto seet@a cromatografia en columna con el fin de
aislar sus componentes. El indice de inhibiciotodeextractos y compuestos se determiné con
larvas de la quinta estadio 8efrugiperda. Se realizaron dos tipos de bioensayos con diseos d

hojas deBeta vulgarisL.: de eleccion y de alimentacién forzada.

Resultados:La herbivoria en el campo fue mayor en octubr2@f8 que en enero de 2009,
pero no hubo diferencias estadisticamente sigtife@ntre los niveles (bajo, medio y alto) por
fecha. Los registros meteorologicos mostraron gum Imas precipitaciones en octubre de 2008
gue en enero de 2009, pero la temperatura metha @Gaam) no fue diferente (7 ° C). La
sustancia adicional (s) presente en extracto danwede las hojas dafiadas\enexicana,

también se encontro en el extracto de los frut@armieos de la misma planta, y de acuerdo a la

cromatografia de gases acoplada a espectrometnmashs (GC-MS) el analisis es una mezcla



de cadena larga alcanos{CCi7, Cis, Co7, Cog). Otros compuestos fueron aislados también: la
friedelina triterpeno, una mezcla compuesta pradoignte de ésteres de acidos grasos (ésteres
metilicos de acidos hexadecanoico, éster etilitaddo hexadecanoico, éster metilico del &cido
15-tetracosenoic), el triterpeno lup-20 (29)-emi3 acetato, (3alfa) y alcoholes de cadena larga.
En los bioensayos de eleccion, los discos tratadodiexano (control) fueron mas consumidos
por S. frugiperda, que los no tratados con hexano (intacto). Lagsheganas de octubre de 2008
se consumieron mas que las hojas sanas de en2@®@eque coincide con los registros en el
campo. Otros tratamientos no mostraron difererestadisticamente significativas en
comparacion con el control. En los bioensayos ideealtacion S. frugiperda consumian menos
discos de acelga tratados con la mezcla de alcaremelina, extractos de hojas sanas de enero
de 2009, y el extracto hexanico de la fruta/dmexicana, lo que indica que estos tratamientos

inhibir a algunos palatabilidad medida .

Conclusiones:Las hojas d&. mexicana, asi como las del fruto, sintetizan alcanos derad

larga provocando e Frugiperda, y otros insectos en campo menor palatabilidadros

insectos en respuesta a la herbivoria, ya quepocados a la dieta son capaces de inhibir la
alimentacion de los insectos, mientras que su&itra con hexano puede aumenta su
palatabilidad. Hay diferencias en la herbivoriaaerbas fechas de colecta sufrida gor

mexicana en el campo (octubre> de enero); podria estacimrlada con la cantidad de lluvia
(octubre> de enero). Se sabe de la literaturaajgmtesis de alcanos se induce en la cuticula de

las hojas en condiciones de estrés hidrico comaioen el mes de enero del 2009.



Summary

Vismia mexicana Schltdl. (Clusiaceae) is a small tree of the Cléiadests in Mexico.

Preliminary analysis by thin layer chromatograpfiy- @) of the hexane extract of
collected leaves eaten ("damaged") by insects, stiocavcompound(s) not present in
intact leaves ("healthy"); there-fore a chemicablegy study was performed with the
following objectives: 1) to determine the grazirfgttee leaves o¥/. mexicana collected

in the field on two dates, comparing the TLC pattef the hexane extract, 2) to
determine the chemical composition of the fruitd deaves, aimed to identify the
compounds induced by herbivory, 3) to evaluatanbecticidal or antifeedant properties
of the hexane extracts and compouldsexicana with a generalist herbivorous insect

Spodoptera frugiperda (fall armyworm).

Methods: Leaves of five trees ofV. mexicana were collected at Xico, Veracruz in
October 2008 and January 2009. Each tree was sdmplthree different strata (low,
medium, high) and the leaf area consumed was detednHexane extracts of healthy
leaves and damaged leaves were prepared, andzegddy TLC. HED showed a similar
TLC pattern compared with that of the fruit. Thigract was obtained in high yield, and
therefore was subjected to column chromatographgrder to isolate its components.
The antifeedant index of extracts and compoundsdetermined with fifth stage larvae
of S frugiperda. Two types of bioassays were performed with les¢siofBeta vulgaris

L.: choice and feeding.

Results Herbivory in the field was higher in October 200tn in January 2009, but
there were not statistically differences amongdtrata (low, medium and high) at any
date. The weather records showed there was mocgpation in October 2008 than in
January 2009, but the average temperature (at 8vas)not different (7 °C). The extra
substance (s) present in hexane extract of\theexicana damaged leaves, was also
found in the extract of the fruits, and accordioggas chromatography coupled to mass

spectrometry (GC-MS) analysis it is a mixture afdachain alkanes @, C17, C18, C27,

Vi



C29). Other compounds were also isolated: the péee friedelin, and a mixture
composed mainly of fatty acid esters (hexadecaacit methyl ester, hexadecanoic acid
ethyl ester, 15-tetracosenoic acid methyl estdrg triterpene lup-20 (29)-en- 3-ol,
acetate, (3alfa) and long chain alcohols. In th@ashbioassays, discs treated with hexane
(control) were more consumed [8/frugiperda, than those not treated with hexane
(intact). The healthy leaves of October 2008 weoeentonsumed than the healthy leaves
of January 2009, which coincides with the record¢he field. Other treatments showed
no statistically differences as compared to controfeeding bioassayss frugiperda
consumed less beet discs treated with the mixtuatkanes, friedelin, extracts of healthy
leaves of January 2009, and with the hexane dxtvhdhe fruit of V. mexicana,
indicating that these treatments inhibit to somtemixpalatability.

Conclusions The leaves oW. mexicana, as well as the fruits, synthesize long-chain
alkanes in the cuticle wich are feeding deterrémtS frugiperda, and other insects in

response to herbivory, since incorporated to teeate able to inhibit the insect feeding,
while their extraction with hexane increase it. efidh are seasonal differences in
herbivory suffered byV. mexicana in the field (October> January) and could be
correlated with the amount of rainfall (Octoberxudary).It is known from the literature

that the synthesis of alkanes is induced in thecleubf the leaves in water stress

conditions as occur in January.

Vii



Abreviaturas

AcOEt : Acetato de Etilo

CC: Cromatografia en columna

CCF. Cromatografia en capa fina

CCFp: Cromatografia en placa preparativa

CDCls: Cloroformo deuterado

CG-EM: Cromatografia de gases acoplada a Espedtiande Masas

CHx: Hoja de acelga tratada con hexano

CH,Cl,- MeOH: Mezcla diclorometano-metanol

DE: Extracto hexanico de las hojas dafiadag. aaexicana colectadas en enero 2009.
DEPT: Distortionless Enhancement by Polarizaticansfer (Experimento de RMN)
DO: Extracto hexanico de las hojas dafiadag. aaexicana colectadas en octubre 2008.
d: Desplazamiento quimico

EM : Espectrometria de Masas

FM. Fase movil

gl: Grados de libertad

HETCOR: Experimento de correlacion heteronuclearl 38

Hx: Hexano

IR : Espectroscopia de Infrarrojo

MeOH: Metanol

Mhz: Megahertz

msnm : metros sobre el nivel del mar

nm: Nanometros

ul: Microlitro

Pf : Punto de fusion

ppm: Partes por millon

Rf: Referencia

RMN 'H: Resonancia Magnética Nuclear Proténica
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RMN*C: Resonancia Magnética Nuclear de Carbono
Scion image: Software de de libre acceso
SE: Extracto hexanico de las hojas sanag. aaexicana colectadas en enero 2009

SHx: Hoja de acelga sin disolvente
SO: Extracto hexanico de las hojas sanag. aaexicana colectada en octubre 2009

SPSS V.15: Software de andlisis estadistico

UV: Espectroscopia de Ultravioleta
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1.- Introduccién

Las plantas, organismos sésiles, estan obligadesaonder a los diferentes retos que les
plantea su entorno. Estas respuestas, a su amhbiético y abiotico, muchas de ellas de tipo
quimico, les permiten la mejor distribucion de sesursos para crecer, reproducirse y
defenderse (Vivanco et al 2005). Se conocen apexkamente 260,000 especies de plantas
vasculares en el mundo; es decir, aquellas qusiblarcolectadas, catalogadas cientificamente y
depositadas en algun herbario; sin embargo estaspsacticamente desconocidas desde
cualquier otro punto de vista. Por ejemplo, apese&gonocen las caracteristicas quimicas y
fisiol6gicas, asi como requerimientos ecoldgicds Hlal 2% de estas (Lara y Marquez 1996).
Sus aplicaciones reales son enormes; de aproxingmdarh20 medicinas de uso corriente tienen
como principios activos compuestos sintetizadodgmplantas, y estos han sido extraidos de un
poco menos de 100 especies (Lara y Marquez 18@6ksta forma, el almacén quimico que
representan las plantas, particularmente la dedaas tropicales esté virtualmente inexplorado
desde el punto de vista farmacologico. Menos aucoeece el papel de estos compuestos en

sus interacciones con otras especies, es decie @épdnto de vista de la Ecologia Quimica.

En México existen poco mas de 20,000 especies pledbde plantas vasculares, por lo
cual tiene una flora mas vasta que la antigua USoniética (hoy Asia y otros paises), los
Estados Unidos de América y Canada en conjunto.eBtar razon, el territorio nacional, y en
particular, su mitad meridional se considera ekdeezonas floristicas mas ricas del mundo
(Wulff, 1937 citado por Rzedowski, 1978).

En el presente trabajo se estudio el papel den&abolitos secundarios de un arbol de
México, Vismia mexicana Schledt (Clusiaceae), localizado en el Bosque Mesofilo dentslita;
en especial se investigo el papel de algunos aestps quimicos como defensa al dafio foliar
por el insecto fit6fago polifag8podoptera frugiperda.



2.- Antecedentes

2.1.- Ecologia Quimica.

La Ecologia Quimica se define como “el estudio @eestructura, funcion, origen y
significado de los compuestos quimicos naturalesagpiian como mediadores de interacciones
intra- e interespecificas; se enfoca en deternehaapel de los compuestos semioquimicos en

su contexto natural.”(Millar y Haynes 1998)

El nimero de especies, su papel en el ecosistemtipbs de interacciones, su estructura
trofica y sus mecanismos evolutivos constituyeneeisis del estudio de la biodiversidad
(Herrera y Pellmyr 2002). La actividad de todo migemo cambia el medio ambiente en el que
vive, puede alterar las condiciones, puede afaslistraer recursos del ambiente y alterar asi su
disponibilidad para otros organismos; pero adenhds, organismos interaccionan cuando

influyen en la vida de otros (Begon 1996).

Las interacciones entre las especies pueden sgficdddas con base a sus efectos
(Ricklefs y Miller 1999); de esta forma tenemosutngismo, competencia, parasitismo,
depredacion, comensalismo, protocooperacion y rismo@a (Odum 1972). Los metabolitos
secundarios de las plantas proveen protecciémacamtrobios, insectos, herbivoros y ademas
pueden ser factor de competencia contra otras iespeegetales (Firn y Jones, 2000;
Papadopoulou et al. 1999; Wink 2003; citados poek€set al 2006), es decir han sido
considerados como agentes de defensa, tanto entéagcciones planta-patdgeno, y planta-
herbivoro, planta-planta (alelopatia). Aunque poredativa toxicidad a varios taxa se necesita
hacer una revisidbn y mas experimentacion, puesuasancias de defensa de las plantas no

afectan igualmente a todos los enemigos potendBesenthal y Janzen 1979).



2.1.1 Interaccion planta-insecto: herbivoria

De acuerdo a Schowalter (2000), la herbivorial eeesumo de las partes de una planta,
esto incluye follaje, corteza, raices, flores, deuty semillas, realizado por animales. La
herbivoria es un proceso que reduce la biomasagidid de plantas. Existen diferentes modos
de herbivoria, el mas comun es la folivoria, lal@emsiste en especies que mastican el follaje,
reduciendo el area de tejido fotosintético. Espm tde herbivoria es el mejor estudiado.
(Schowalter 2000); debido a que alimentarse dpléagas verdes es la forma mas comun de un

animal para obtener alimento (Jolivet 1992).

La herbivoria puede inducir cambios en el tamafia forma de las plantas, teniendo
efectos sobre la competencia con otras plantasrdidery Pellmyr 2002). Asimismo, los
herbivoros pueden consumir directamente las plaaféerando el ciclo de los nutrientes y
perturbando suelos y otros substratos; ademas edaivbria puede alterar la sucesion, la
diversidad de especies de plantas, la estructteadgeénea y la productividad. (OIff 1999).

Algunos factores ambientales pueden modificarplapiedades de una planta y por
tanto la capacidad de reproduccion y crecimientsugeconsumidores. Las caracteristicas de una
especie vegetal pueden influir en la eficiencial@gioa de los herbivoros, particularmente a
través de modos de defensa y valores nutricionabedtibuyendo con esto a limitar la poblacion
del herbivoro (Hunter 1992). La relacion plantabiierro puede ser considerada un componente
funcional del ecosistema, la dinAmica puede seridaeeh términos de produccion primaria y
secundaria, y en el flujo de la energia y la nat@lff 1999). De igual forma muchos factores
influyen en la planta y al herbivoro: disponibilidade nutrientes ambientales, estrés abiotico,

dafio bidtico y el tercer nivel trofico (Barbosa91)

La interaccién con organismos microbianos, herlisgrotras especies de plantas puede
ser de caracter positivo, negativo o neutral (Vozaat al 2005). En el caso de las interacciones

entre plantas e insectos, por ejemplo, ciertos cestps con estructuras similares pueden ejercer



actividades muy disimiles, desde insecticidas hagtalentes o incluso atrayentes (Vivanco et al
2005).

La distribucion de las plantas define la localida y abundancia de los herbivoros vy el
tipo, también frecuentemente el tipo de defensasr@ los herbivoros y depredadores (Herrera,
y Pellmyr 2002). Ademas es muy importante sabelesuson las preferencias de los insectos en
cuanto a la alimentacion y habitat. De acuerdo and® de Vivar (1985) existen dos
posibilidades para explicar porque algunos insestds viven y se reproducen en una planta o
en un numero limitado de estas. La primera sefiadal@s insectos se guian por sus requisitos
alimenticios, mientras que la segunda postula gaerdpelentes o atrayentes que produce la
planta son las guias que indican al insecto latpladonde ovopositar. Por ejemplo, sefiala que
los insectos utilizan esteroles de las plantayvgderas con doble ligadura en C-5 en su dieta, y

logran desarrollarse hasta la etapa adulta.

Los fendbmenos de preferencia a los que respondems$ectos son extensos incluyen
caracteristicas fisicas como color, superficiela@lanta, estructura interna de la misma y
reflexion de radiacion infrarroja y de otros tippsyo en general las caracteristicas quimicas son
las mas importantes. Por ejemplo, la polflatella maculapennis (Curtis) puede percibir el
sabor de la sinigrina a 1/1,000 partes de la cantglie puede saborear un ser humano; un solo
pelo sensorial de la mosPaormia regina ( Meigen) al estar en contacto con una concentracion

de sacarosa de 3 millonésimas de gramo pdidenagua, provoca una respuesta del insecto.

La primera planta registrada como resistente asgcto, de la cual se tiene constancia es
la variedad de manzana winter Majefitelus pumilla Miller, la que se catalogdé en 1831 como
resistente al afido lanosWlayetiola destructor (Say) y segun los dltimos informes aun es
resistente. Algunos genes de las plantas que lgsemen resistencia a los afidos, parecen ser
muy sensibles a la temperatura. El factor gendiitgple conocido como resistencia del trigo al
pulgbén verde, se manifiesta mejor a temperaturasdpbajo de 24C° que a temperaturas de
77C° 6 mayores. Por el contrario, en la resistedeilledicago sativa (Linnaeus) al afido del

guisante y al afido manchado de la alfalfa, en amasos los clones portadores de factores
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genéticos son mas efectivos a temperaturas aleaa ajas. (Comité Sobre Plagas de Plantas y
Animales, 1991)

Es muy raro que alguna caracteristica fisica sgylar a una sola especie vegetal, pero
las caracteristicas quimicas son mucho mas eg@es;ifpor tanto, no es sorprendente que los
estimulos quimicos determinen en su mayor paelrcion del huésped para la ovoposicion y
la alimentacion. (Haynes y Millar 1998). La resigti@ quimica estimulada por un ataque de un
herbivoro puede ser clasificada como constitutivanducida. La mayor resistencia a la
alimentacion del depredador es constitutiva y éstdéada en la presencia de inhibidores al
contacto. La resistencia inducida se fundamentalaeracumulacion y modificacion de
metabolitos del hospedero, como consecuencia éeagtiones quimicas y fisicas entre la planta

y el atacante (Levin, 1976)

La elaboracion de metabolitos secundarios en aetapotencialmente peligrosa y
metabodlicamente cara. Si un herbivoro puede seleacialimentos que no son toxicos o al
menos que contengan pocos compuestos secundarts, gomer mejor, con menos peligro y
con un costo metabodlico mas econdmico; asi, lobivmos deberan preferir alimentarse de

plantas, que contengan pocos metabolitos secusdasiicos (Freeland y Janzen 1974).

Se ha sefialado que las tasas de herbivoria soaltaa€n los bosques tropicales que en
los templados; asi en los bosques tropicales hisnékespecies tolerantes a la sombra pierden
anualmente el 11% de su area foliar, una canti@a6 mas alta que en los bosques templados,
por lo que existe la hipotesis que las especigictites estan mejor defendidas, sin  embargo
presentan tasas de herbivoria altas determinadgsoptaciones grandes de herbivoros. (Anaya
2001). Coley y Barone (1996) también observaroa gu un bosque tropical seco las hojas
sufren fuerte dafio por insectos herbivoros afectagl crecimiento y sobrevivencia de las
plantas; ademas observaron una mayor depredacilojas jovenes que en las maduras debido
a su alta calidad nutricional.



Estos autores sugieren que las plantas tiendenfenddgse quimicamente de sus
enemigos naturales, asi una alta diversidad deciespde plantas significa que sus enemigos
herbivoros tendran que enfrentar numerosas defgmsagarte de las plantas. Con base en lo
anterior plantearon las siguientes hipotesis: d9 defensas de las plantas son mas potentes en
zonas tropicales que en el resto de las zonastaasay 2) a mayor longevidad de una hoja
existe una mayor defensa por parte de la mismabiEanindican que aproximadamente el 70%
del dafio en las hojas ocurre cuando estas sedegarrollando, sugiriendo que en hojas jévenes
debera ser intensa la inversion en defensas qurfaey y Barone 1996). Se ha propuesto que
la diversidad de metabolitos secundarios es mayoba@sques tropicales que en bosques
templados, y la actividad de los alcaloides es togga en los tropicos, asi como las hojas
jovenes presentan una mayor concentracion de defegpsmicas (Corey y Barone 1996).

2.1.2 Tipos de interaccion planta-insecto fitéfago

Del millén de especies de insectos descritos, amamamente la mitad son fitéfagos
(Brues 1946; citado por Maxwell y Jennings 19&Pr supuesto, ninguna especie vegetal es
susceptible al ataque de todas las especies dedaad#ofagos; y tampoco ningun insecto es
capaz de utilizar todas las especies de planta® daréspedes; no obstante existe un amplio
rango de especificad en cuanto a la planta hugsfsghes y Millar 1998).

Algunos insectos herbivoros se alimentan de ureespecie de planta y otros o hacen
comiendo una amplia variedad de plantas de difesefaimilias, las categorias reconocidas son:
monofagas, oligofagos y poligofagos. Los insectm#agos no comen todas las plantas que se
encuentran y esto es cierto para las especiestijgarucomo alimento una amplia variedad de
plantas (Anaya, et al. 2001). En el ordespidoptera, unos cuantos clados tienen un namero
poco usual de generalistas; los mas conspicuosh\@gertran en las enormes superfamilias
Geometridae y Noctuidae (Anaya 2001.)

Algunos insectos recurren a estrategias diversas ludir la defensa vegetal:

incrementan su actividad proteolitica, inducieralgihtesis de enzimas proteoliticas insensibles
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a los inhibidores de proteasas o expresan proteqgasdegradan especificamente a los
inhibidores de proteasas producidos por las plaptgsra los cuales no tienen inhibidores
(Vivanco et al 2005). Asi tenemos que la infoquimien un contexto natural, es el intercambio
de la informacion e interaccion entre individuosp@ndo en el receptor una respuesta
fisiolégica o ambiental que es adaptativa para dmdos interactuantes o para ambos (Dicke y
Sabelis, 1988)

Como resultado de la coevolucion los insectos kierbs se han adaptado a las defensas
de las plantas. Muchos insectos se hallan dotaal@sdetoxificar metabolitos secundarios, para
ello se sirven de monooxigenasas citocromo P45Quatgpn S-transferasas. Otros insectos
secuestran las defensas quimicas de las plandéasaplican contra sus propios depredadores; un
caso tipico de esta estrategia la ofrece la maimosnarcaDanaus plexippus, cuyas orugas
secuestran cardenolidos de las plantas del gersolep\as que consumen y lo incorporan a su
organismo hasta en la etapa adulta, estos compgusstptoxicos para las aves depredadoras
(Vivanco et al 2005).

2.1.3 Metabolitos insecticidas, antialimentarios mhibidores del desarrollo

Las plantas deben protegerse de la herbivoria,sgraglan estrategias de defensa en
forma de compuestos quimicos, asi, las plantasgouseérvir como una fuente de compuestos
toxicos, inhbidores de la alimentacion (antialinaeins) y del desarrollo de los insectos. Cientos
de extractos de plantas han sido evaluadas, enagasos los compuestos han sido aislados y
probados contra insectos (Haynes y Millar 1998y ejemploAzadirachta indica, ha sido
usada durante cientos de afilos como un repelentesdctos, posee numerosos compuestos
quimicos como limonoides, tetranoterpenoides (C-@g@3 poseen actividad antialimentaria,

insecticida o que interrumpen el crecimiento dséato (Tomli 1997; citado por Cseke 2006).
Los tejidos de las plantas superiores contienerstanbias con funciones defensivas,

entre otras: alcaloides, esteroides, fenoles, sap®ntaninos, resinas, aceites y diversos acidos

organicos; adicionalmente, las defensas contrdef@edacion por los insectos pueden ser
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adaptaciones anatomicas que tienen efectos adwssbos la conducta del insecto o reducen la

proteccion necesaria en los estados larvarios (@taymiillar 1998).

La biosintesis de metabolitos de defensa en ladgsas frecuentemente inducida por el
dafio o la herbivoria causando un incremento en aiton(por unidad de peso seco) de
polifenoles, taninos y terpenos, tal como ocurre Betula spp. y Populus ssp., en ambos
arboles, se incrementan los niveles de metabalg#spués de un ataque de insectos o moluscos
(Lancher 1995; citado por Cseke 2006). El dafiosahlgjas, ya sea mecanico o enzimatico,
puede inducir la produccion de defensas quimidas tmmo alcaloides, terpenoides, inhibidores
de la proteasa, o0 activar rutas biosintéticas. &edémostrado que el gusano del algoddén
Soodoptera exigua al alimentarse de las hojas deogsipum hirsutu) induce la produccion de
terpenos volatiles e indoles. El inductor quimi@ege ser un acido graso de origen vegetal

modificado por el insecto. (Pare y Tumlinson, 1997)

Entre las defensas vegetales inducidas por losiieeds destacan la produccion de
metabolitos secundarios toxicos o repelentes y cutdé volatiles. Las plantas dafiadas emiten
diferentes mezclas de compuestos volatiles; emakjoasos la liberacion de sustancias volatiles
por las plantas pueden reducir la herbivoria hastain 90 % (Vivanco et al 2005). Algunos
compuestos volatiles parecen ser comunes a mushpasies; encontramos entre ellos aldehidos,
alcoholes, esteres y terpenoides de bajo peso utatg€-10 y C-15); los hay que sirven para
atraer depredadores y parasitos que destruyan &eldsvoros agresores, en otras palabras
ciertas especies vegetales reclaman la ayuda de attropodos (Vivanco et al 2005). En
respuesta a la herbivoria se genera una acumuldeifranscriptos distinta de la formada ante el
dafio mecanico. El &cido jasmoénico desempefia unl pamdral en la acumulacién de

transcriptos en plantas expuestas a herbivorogao et al 2005)



3.- Area de estudio

El estado de Veracruz, cuenta con 210 municipmsnsuentra en la porcion Oriental del
Pais, entre los 17° 27" 18" de Latitud Norte freetos 93°36° 13" y 98° 36" 0" de Longitud
Oeste. Por el Norte limita con Tamaulipas, al Este el Golfo de México, al Oeste con San
Luis Potosi, Hidalgo y Puebla, al Sur y Suroeste@axaca y al Sureste con Chiapas y Tabasco.
Su extensiéon es de 72,410.05 Kmz, area que lo sitlel décimo lugar con respecto a las otras
entidades de la Republica Mexicana. Las corriesiiperficiales que surcan el territorio quedan
comprendidas en la Vertiente del Golfo, son abutegay de las mas caudalosas del Pais, tal es
el caso de los rios Coatzacoalcos, Papaloapanuc®alBs uno de los principales productores de
café, tabaco, maiz, cafia de azucar en el sect@mokgry de ganado bovino en el pecuario
(INEGI, 1988).

El trabajo de campo se realiz6 en terrenos adyesenta Cascada de la Monja (fig. 3. 1),
préxima a la Cascada de Texolo, cercana a la ciXileal cabecera del Municipio de Xico,
Estado de Veracruz. Dicho municipio tiene una esitende 223.51 Km?, se localiza en las
coordenadas 97° 5" longitud Oeste y 19° 25.2°tudtNorte a una altitud de 1320 msnm Los
limites municipales son al Norte con Acajete y @pat, al Sur con Ixhuacan, al Este con
Coatepec y Teocelo y al Oeste con Perote y AyaloaalEl nombre se origina de Xico-chimal-
co, voz nahuatl que significa “En donde hay pandke cera amarilla” o bien “En el escudo de
los Xicotes” ( INEGI 1988).

El municipio de Xico esta ubicado en la provindsioigrafica del Eje Neovolcanico
(INEGI 1988) y es regado por los rios Texolo, misque forma las Cascadas de Texolo,
Grande, Pixquiac y Xoloapa; tiene un clima sendca(A)C(fm) con una temperatura media
anual mayor de 18°C y una temperatura del mes rimsritre 3°C y 18°C, con lluvias todo el
afio y con una precipitacién anual del mes mas segor de 40 mrh y un porcentaje de lluvia
invernal menor de 18mh{ INEGI 1988) (Tipos de clima seguin Képpen modifio por Garcia).

Presenta vegetacion caracteristica del Bosque fledé Montafha.



Su carta geoldgica es rocas igneas extrusivasasdd{tgeb), con un tipo de suelo
Andosol molico con una clase textural media y Lavisrémico con vertisol cromico al igual
gue una clase textural media (carta estatal desud®EGI 1988). En la parte Este del territorio
municipal se presenta una zona de aproximadamehtEn® (76%), cuyas altitudes estan
comprendidas en el intervalo de 1000 a 2000msnemtnais que en la porcion Oeste y Noroeste
se localizan altitudes entre 2000 y 3000 msnmreéreia de 18 Km2 (24%) (Goémez 1991).

Fig.3.1. Area de colecta cerca de la cascada lajavi@efialado en circulos rojos) en

Xico, Veracruz, Mex.( Google Earth)

El Bosque Mesofilo de Montafia tiene un clima humebko altura dentro de las
comunidades de la zona montafiosa; ocupa sitioshdrasdos que los bosques @eercus y
Pinus, pero mas célidos que el bosqueAthes, y mas frescos que los bosques tropicales; tienen
una condicion limitada y fragmentaria. El limiteitaidinal inferior en el centro de Veracruz es
de 400 m, la precipitacion pluvial media anual cerdstica de este tipo de bosque nunca es
inferior a 1,000 mrf) asi mismo el numero de meses secos varia de;Gan4frecuentes las
neblinas y la humedad atmosférica es alta; la testyo@ media anual varia de 12 a 24°C. Este

tipo de bosque se desarrolla en regiones de relsmeidentado y laderas de pendiente
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pronunciada; los suelos son someros o profundaariléss, rojos o negruzcos, son acidos (pH 4

a 6), de textura arenosa a arcillosa y hiumedosttutado el afio (INEGI 1988).

Fisondmicamente es un bosque denso, por lo geted a 35 m de alto; con frecuencia
la comunidad incluye tanto arboles perennifoliosioale hoja decidua, en el estado de Veracruz
una variante de bosque mesdfilo la integran lasuoiiades de baja estatura, que llegan a ser
solo de 8 a 12 m de alto; a&iepanax y Clusia son dominantes en las regiones de los Tuxtlas,
Veracruz, y su talla reducida es debida a la act&fuertes vientos, a los cuales estan expuestas
las laderas y cimas de los cerros ( Rzedowski 1d86)osque Mesofilo de montafia que ocupa
el 39% del area boscosa de Veracruz, se encuamiimas semicalido subhumedo y templado
himedo con lluvias de verano cuya precipitacidal ®nual fluctGa entre 1,500 y 2,000 fhyn

su temperatura media anual entre 14 y 21°C. (INEI8B).

4.-Vismia mexicana Schledt. Clusiaceae)

Esun arbol pequefio que crece en los Bosques MesliHilontafia de México, de copa
piramidal, hojas pecioladas, delgadas, lanceolatta48 cm de largo, agudas o acuminadas (fig
4.1). Envés finamente blanquecino o parduzco, ker@ Inflorescencias terminales en cimas
paniculadas. Flores pediceladas, sépalos 5, iga@es mm de largo, pétalos 5, de 7 mm de
largo. Fruto: baya, globoso-ovoide, de 1.5 cm algd, que contiene muchas semillas, su
distribucion comprende Veracruz, Oaxaca y CentraééAea (Standley 1928)/ismia mexicana
es considerada como parte de la vegetacion secari@@mez Pompa 1977).

El tronco ser dafado exuda latex amarillo. En lsgdos Oaxaca y Veracruz, los
campesinos lo nombran: “achiotillo, nanchillo, ondlillo amarillo” (Martinez 1994). Los
nahuas del Estado de Puebla lo denominan “manaitkie cual se traduce como “arbol
blando (Mora 1985).
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Fig 4.1. Fotos d¥ismia mexicana del area de Xico, Ver.

En cuanto a estudios quimicos, previamente seahalizado los frutos d€. mexicana
colectado en Xico, Veracruz, (Pinheiro 1984) oilsedo varios compuestos como: (-)-
isocaryofileno, cisx-farneseno, vismiona A, vismiona B, ferruginina Agis-y-
hydroxyferruginina A,7-(trans-3-metil-1-buteniljsion , vy, y’-dihroxyferruginina A, quercitina,
(-)-epicatechina y procianidina;Blas hojas no han sido estudiadas quimicamentabia se
han aislado vismiaquinona A , Vismiaquinona D ¢ lds hojas de V. Mexicana (fig 4.2)
(Reyes-Chilpa 2010, comunicacion personal)
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fision Vismioquinona /

Sitosterol

Friedelina 3-Hidroxifriedelina

Fig. 4.2. Compuestos aislados del extracto deGGHMeOH (1:1) de las hojas de

V. Mexicana.
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En observaciones preliminares realizadas con égagcolectados en septiembre de
2003 en la region de Xico, Veracruz, se detectélgaehojas sanas y dafiadas por herbivoria
muestran un patron cromatografico diferente (fR).4En particular las hojas sanas no presentan
un compuesto o grupo de compuestos que si se dramgren las hojas atacadas (Véase figura

4.3). Aun no se ha identificado dicho compuesto.

.....

Fig. 4.3.Compuesto sintetizadde novo (Rf = 0.67) en hojas atacadas \demia mexicana.
Cromatografia en capa fina del extracto hexanicdadehojas de/. mexicana. a. sanas, b:
atacadas.
5.- Spodoptera frugiperda ( Smith).

Su taxonomia segun Arnett (1993) es la siguiente:

Phyllum: Arthropoda

SuperclaseHexapoda

Clase:lnsecta
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Subclaseédicondylia
SuperordenPterygota
Division: Neoptera
Subdivision:Holometabola
Orden:Lepidoptera
SubordenDitrysia
SeccionNeuroptera
SubseccionAmphiesmenoptera
SuperfamiliaNoctuoidea
Familia: Noctuidae
Subfamilia:Amphipyrinae
Tribu: Amphipyrini (Walker)
EspecieSpodoptera frugiperda (Smith)

Spodoptera frugiperda es una especie polifaga, pues las larvas seraimée las partes
aéreas de un gran numero de plantas (fig 5.1)eSarlla, sin ningun problema, en el rango
comprendido entre 20 y 30°C, aunque puede sogdertgoeraturas comprendidas entre 15y
35°C, segun la fase de desarrollo en considergEidmana y Gonzéles 2000). A este insecto se
le conoce popularmente como “plaga del maiz”, aarigmbién se alimenta de algodén, alfalfa,

trébol, cacahuate, pastos, tabaco y muchas hagaliz

b s [ ousi

Fig. 5.1. Larva (5to. estadio) y palomilla Sdrugiperda
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Los huevos estan cubiertos de pelusa y son de gosoclaro, se depositan en la noche
en masas de 100 o mas sobre pastos u otras pkeitzsponando como larvas en un periodo de
2 a 10 dias. Estas mudan seis veces antes de tangulelesarrollo en aproximadamente 20
dias; tras lo cual penetran en el suelo y sedimasin en pupas. El estado de pupa inactivo dura
10 dias, después de los cuales las palomillasesdethergen y con frecuencia emigran muchas

millas antes de que se apareen y las hembras tpess huevos (Davidson, y Lyon 1992).

La fase larvaria pasa normalmente por seis es@dmudas, pero es dependiente de la
temperatura. Es posible observar frecuentemenitéduds que completan dicha fase en cinco o
siete mudas y en menor porcentaje, en 4 u 8 madda,medida que la temperatura es menos
adecuada incrementandose o disminuyendo, respaeinta. Como ya se ha dicho, la duracién
de la fase larvaria y de las fases depende directiznte la temperatura y se puede esperar que
en la mayoria de las condiciones en las que sébsemaiz, las larvas completen su ciclo en
unos 14 dias. De manera general, el dafio endasaplpuede manifestarse en la forma de
raspado e ingestion de la epidermis superior yasléfilo de las hojas, muy evidente cuando se
presenta en plantas jovenes, ocasionado por ldevpequefio tamarfio, dejando solo la epidermis
inferior, la cual mientras permanece, le confiara apariencia traslicida y que al caerse, deja en
la superficie de las hojas unas pequefas "ventalealgfma irregular. (Fontana y Gonzales
2000). Los enemigos parasitos de esta especieusnarasos, algunos como la avispa
icneumonidaDphion bilinetaus, las avispas braconid@helonus insularis Cress, Meterous
laphygmae Vier., especies dapanteles, las moscas taquindschytas marmoratus (Towsend) y

otras més (Davidson y Lyon 1992).
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6.- Justificacion y Objetivos

Justificacion:
El presente estudio puede ayudar a documentarogueambios en la composicién quimica de
las hojas afectan su palatabilidad a los inseckogmas del interés ecoldgico basico, es
importante identificar las substancias que defiarmlencrementan la palatabilidad de las plantas
a los insectos fitéfagos, en especial aquellos rdpoitancia agricola com@podoptera

frugiperda.

Objetivo General:
Determinar la existencia del fendbmeno de inducai@n metabolitos secundarios en hojas

atacadas por insectos ¥rsmia mexicana.

Objetivos Particulares:
6.1Determinar el dafio por herbivoria y patrén crom@icp en las hojas d¥ismia

mexicana en diferentes fechas de colecta a lo largo delyagiodiferentes estratos.

6.2Evaluar la posible actividad insecticida o anti@ntaria de extractos d¥ismia
mexicana con un insecto fitofago generalistpodoptera frugiperda (gusano cogollero

del maiz.

6.3Determinar la composicion quimica de los frutoselacionarla con la composicién

quimica de las hojas.
7.- Pregunta Cientifica e Hipotesis
¢,Los cambios en la composicion quimica de las ligfadas son causa o resultado del

ataque de los insectos herbivoros en el campo?

Las hojas d&/. mexicana presentaran diferencias en su composicion quiaiodargo

del afio y su palatabilidad a un insecto fit6fagoegalista $podoptera frugiperda)
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8.- Materiales y métodos

8.1 Evaluacioén de la Herbivoria

Se colectaron hojas de 5 arbolesvdenexicana en Xico, Estado de Veracruz, México (octubre
2008 y enero 2009), tomando 3 hojas en cada @stradiante muestreo aleatorio simple en tres
estratos (basal, medio y alto) por arbol. Senéstl area foliar total con el aparato Portable
Area Meter (modelo LI-3000 A LICOR) y el porcemtale herbivoria por arbol y estrato (Dirzo
1995), (se aplicé el arcoseno (Sgrpara transformar y normalizar datos porcentuales
registros del area consumida efectuados en el cammmalizaron para determinar si existian
diferencias estadisticamente significativas. Prave aplicé la prueba de Leven p<0.05 para
determinar si existia normalidad en los datos papaeder a realizar la prueba estadistica T-
student (p<0.05). En caso de no existir homogedeifgalas varianzas se aplico una prueba de
Kruska-Wallis y C de Dunnet (p<0.05).

8.2 Obtencidén de extractos

Se prepararon los extractos de hexano, tanto @& Banas y dafiadas\demexicana. Para ello

se colectaron hojagurante enero y octubre del 2008, asi como endr@®. Las diferentes
colectas se muestran en la tabla 8.2.1. Las hejaadh lote se secaron a temperatura ambiente y
se maceraron con hexano durante 19 dias, concdatedrdisolvente mediante la accion de un

rotovapor. Se calcularon los rendimientos de lasab dos colectas (tabla 8.2.2)

COLECTA HOJAS SANAS HOJAS DANADAS
g g

OCTUBRE 2008 85.97 376.94

ENERO 2009 30.21 204.57

Tabla 8.2.1. Colectas de las hojas sanas y dafidsls mexicana en dos diferentes fechas
(gramos en peso seco).
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MUESTRA | CALIDAD | PESO | Colecta 10/08 PESO Colecta 01/09
g % g %

HX SANA 1.97 2.291 0.60 1.98

HX DANADA | 7.88 | 2.090 6.04 2.95
ACETONA | SANA 8.79 10.224 2.28 7.54
ACETONA | DANADA 8.27 21.95 102.36 5.01

MeOH SANA 2.10 24.473 8.23 27.24

MeOH DANADA 8.14 21.597 54.67 26.47

Tabla 8.2.2. Rendimiento (%) de los extractos deahe (HX), acetona y metanol (MeOH) de

las hojas d&. mexicana.

8.3.- Analisis de los extractos por CCF

Los extractos obtenidos se analizaron por cromatzgen placa fina (CCF). Para ello se usaron
cromatofolios de silica gel de 0.25 mm de espdderck). Se prepararon soluciones de los
extractos a una concentracion de 40 mg/ ml, apdie&nu | de cada extracto en el cromatofolio.
Como fase movil (FM) se emplearon diferentes meztadisolventes, para visualizar los
compuestos se empleo; luz ultravioleta (254 y 3@%yncomo revelador vainillina. Esta fue una

combinacion de 2 soluciones:

Solucién I. Acido Sulfurico al 5% etanolico

Solucién Il. Vainillina al 1% etanolico

Para visualizar las fracciones el cromatofolio faeelado por aspersion con la solucion |, e

inmediatamente después con la solucion Il, desfau@taca es calentada a 110 °C de 3 a5
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minutos, posteriormente es sometida a cuidadosanadicion. Este tratamiento permite revelar
principalmente aceites esenciales (terpenos, dirsvde fenilpropanos, fenoles, etc. (Wagner,
Bladt y Zgainsky 1984). Cabe sefialar que la sofud® vainillina fue la mejor de una serie de
reveladores previamente probados, a saber: sud&ioo, azul rapido, hidroxido de potasio,

cloruro férrico, entre otros.

Los extractos de hexano de las hojas dafiadas g sar@mpararon con un extracto hexanico de
los frutos (Septiembre de 2003) ®e mexicana por ccf como antes se sefald, encontrando
similitudes en el perfil cromatografico de las lsoganas y dafiadas con el de los frutos (fig
8.3.1). Debido a la baja cantidad disponible deagkd de hojas dafiadas, se decidi6 trabajar en

la separacién de los compuestos con el extrachattes.

- -

7 NE
- " > Mancha azul
1. Hoja Sana d¥&. mexicana
2 ( ;)4 Friedelina 2. Hoja dafiada d¥. mexicana
N Mezcla de esteres
3. Fruto Hexanico d¥&. mexicana
4. Friedelina
" (8 » Compuesto &

Fig 8.3.1 CCF de los frutos y hojas\emexicana; FM: Hx /AcOET 9:1.
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8.3.1 Aislamiento e identificacion los compuestosignicos (Extracto hexanico de

frutos).

La separaciéon de los diversos compuestos quimiglsxtracto hexanico de los frutos de
V. mexicana se realizo por cromatografia en columna (CC). Boase empled Silica Gel
60, malla 70-230. Se aplicaron 5.61 g del extraetdiexano de los frutos & mexicana
colectadas en septiembre de 2005, usando como nébsydédexano/Acetato de etilo,
obteniendo un total de 170 fracciones (Tabla 8.3.1Con el fin de observar el
comportamiento quimico de las diversas fracciortgendas se sometieron a CCF (fig
8.3.1.1) usando el procedimiento descrito en elaf@ previo. Las fracciones con perfil
cromatografico similar se reunieron y de ser ebaessometieron nuevamente a CC o bien
a cromatografia en capa fina preparativa (CCFpg [macual se emplearon cromatoplacas

de silica gel de 2 mm de espesor (Merck).

Fraccion Volumen ml Color F.M.Hx/AcOEt
1-15 150 Transparente 100/0
16-32 75 Transparente 100/0
33-54 75 Amarillo 100/0
55-58 150 Amarillo 100/0
59-82 250 Amarillo 100/0
83-84 250 Transparente 100/0
85-87 250 Amarillo 100/0
88-89 250 Amarillo 90/10
90-92 250 Rojo-Naranja 90/10

93-114 250 Amarillo 90/10

115-127 250 Amarillo 80/20

128-137 250 Amarillo 70/30

138-144 250 Rojo obscuro 50/50

145-149 250 Amarillo 30/70

150/162 250 Rojo 0/100

163-167 250 Rojo obscuro MeOH/AcOEt

30/70

168-170 250 Rojo obscuro 50/50

Tabla 8.3.1.1 Elusion de la Columna | (Extractdndeano de los frutos) VMFRH.
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Fracciones 1 a 14.
La fraccion 1 analizada mediante CCF con una F.MAEDOEt (9:1) (fig.8.3.1.1), usando

como reveladores las soluciones | y Il mostré umacha de color morado, mientras que
las fracciones 2 a 6 una mancha de color azul/moré la fraccion 7 (VMFRH7) se
obtuvo una cera transparente (5.7 mg) revelandxiede color azul, y se analizé por EM

Las fracciones 8-13 mostraron en ccf una manchia mouado.

Fig. 8.3.1.1 CCF de las fracciones 1- 14 de larnoldel extracto hexanico

Fracciones 3-14
Las fracciones 3 a 14 (excepto la fraccién 7 qeeusada para andlisis de EM) se juntaron
por su similitud quimica tal como lo revelo la agbn una FM Hx/ AcOET (95:5),
(fig.8.3.1.2) obteniendo 57.0 mg. Después se realizta CCFp con una F.M. Hx/ AcOEt
(99:1) recuperando 5 fracciones, de las cualestssd fueron de interés:
Subfraccion 1 (VMFRH 3-14 (1)). Se obtuvo un aceiteoloro (20.8 mg) que
revel6 en CCF como una mancha de color azul/moyask analizé su espectro de
RMN'H .
Subfraccion 3. Se obtuvo una cera incolora (8.2 qog revel6 en CCF como una
mancha de color azul/morado
Subfraccion 4 (VMFRH 3-14 (4)). De este se obtuma cera incolora (16.9 mg)
que revelé en CCF como una mancha de color aze analiz6 por RMAH.
Dichas fracciones se juntaron con el fin de obtemar mayor cantidad (45.9 mg) y se les
nombré VMFRH F3-14(1, 3, 4). Después de ser arddiggor RMNH, RMN**C y DEPT,
se observo que se habian contaminado con ftaRéwa.purificarlas y sobre todo proceder
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al aislamiento del compuesto que revelaba comomaacha azul, se realiz6 una CC
(Silica Gel 60, malla 70-230) eluyendo con Hx/AcO#&t¥eniéndose 6 fracciones de 75 ml.
c/u, las cuales presentaban la “mancha azul” gumiscaba obteniendo:
Subfraccion 1 VMFRH2 (1). Se obtuvo 16.4 mg Rewocolor azul, se realizo
RMN'H, RMN"C, DEPT, IR
Subfraccion 4 VMFRH2 (4). Se obtuvo 6.6 mg reve® color azul, se realiz6
RMN'H, IR, EM Dichas subfracciones ademas se analizgron CG-EM

identificandolas como una mezcla de alcanos.

Fracciones 23-35

De estas fracciones se obtuvo un aceite color j@af@4.7 mg) que revelé en CCF como
una fraccion compleja incluyendo una mancha dercotsa (Rf= 0.81) (fig 8.3.1.2) que
también se observé en los extractos del frutoc@®io en las hojas sanas y dafiadas de las
dos colectas (octubre 2008 y enero 2009). Posteeiate estas fracciones se sometieron a
CC (Silica Gel 60, malla 70-230) eluyendo con Hxdécobteniendo 40 subfracciones, de
las cuales solo dos subfracciones (12 y 13) ptagenla manchas rosa VMFRF 23-35
(12) y VMFRF 23-35 (13) (fig 8.3.1.2). Ambas sulsteones fueron un aceite de color
naranja e insolubles en MeOH; este material sad€ird.8 mg) y se realizo una CC (Silica
Gel 60, malla 70-230) eluyendo con Hx/AcOET, obaedo por ccf que la mancha rosa
esta presente en las subfracciones 6-11, las csalesalizaron por CG-EM, indicando-
mediante la base de datos de la biblioteca intéeharomatografo de gases- que se trataba

de una mezcla de esteres de &cidos grasos, tritexpalcoholes.

Fig 8.3.1.2. CCF Fracciones 23-25
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Fracciones 36-45

De esta fraccion se obtuvieron 180 mg, este masariaometié a CC (Silica Gel 60, malla
70-230) eluyendo con Hx/AcCOET. De las subfraccio®dd se formé un precipitado en
forma de cristales (6.8 mg) con punto de fusion0-254 °C el cual se analizd por su
espectro de RMM y de EM indicando que se trataba de un triterp&hsobrenadante o
aguas madres (81.5 mg) se someti6 a CC (Silida6Gemalla 70-230) eluyendo con
Hx/AcOEt, de las subfracciones VMFRSF9-10(2-6) @@.1.3) se obtuvieron cristales
incoloros (15 mg), que analizados por RMIN/ EM se pudo concluir que era el triterpeno

friedelina.

Figura 8.3.1.3. CCF de las subfracciones 2-6 (Fi1AtOEt 9:1).

Fracciones 90-92

Estas fracciones (fig 8.3.1.5) se reunieron y pr@sen una consistencia aceitosa de color
rojo, mediante un proceso de decantacion se separfrecipitado (7.3 mg) y un
sobrenadante (196.2 mg). Este ultimo (VMFRFHF 9&82) mostré en CCF una mancha
(Rf= 0.35) de color morada, por lo que se realind CC (Silica Gel 60, malla 70-230)
eluyendo con Hx/AcoEt el cual arrojo diversas sadifiones. La subfraccion 20-22 (fig
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8.3.1.4) fue un aceite de color rojo (15.3 mgkuel se le analizaron sus espectros de UV,
RMN'H y RMNC®, IR, HETCOR sugiriendo un compuesto con 40 atodesarbono al

cual no se le determino su estructura definitiva.

Fig 8.3.1.4. CCF de las fracciones 90-92 (subf8e22) ( FM Hx/ AcCOET 9:1)
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Figura 8.3.1.5 Separacion de los componentes deltEacto Hexénico
de los Frutos deV. mexicana (VMFRH)

VMFRH
(5.61 qgr)
CC
Fraccion7 F3-F14 (57.0 mg) excepto F7, F 23-35 F 36-45 F 9C-92 sb
VMFRH7 (5.7 mg) realizadndose posteriormente una VMFRF23-35 VMFRH F 36-45 VMFRHF 9(-92 sb:
Compuesto Azul: placa preparativa (94.7 mg) (180 mg
Alcanos
EM |
cC
CCP
CcC
Las Fracciones 9-10 precipito.
‘ ‘ VMFRF 36-45 (9-10) (6.8 mg)
Mancha morada
1 3 4 pf 250-254C°, RMRH, EM
VMFRH3-14 (1) (8.2 mg) VMFRH 3-14 (4
(20.8 mg) (16.9Nrin_|g) CC VMFRHF 90-92sb1 (2(-22)
RM

TANlH

VMFRH F3-14 (1-3-4)
(45.9 mg)
RMN'H y RMN**C DEPT

Se contamino la muestra por lo que se hizo lantoéu

VMFRH2
(45.9|mq
CcC
- |
VMFRH2 (1) VMIFR (4)
RMN'H ME
DEPT LR
IR, EM RMNH
RMN“C RMN®C
R
CG-EM
I
MEZCLA de ALCANOS

Cis, C17, Cis, Co7, Coo

Sobrenadante de la F 9-10 Aceite rojo
‘ U.V, RMN'H yRMN®C, IR

VMFRHSF 9-10 (2-6)
(15 mg)
RMNH y IR

FRIEDELINA

VMFRF 23-35 (12) VMFRF 23-35 (13)

|
CC

|

VMFRF23-35(12-13)6-11
|
CG-EM

ESTERES DE ACIDOS GRASOS, 26
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. Fracciones 23-35
Fracciones 90-92

A
B
C. Fruto extracto hexanico dé mexicana
D. Fracciones 36-45 (9-10)

E

. Fracciones que contienen posibles vismionas (R#6), sin embargo no se

analizaron quimicamente (Reyes-Chilpa 2010, cooagion personal)

Fig 8.3.1.6. CCF de las fracciones reunidas dehetd hexanico (FM Hx/ ACOET 9:1)
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9.- Bioensayos

Se evaluoé el efecto de los extractos de hexanlasl@ojas d&/. mexicana sobre la
alimentacion de un insecto generali§padoptera frugiperda (Smith).Se realizaron dos

tipos de bioensayo con esta plaga del maiz.

9.1.-Bioensayo de eleccion

Se utilizé la metodologia descrita por ValenciaO@Ccitado por Rodriguez (2008). Para
ello se adiciona agar al 3 % en un vaso de predpitde 1 L después se esteriliza en un
autoclave a 15 libras/10 min, inmediatamente séamaaproximadamente 10 ml en cajas
Petri de 8.5 cm de didametro. El agar se deja erdriamperatura ambiente y después con la
ayuda de un sacabocados (area: 1.63 senhacen 4 perforaciones ubicadas a 90° unas a
otras de distancia una de otra. Posteriorment®lseacsobre cada perforaciébn un circulo
de hoja de “acelga” organica comestilBet& vulgaris var. cicla (L) K. Koch) con el envés
hacia arriba, el disco se corta con el mismo samans. Sobre cada circulo de hoja se
colocan 1Qul de extracto a una concentracion de 1,000 pprdegeevaporar el disolvente
aproximadamente 30 min para después poner en afRetri dos larvas d frugiperda

en quinto estadio (aproximadamente 17.2 mm de l&r@omm de ancho de capsula
cefalica). Estas larvas se dejan en ayuno aprakimante 8 horas antes del bioensayo (la
preparacion de su dieta artificial se describe legpéndice 1). El bioensayo se suspende
retirando las larvas, cuando estas han consumid@d%l de las hojas; sin embargo no se
detiene el bioensayo si consumen solo una hoja@eguer tratamiento. (Ver apéndice I).

Se evaluo el area foliar no consumida de los @ecwule acelga impregnadas con los

siguientes extractos hexanicos de hoja¥.deexicana o substancias:

A. Acelga intacta vs Acelga tratada con disolvente (hexano) (1Cetiejpnes X
duplicado): SH»ws CHx
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B. Acelga tratada con extracto de hojas sanas vss lajdadas, ambas de octubre (5
repeticiones). S@s DO

C. Hojas sanas de enexs Hojas dafadas de enero (5 repeticionesysIBEE

D. Hojas sanas de enesHojas sanas de octubre (5 repeticiones) vsSEO

E. Hojas dafladas de EnesdHojas dafiadas de octubre (5 repeticiones)vilEO

Se calculé el promedio de cada tratamiento. Angegrdceder al analisis estadistico se uso
la prueba de Levenne para determinar si los datesentan una distribucion normal y
homogeneidad de varianzas (SPSS V.15). En castivpose empled una prueba de T-
student para datos pareados (dos tratamientosdancega petri) usando el programa SPSS
version 15.0 tomando un valor de@.05 como significancia. En caso negativo se uso un

prueba Kruska-Wallis.

9.1.1 Evaluacion del area foliar consumida

Una vez concluido el bioensayo, los restos de déta de hoja fueron adheridas a una
hoja en blanco, posteriormente se digitalizarorfugron guardadas como archivo TIFF,
para después analizarlas con un software de liiresa llamado Scion Image, calculan-
dose asi el area no consumida, la cual fue resteldarea total, para finalmente sacar el

area consumida p& frugiperda.

Se calculé6 el promedio de cada tratamiento; afggmroceder al analisis estadistico se us6
la prueba de Levenne para determinar si los datesentan una distribucion normal y
homogeneidad de varianzas. En caso positivo seeémipla prueba de T-student para datos
pareados usando el programa SPSS version 15.0 domam valor de p<0.05 como
significancia. En caso negativo se us6 una pruehska-Wallis y/o C de Dunnet para

datos con distribucién no paramétrica.
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9.2 Bioensayo de alimentacion forzada

Se evalud el efecto de los extractos de hexard. dexicana sobre la alimentacion d&
frugiperda mediante un ensayo de alimentacion forzada copéiicgones por tratamiento.
El material y procedimientos fueron los mismos guanterior bioensayo, pero solo se
realiz6 una perforacion al agar colocando un trde acelga con 40,000 ppm (1) con

cada extracto y/o compuesto puro.

El disolvente se dejo evaporar durante 30 min, gaspués colocar en cada caja Petri 1
larva deS frugiperda en quinto estadio (aproximadamente 17.2 mm de lgrg.0 mm de
ancho de capsula cefalica). Las larvas se dejappsaviamente en ayuno 8 horas. El
bioensayo se detuvo hasta que ya no hubo masdactialimentaria de la larva. Al igual
que en el ensayo previo, los restos de las hojdgygalizaron y guardaron en archivo TIFF
y se uso el programa “Scion image” para determgharea foliar no consumida. Previo al
analisis estadistico se aplicé una prueba de Levpara determinar la normalidad de los
datos, y decidir si se usa la prueba de ANOVA osKaidWallis.

Los grupos experimentales fueron los siguientes:

e Hoja sin hexano

* Hoja con hexano

* Hoja sana de enero2009

* Hoja dafiada de enero 2009

e Hoja sana de octubre 2008

* Hoja dafada de octubre 2008
* Friedelina

* Mezcla de alcanos
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10.-Resultados

10.1.-Evaluacion de la Herbivoria

Los registros efectuados en el campo indican qukelbivoria en arboles d¥ismia
mexicana muestreados en dos fechas de colecta es difeesttees hay mayor herbivoria
en octubre que en enero (Tabla 10.1.1). Sin empargoada fecha de colecta se encontré
gue no hay preferencia por algin estrato en esp@cis decir los herbivoros consumen de
igual forma la hojas de estratos inferior, medadtyg (Tabla 10.1.2) (apéndice Il).

M
wn

ra
]

(I

Uk

b=
w

Area Foliar
Consumida cm?

w

0
octubre ernero
error estandar 1.62 1.2
mmedia 17.84 9.03

Tabla 10.1.1 Area foliar consumida (®men arboles d&/. mexicana en dos fechas de

colecta Levenne p#®.05. *Diferencias estadisticamente significativasstudent p<0.05.



24
22
20
18
16
14

Area Foliar 12
Consumida cmz 10

L [ NS R SN

inferior

medio

oct-08

superior

inferior

medio

ene-09

superior

error estandar

2.63

2.58

3.27

2.31

2.06

1.61

mmedia

20.04

16.82

16.65

12.52

7.89

0.69

Figura 10.1.2. Porcentaje de é&rea foliar consunaédatres estratos de éarboles e

mexicana al interior de cada fecha de coledtisledia + error estandar, n= 15) (octubre
2008 y enero 2009 Levenne: p<0.05 ;

estadisticamente significativas (Apéndice Il).

ANOVA: p<0.080 hay diferencias
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10.2.- Climatologia

Se tomaron las temperaturas y precipitacion plueipbrtadas por la estacion Tembladeras
ubicada en Xico, Veracruz (datos facilitados po€@NAGUA), cabe recalcar que la toma
de la temperatura fue siempre a las 8 hrs; dd igaaera, no hubo presencia de nieve ni

niebla tanto en octubre del 2008 y enero del 2@08 pi nubosidad en dichos meses.

En lo que respecta a las condiciones climatolédassdias de colecta, la primera se realizo
el viernes 3 de octubre del 2008 a las 10 hrsoditth presento las siguientes condiciones:
temperatura a las 8 hrs fue de 6 °C, temperaturammadl2°C; temperatura minima 3°C;
precipitacion total ( de 8 a 20 hrs) 4 rravaporacién total (de 8 a 20 hrs) 0 fno se
observé tormenta eléctrica, truenos o relampagesiizp, niebla o neblina, nieve; el dia
fue muy nublado; la velocidad del viento estimadaaduerdo a Beaufort fue un viento
débil (entre 0.3 a 3.3 m/seq); y finalmente la airén del viento fue de SW ( Sureste)
(CONAGUA).

De igual manera se obtuvieron los datos de la skgaplecta realizada el jueves 31 de
enero del 2009 con las siguientes condiciones: €eatyra a las 8 hrs fue de 3 °C;
temperatura méxima del dia 11°C; temperatura miniehaia 1°C; precipitacion total del
dia (de 8 a 20 hrs) 0 nfrevaporacién total del dia (de 8 a 20 hrs) 2.1°nmo se observé
tormenta eléctrica, truenos o relampagos; no serebspresencia de granizo, niebla o
neblina, ni nieve; el dia fue altamente nubladojdlocidad del viento estimada de acuerdo
a Beaufort fue un viento débil (entre 0.3 a 3.3eg)sy finalmente la direccion del viento
fue de N (Norte) (CONAGUA)

La temperatura media mensual a las 8 hrs para @06&fue de 6.77 °C, y para el mes de
octubre 2008 que fue de 6.77 °C mostrando granliichi(fig 10.2.1).La precipitacion
media mensual para el mes de octubre 2008 fueD8en®n?, mientras que para el mes de
enero 2009 fue de 1.80 mnpor lo que la precipitacién pluvial fue mayor @& mes de

octubre 2008 con respecto a enero 2009 (fig 10.2.
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Fig 10.2.1 Datos de Temperatura y Precipitacionipl tomadas a las 8 hrs en la estacion
climatolégica de Tembladeras en Xico, Veracruz der& 2008 a Marzo 2009 (Datos

facilitados por la CONAGUA).
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10.3.- Estudio quimico

El extracto de hexano de los frutos\denexicana (VMFRH) (5.61 g) se someti6 a CC

usando como fase estacionaria Silica Gel.

Fracciones 3-14

Se obtuvieron las subfraccionésFRH2 (1) y VMFRH2 (4), las cuales analizadas por
por cromatografia de gases acoplada a espectrardetrnasas se encontré que contienen
un mezcla de alcanos de cadena larga; HexadeCag)p Heptadecano (&), Octadecano
(C1g), Heptaeicosano, (&), Nonacosano (4) (Fig 10.3.1).

Abundance
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Abundance Scan 3704 (30 595 min); GC4881 Dwiata. ms

Fig 10.3.1. Arriba: Cromatograma de la fracciéon VRHR (1) y VMFRH2 (4) el cual
arrojo una mezcla de alcanos de cadena larga..&)HExadecano, B). {z Heptadecano,

C). G Octadecano, D). & Heptaeicosano, E).,& Nonacosano.
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Fracciones 23-35

De estas fracciones se obtuvieron las subfraccibdgsl3, estas fueron analizadas por
cromatografia de gases acopladas a espectrometniashs mostré un cromatograma
complejo con 12 compuestos; de los cuales cuateooifi los mas abundantes: Metil ester
del ac. hexadecanoico, Etil ester del ac. hexadeéoman Metil ester del ac. 15
tetracosenoico, , Lup-20(29)-en-3-ol, acetatolfé3a(Fig 10.3.2 y 10.3.3, tabla
10.3.1).

30000000
70000000

60000000- | | }
50000000 | f \

80000000 B C |

1

40000000

30000000
20000000 { ‘ | |

4 | f |
10000000 I. BT O O N ‘5“',;“‘,.}*@{_5,{.‘5; ki ;'_ I, i-.!.-wi.u..'."g-.a.-.ﬂf-,f».'-'f ERLAAS

g o e -
Scan 00 1000 1800

| | !
 9693380;

———

2000 W0 300
MIN 3 10 15 20 25 30 35 an
Figura 10.3.2. CCF (arriba) y Cromatograma (abdgola fraccion VMFRF23-35 (12 y

13). A) Metil ester del ac. hexadecanoico B) Edtee del ac. hexadecanoico C) Metil
ester, del ac. 15 tetracosenoico D) 3 alfa azetat_up-20(29)-en.
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T.R. Compuesto Pm FS %(Factor| Abundancia | Observaciones

(min) similitud)

17.75 Shybunona 220 101 + Sesquiterpeno

22.24 Trimetil 6,10,142- 250 | 27.2 + Cetona terpenica C-18
pentadecanona

23.27 Metil ester del ac. 270 | 99.9 ++++ Ester de acido graso
Hexadecanoico,

24.09 Etil ester del ac. 284 | 99.9 ++++ Ester de acido graso
Hexadecanoico

25.62 metil ester del ac. 298 | 34.3 ++ Ester de acido graso
Octadecanoico,

26.36 etil 15 metil ester del ac.| 314 | 28.1 ++ Ester de acido graso
Heptadecanoico

30.07 Ac. Erucico 338 | 21.8 +++ Acido graso insadora

31.96 Metil ester del ac. 15 368 | 32.1 ++++ Ester de &cido graso
tetracosenoico,

33.68 Metil, ester 15-acido 376 | 17.8 ++ Triterpeno
tetracosenoico

34.89 Lup-20(29)-en-ol, acetato, 408 | 12.4 ++ Triterpeno
(3alfa)

35.78 Octaconasol 392 141 ++ Alcohol de cademglar

37.96 1-Triacontanol 429| 12.8 ++ Alcohol de cadanga

39.29 Lup-20(29)-en-3-ol, 454 | 185 ++++ Triterpeno

acetato, (3alfa)-

+. Escaso

++. Poco abundante
+++. Abundante
++++. Muy abundante

Tabla 10.3.1. Compuestos presentes en la fracdRRF23-35 (12 y 13) analizados por

CG-EM.
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A) Metil ester del ac. Hexadecanoico,

o

\O)WM/

B) Etil ester del ac. hexadecanoico

o

/\OJ\/\/\/\/\/\/

C) Metil ester del ac. 15 tetracosenoico,

D) 3 alfa acetato de Lup-20(29)-en.

)—

o

Fig. 10.3.3. Algunos compuestos presentes endaifma VMFRF23-35 (12 y 13)
analizados por CG-EM



Fracciones 36-45

Se sometieron a CC y de las subfracciones 9-10tswieron cristales incoloros, los cuales
mediante andlisis de los espectros de RI@Nfig 10.3.5), RMNH , DEPT (fig 10.3.6 y
tabla 10.3.2) fue identificada como el triterpénedelina (fig 10.3.4). Sus datos
espectroscopicos fueron comparados con los prentg@meportados en la literatura. El
compuesto se aislé como un solido de color blanoopt = 250-254 °C (reportado).

Friedelina

29 3a

', 20 L

-~ e
- — 21

26 _ 2§ ]

= 18

12, = .rlﬂ-. ' .pf] 29

2
10 8 15
3 5 25 27
P
4 7
0 6
24

23

Fig 10.3.4 Estructura de la Friedelina, el cual straeen triangulos negros sus metilos, y su

carbonilo con doble ligadura.

39



& oM
| oo i
l noN - -
| H .
L ] Lo
wowon =
o
| a
I pi
-
=]

213,092

Ll i i
e 'l‘."d"-"‘.*'Wl‘fl'!“"”'"J-i?""_"d'i"'“d‘ﬂ'M{W"\b‘-’i‘l!r“"ﬁ"!.ﬂk".‘,ﬂ'-',l'ri"n-f.Vx’\_le\'w-.'u‘\""‘n.UI I_'hl'q"q".'.':.'\pf"w,'J[‘-.l-‘nY‘.ﬁN.w_u,‘\'\ww,'.i\'w-'.-.\,L.Mi'ﬁ«rhf Ii T Y | 'Nni""ﬁw.'-‘,u‘-‘." 4 M \I.\l‘al'.-""-" b j-"'.\'ii.'"_-‘I"""‘-‘?"i-u'-

220 200 180 160 140 120 100 a0 60 40

Fig. 10.3.5 Espectro de RM® de Friedelina. (Fraccion VMFRHSF9-10(2-6)

20 ppm
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C e H

1 22.28 CH 1.69 (1H, m), 1.97 (1H; m)
2 41.52 CH 2.38 (1H, m), 2.31 (1H, m)
3 213.09 c=0 |

4 58.25 CH 2.24 (1H, ¢, J = 6.6 Hz)

5 42.13 c | -

6 41.32 CH 1.29 (1H, m), 1.75 (1H, m)
7 18.24 CH 1.39 (1H,m), 1.49 (1H, m)
8 53.12 CH 1.42 (1H, m)

9 37.47 c |

10 59.51 CH 1.55 (1H, m)

11 35.64 CH 1.26 (1H, m), 1.46 (1H, m)
12 30.51 CH 1.34 (2H, m)

13 39.70 C | e

14 38.32 c |

15 32.43 CH 1.31(1H, m) 1.51(1H, m)
16 36.03 CH2 1.59(1H, m) (1.39, 1H, m)
17 30.00 c |

18 42.83 CH 1.55 (1H. m)

19 35.36 CH 1.22 (1H, m), 1.37(1H, m)
20 28.16 c |

21 32.80 CH 1.28 (1H, m), 1.43(1H, m)
22 39.25 CH2 1.53 (1H, m), 0.95 1H,m)
23 6.79 CH 0.87 (3H, d, J = 6.6 Hz)
24 14.65 CH 0.72 (3H, s)

25 17.94 CH 0.87 (3H, s)

26 20.24 CH 1.00 (3H, s)

27 18.64 CH 1.05 (3H, s)

28 32.08 CH 1.18 (3H, s)

29 35.00 CH 0.95 (3H, s)

30 31.78 CH 1.01 (3H, s)

*Datos comparados con Akihisa al (1992)
Tabla 10.3.2 *RMN H (300 Mhz, CDG), *RMN**C de la Friedelina (74.4 MHz,
CDCL3,3 (ppm))
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Fracciones 90-92

Se sometieron a CC y de las subfracciones 20-2@bse/o un aceite de color rojizo
insoluble en MeOH, el cual mostr6é absorcion al 284y 366 nm) como una mancha de
color naranja. De acuerdo a su espectro de R®INfig 10.3.7) se trata de u

compuesto G, pero su identidad no se determind.

| | ‘
W’“‘JW*”W”W“MWM“W’L |WL*L»J"~ i“‘l", W Uﬂ*wﬂ—.w

Fig 10.3.7. RMN®C de la subfraccion 20-22 obtenida a partir delrsoddante de las

Fracciones 90-92, el cual muestra uno o varios c@stps Go
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10.4. Bioensayos

10.4.1 Bioensayo de eleccion

Se evalu6 el area foliar consumida de discos dashd¢ acelga (1.68 &mofrecidas a
Soodoptera frugiperda con los siguientes experimentos:
A. Acelga intacta vs acelga tratada con disolvente (hexano) (l@ti@pnes X
duplicado): SH»ws CHXx.
Acelga impregnada con extractos de hexano de Hejgissmia mexicana
B. Hojas sanas vs. Hojas dafiadas de octubre (5cigpets). SQis DO
C. Hojas sanas de enexs Hojas dafadas de enero (5 repeticionesysIBEE
D. Hojas sanas de enesHojas sanas de octubre (5 repeticiones) vsSEO

E. Hojas dafiadas de EnesdHojas dafiadas de octubre (5 repeticiones)vilEO

En el caso del experimento A se encontré que ilsod de acelga tratadas con hexano
fueron mas consumidas que aquellas sin disoha&gieno, (fig 10.4.1.1) (apéndice 1),
dichas diferencias fueron estadisticamente siguifias. (Levenne p<0.05; p= 0.0012=X
145.040). En el experimento D también se observaiterencias significativas en el
consumo de acelga tratada con hojasV.dmexicana sanas de enens sanas de octubre;
(Levenne p#.05). En el caso de los experimentos B, C, E sergb que no existen
diferencias significativas en la herbivoria sufriar la acelga impregnada con los
diversos extractos (Levenne (p85) (fig 10.4.1.1). (apéndice Il ).
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U.A - S e e e e e 5 e
- S e e e e e e e
P I | | I I I I I |
s E I | | I I I I I |
I | | I I I I I |
I I | | I I I I I |
G | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
SHx |CHx| SO | DO | SE | DE | SE | SO | DE | DO
*
A B ( *D E
Error tip.de la media |0.05|0.09/0.070.08 0.321| 0.2 0.080.080.06/0.06
B media 0.190.73(0.55|10.45 (096 |0.81| 0.6 (064|037 |0.52

Fig 10.4.1.1 Area foliar (cfit consumida poS&. frugiperda de discos de acelga(Levenne
p<0.05) Tratamientos A, (Levenne @85; X p<0.05) B,C,E ( Levenne [<05t- student

p<0.05), D (LevenneR.05; t-student p&.05). * Diferencia estadisticamente significante
(SPSSV.15) (apéndice II).

10.4.2 Bioensayo de alimentacion forzada

Se evalud el efecto de los extractos de hexanoojies Isanas y dafiadas demexicana
colectadas en dos fechas sobre la alimentacié8. fleigiperda mediante un ensayo de
alimentacion forzada. Los extractos se aplicarodiscos de hoja de acelga organica. Los
discos tratados con el extracto de las hoja¥ideia mexicana dafiadas de enero 2009
fueron menos consumidas que los discos control.bieamfueron menos comidas los
discos tratados con el extracto hexanico del fdet®. mexicana, asi como los tratados
con friedelina y mezcla de alcanos. Los otros mnggatos no mostraron diferencias

respecto al control (fig. 10.4.2.1) (apéndice II)
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14
1.2

0.8

Area Foliar 0.6
Consumidacm? (4

0.2

. |H.Sama| H. [ H.Sana| *H |, e 1l
Hojas Ot Daiada En. | Dafiad: Fruto | Friedeli *Mezcla

CONHX| 2008 |0ct2008| 2009 [En2009) ¢ | M@ |alcanos

error tipicode lamedia. 009 012 | 009 008 | 007 003 008 | 007
N media 116 | 082 | 087 | 095 05 077 08 | 081

Tabla 10.4.2.1 Efecto de diversos extractos y ca@sioms deVismia mexicana sobre la
alimentacion deS frugiperda. Cinco repeticiones por tratamiento. Levenne P<0.05

Kruska-Wallis p9.05.* Diferencias estadisticamente significativas Qp85) (Prueba C de

Dunnet) (apéndice 1) (SPSS V.15).
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11.- Discusion

El extracto hexanico de las hojas 8k mexicana dafiadas por herviboria
(colectadas en enero 2008) presentaban en ccfmeracha adicional respecto a las hojas
no dafiadas, motivd que se intentara su caractenzgcimica. Por la baja cantidad de
extracto, esto se realizd con el extracto hexadmlofruto, que también contenia dicha
mancha. Esta se encontrd en las primeras fracciom@®lares (3 a 14). Se procedié a su
caracterizacién quimica y de acuerdo a varios sisatjuimicos como EM, RMM,
RMN*C, DEPT, IR y CG-EM se establecié que se trata mke mezcla de alcanos de
cadena larga {g. hexadecano, & heptadecano, @ octadecano, £&. Heptaeicosano, 4
nonacosano. AuUn cuando se trata de moléculadesipgiversos autores han mostrado que
los alcanos poseen propiedades biologicas inteessanr su localizacion en el exterior de
los 6rganos vegetales (cuticula) e intervieneraepioteccion contra el stress hidrico y la

herbivoria.

En efecto, Miller y Riederer (2005) mencionan ga® ¢eras cuticulares de las
plantas estdn compuestas por alcanos de cadersa ([3#gCss), asi como también por
alcoholes primarios ($zCs), acidos grasos @C,s), aldehidos (&-Cze), alcoholes
secundarios (§-Css), cetonas (&-Czs), beta dicetonas ¢&Cse) y alquil esteres (§6-Ceo)
resultado de la combinacion de alcoholes primayi@gidos grasos. La sintesis de estos
compuestos puede ser afectada por varios factoreeatales. Se sabe que el stress hidrico
incrementa la velocidad de deposicidén de cerdashojas, asi como el cierre de estomas
y fallas en el sistema de conduccién (xilema yrflag (Shepered y Griffiths 2006).
Cabrera et al (1995) mencionan que la infestac®rafitos Graminum schizaphis) en
hojas deHordeum vulgare provoca efectos similares a los provocados por setuia
prolongada como pérdida en el contenido de clarofiero también afecta el desarrollo del

afido debido a los efectos del estrés sobre la osimidn quimica de la planta.

Woodhead (1983) encontré que eliminando la ceparéigial con cloroformo de

las hojas de las plantulas &erghum bicolor cv. 65D eran rechazadas por ninfas de
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Locusta migratoria. Al analizar la cera mediante métodos cromatdgpaf noté que
algunos de sus constituyentes quimicos, como ra-lpdroxi-benzalhehido, alcanos y
ésteres tenian efectos disuasorios hdaausta migratoria. Sandeep et al (2009)
reportaron que Euphorbia hirta Linnel contiene alcanos de cadena larga (heptaopsa
nonacosano) y que el extracto de éter de petd#eesta especie tiene efectos larvicidas
sobreCulex quinquefasciatus y Aedes aegyptii. Por otra parte, Atkin y Hamilton (1982)
estudiaron dos variedades 8Sarghum bicolor, encontrando quéocusta migratoria no
mostraba aceptabilidad por las ceras de las hojenes; al fraccionar la cera, los esteres

resultaron menos apetecibles, pero no los alcanos.

Los registros en campo désmia mexicana indican que ocurrid mayor herbivoria
en octubre del 2008 que en enero del 2009. De dmwelos registros climatologicos de la
CONAGUA, se presentd una precipitacion pluvial tveses mayor en la primera fecha
comparada con la segunda. La disponibilidad de pgul favorecer la palatabilidad y
calidad alimenticia de las hojas, por otra partenknor disponibilidad de agua en enero,
pudo inducir la sintesis de alcanos en la cutigutgnor herviboria, lo cual podria ser una

hipotesis para futuros estudios.

En los experimentos de laboratorio de elecciénidi gporSpodoptera frugiperda
se encontraron diferencias estadisticamente sigtifas entre las hojas tratadas con
hexano y sin hexano, encontrando que las primerasngis consumidas que las segundas;
esto podria deberse a que el hexano disuelve fas gae protegen el envés de las hojas
permitiendo que sean mas apetecibles.

En los experimentos de eleccion @odoptera frugiperda, la acelga tratada con el
extracto de las hojas sanas\emexicana de octubre 2008 fue mas consumida que la
tratada con extractos de enero 2009, lo cual atencon los registros en el campo, aunque
en condiciones naturales deben tratarse de otexpgcie(s) de insecto(s) aun no
determinadas. En los bioensayos de alimentaci@adar también hay menos preferencia

de S frugiperda hacia las hojas de acelga impregnadas con la endechlcanos, friedelina
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asi como con los extractos de las hojas sanasede 2009 y fruto extraido con hexano de
V. mexicana. Lo anterior sugiere que los tejidos con mayotidad de alcanos son menos
susceptibles a la herviboria, ya sea en condicionagales y con el insecto modelo; sin

embargo no se cuantificé el contenido de alcand®gs integras y dafiadas.

Ademas de los alcanos, otros compuestos, comatepano friedelina también
podrian tener un papel disuasivo en la alimentad&tos insectos. Howard et al (1987)
aisl6 friedelina de Virola calophylla (Myristicaceae) mostrando alta actividad
antialimentaria hacia gorgojo del algodAnthonomus grandis. Hernandez et al (1999)
estudiaron el extracto metanolico détex trifolia (Verbenaceae) —el cual contiene
Friedelina entre otros compuestos- Yy presentd gractividad antialimentaria hacia
Soodoptera frugiperda, también mostré gran inhibicion del honfgasarium sp. Kuete et al
(2007) evaluaron el extracto metandlico de hajasitas y raice¥ismia laurentii contra
bacterias gram-positivas (6 especies), gram-neggt{l2 especies) y dos especies de
Candida encontrando que fue activo contra todos estos mgas, siendo la Friedelina el

compuesto mas activo.

De V. mexicana también se identificaron acidos grasos y derivagogre ellos
metilhexadecanoato. Ramsewalk et al (2001) encamtd actividad insecticida de acidos
grasos (ac. Oleico, ac. Linoleico) del extractoxaméco de Dirca palustris
(Thymelaeaeceae) hacia las larvas Melicoverpa zea, Lymantria dispar, Orgya
leucostigmata y Malacosoma disstria.  Mallavadhani et al (2003) encontraron gran
actividad antialimentaria hacigodoptera litura de derivados de triterpenos (ursélico y
oleanolico) esterificados con acidos grasos.

Pinheiro et al (1984) estudiaron los frutos\demexicana colectados de la misma
area que la de nuestro proyecto (Xico, Veracruayoetrando antranoides prenilados.
Simmonds et al (1985) quien extrajo antranoidesfilipos de arboles del genero Vismia
encontr6 que tienen un efector inhibitorio sobrealanentacion de las larvas de

Soodoptera y Heliothis y Locusta migratoria. Este tipo de compuestos, como la
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vismiaquinona A y D han sido aislados de las hdg¥. mexicana (Ramirez, 2005), y
fueron detectados en este trabajo en las fraccideemediana polaridad del extracto

hexanico del fruto, pero no se aislaron ni caraaeon.

Ademas de los factores quimicos, la mayor herkaveobreVismia mexicana
presentada en octubre podria deberse a la abuadimaino o varios insectos herbivoros, e
incluso a la ausencia de depredadores de insegtodajiendan al arbol de los herbivoros,
incluyendo otros insectos. Goncgalves (2008) hadarrgueVismia japurensis posee un
sistema para atraer hormigas del gér@rematogaster) a través de sus peciolo florales
provocando que estas defiendan a la planta de waal@tague de algun herbivoro,
permitiéndole contar con mas recursos energétiaos la creaciéon de nuevas hojas y el

crecimiento.

Oki et al (2002) encontraron que no existen difei@nen la tasa de herviboria
sufrida por hojas jovenes y maduras\il@mia japurensis al ser ofrecidas en experimentos
de seleccién a saltamontes y sugieren que por reeregpecie pionera sintetiza menos
defensas que las plantas persistentes. Vascond®e3) estudidé un bosque de vegetacion
secundaria en la Amazonia Central, en Manaus, IBtasiinado por especies de arboles
del génerdvismia sp. Este autor encontrd en ensayos de preferenog campo que los
arboles pioneros (comdismia sp) son mas apetecibles a las hormigtia laevigata, en

particular las hojas maduras.

Lou et al (2005) menciona que las plantas deatadiadas intencionalmente y a las
cuales se les aplicé acido jasmaonico, emiten costpse/olatiles, entre ellos mencionan el
n-heptadecano (punto de fusion 22 °C, de acuefaray y Smith, 1993) que atraen a las
hembras del saltamonteBlilaparvata lugens (Stal.) la cual oviposita en la planta. Estos
compuestos volatiles también atraeAragrus nilaparvatae, parasitoide del saltamontes
como estrategia de defensa de la planta ante $&moi del herbivoro. El n-heptadecano
esta presente en los frutos\damexicana pero lo encontramos como parte de una cera y no

como compuesto volatil.
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Como reflexion personal final, también es imporam estudio deVismia
mexicana, ya que Hussein et al (2003) estudiando otrascespelel generd/ismia (V.
baccifera, V, jefensis, V. macrophylla) encontr6 compuestos con gran actividad contra
células cancerosas del pulmén y mama. mexicana podria tener similitud de accion
parecidas a otras especies del mismo género, dside destacar Cassinelli y Geroni
(1986) el cual en diferentes lineas cancerosas ne&dcogran citotoxicidad de la
antraquinona del tipo vismionas. ( fracciones rtadéadas quimicamente en este proyecto;
sin embargo presumiblemente presentes en el frutaido con hexano dé&/ismia

mexicana tal como lo muestra la fig 8.3.1.6.)
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12.-Conclusiones

1.- Hay mayor herviboria de las hojas\denexicana en el mes de octubre del 2008 que en

enero del 2009. La precipitacion fue mayor en imera fecha.

2.- En las dos fechas de colecta las hojas deslatos (bajo, medio y alto) no mostraron

diferencia alguna en cuanto a la herbivoria sufrida

3.- El extracto de hexano del fruto, asi como dehajas dafladas dé mexicana, asi
como, contiene alcanos de cadena larga, @7, Cis, C27, C29) que no se encuentra en las
hojas sin herviboria.

4.- El extracto del fruto d¥. mexicana contiene ademas friedelina y mezclas de esteres
(Metil ester ac. hexadecanoico, Etil ester ac.abeganoico, Metil ester 15-acido
tetracosenoico) y otros compuestos como el triterpup-20(29)-en-3-ol, acetato, (3alfa)

y alcoholes de cadena larga.

5.- En los bioensayos de eleccién los discos eédgadratadas con hexano fueron mas
consumidas poSpodoptera frugiperda que aquellas no tratadas. También fueron mas
consumidas los discos tratados con el extractoofes lsanas d¥. mexicana de octubre

que las de enero.

6.- En los bioensayos de alimentacion forz&daugiperda consumié menos los discos de
acelga impregnados con la mezcla de alcanos, efimeq extracto hexanico del fruto y de

las hojas sanas d& mexicana colectadas en enero 20009.

7.- Los resultados obtenidos sugieren que los drytdiojas dev. mexicana sintetizan
alcanos en condiciones de estrés hidrico (eneas), duales poseen propiedades
antialimentarias ocasionando un menor consumonsectos en condiciones de laboratorio

y posiblemente también en el campo.
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Apéndice |

Bioensayo de eleccion

Se prepara el agar al 3% y se vierten en cajasgpetoximadamente 10 mm a cada uno

dejandose enfriar hasta solidificar.

Después se hacen 4 perforaciones con un sacalsoz&@3 de
distancia una con respecto a otra y se colocamojas con 10 ml
de extracto a 1000 ppm (ya previamente evaporadasig 30
min), después se colocan dos larvas en su quitddies

Se detiene el bioensayo cuando las larvas consuman
el 75% de cualquiera de los dos grupos
experimentales. Se realizo cinco bioensayos con
cinco repeticiones cada uno

(Gonzalez y Coloma, et al, 1995; citado por
Rodriguez S. 2008)
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Bioensayo de alimentacion forzada

Se prepara el agar al 3% y se vierten en cajasgmpetoximadamente 10 mm. A c/u

dejandose enfriar.

Después se hace una Unica perforacion con un
sacabocados y se coloca la hoja con 10 ml de éxtaac
40,000 ppm (ya previamente evaporada el disol&hte
minutos antes), después se coloca una larva enirsio q
estadio y se detiene el bioensayo hasta que yaista e

actividad del herbivoro.

Nota: Como recomendacion y/u observacion personal, lmenisayos se recomiendan
realizarlos entre las 9 y 15 hrs; ya que la lanes@nta mayor actividad durante ese lapso

de tiempo.
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Preparacion de la dieta artificial

En la preparacion de la dieta se siguio el métaddaledo (2001) citado por Rodriguez S.
(2008). En un recipiente de 1l se disuelve agd&0énm| de agua destilada caliente y se
agita para evitar que se formen grumos. Se hiefuegb lento durante 10 min y se le
adicionan los componentes sefialados la tabla gijéxt¢a solucion vitaminica) y se licua.
Posteriormente, se agregan 600 ml de agua desfiladase adiciona la solucion

vitaminica descrita a en la tabla 2.

Componente Cantidad ‘

Acido acético (25%) 12 ml
Acido ascorbico 439
Acido sorbico 19
Aureomicina (14%) 1.2ml
Agar 14 g
Cloruro de colina (15%) 7.3 mi
Formalina (10%) 4.4 ml
Germen de trigo 31.7¢9
Harina de soya 7119
Metilparabén 169
Sacarosa 13 g
Sales Wesson 106 g
Solucién vitaminica 3.5ml

Tabla 1. Ingredientes de la dieta artificialfp@doptera frugiperda

64



Componente Cantidad

Acido félico 0.525 g/35 ml
Biotina 0.0042 g/35 ml
Complejo B12 0.875 ml
Niacimida 2.31 g/35 ml
Pantotenato de calcio 0.42 mg/35 ml
Riboflavina 0.1057 g /35 ml
Tiamina 0.0525 g/35 ml

Tabla 2. Componentes de la solucion vitaminic§mbeloptera frugiperda



Apéndice Il

Estrato .E. .E. l. ValorT Valor Conclusion

P

Bajo 30 3.42 3.60 0.93 0.05 28 1.78 0.086 No ha
[ Medio 1.56 1.86 0.48 diferencias

Bajo 30 3.42 3.60 0.93 0.05 28 0.94 0.357 No hay
[alto 2.34 2.63 0.68 diferencias

Medio 30 1.56 1.86 0.48 0.05 28 0.94 0.353 No hay
[alto 2.34 2.63 0.68 diferencias

Herbivoria en arboles dé mexicana Octubre 2008 (t- student) (SPSS V.15)

Parametro \ Media .E. D.E. . ValorT Valor Conclusion
( estrato) Medias P
bajo 30 3.70 3.91 1.0 0.05 28 0.56 0.578 No hay
[ medio 2.76 5.18 1.3 diferencias
Bajo 30 3.70 3.91 1.0 0.05 28 1.80 0.083 No hay
[alto 1.57 240 0.62 diferencias
Medio 30 2.76 5.18 13 0.05 28 0.81 0.426  No hay
[alto 1.57 240 0.62 diferencias

Herbivoria en arboles dé mexicana . Enero 2009 (t- student) (SPSS V.15)
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Tratamiento  Expto. media  Error tipico de Desviacion Levenne (p<0.05) Correlacién

la media estandar Significancia significancia
*A SHx 0.19 0.05 0.41 0.001 0.00
CHx 0.73 0.09 0.68
B SO 0.55 0.07 0.55 0.97 0.93
DO 0.45 0.08 0.56
C SE 0.96 0.31 2.24 0.84 0.54
DE 0.81 0.20 1.45
*D SE 0.60 0.08 0.56 0.68 0.002
SO 0.64 0.08 0.58
E DE 0.37 0.06 0.44 0.60 0.81
DO 0.52 0.06 0.48

Area foliar (cnf) consumida (bioensayo de eleccion) ®rfrugiperda de discos de
acelga(Levenne 8x05; p>0.14) Tratamientos A, (Levenne p<0.05; p=0.001;%= X
145.040, gl= 1, p=0.00); B, C, ExQ.19, gl= 49, p0.54), D (#0.19, gl= 49, p0.002).

* Diferencia estadisticamente significa(@SSV.15).

Tratamientos Media del Area foliar consumida (cm?)

Control 1.16 0.26
(Hojas con Hx)

H. Sana Oct 2008 0.82 0.54
H. Dafiada Oct2008 0.87 0.39
H. Sana En. 2009 0.95 0.35
H .Dafiada En. 2009 0.75* 0.23
Fruto Hx 0.77* 0.46
Friedelina 0.86* 0.32
Mezcla alcanos 0.81* 0.26

Efecto de diversos extractos y compuestosideia mexicana sobre la alimentacion d&
frugiperda. Cinco repeticiones por tratamiento. Levenne P<OR38.00; Kruska-Wallis
p<0.05 (P=0.03). *Diferencias estadisticamente iggiva al nivel 0.05. (Prueba C de
Dunnet) (SPSS V.15)
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(1) tratamiento

(J) tratamiento

Diferencia de medias (I-J)

Error tipico

Intervalo de confianza al 95%

Limite inferior

Limite superior

Limite superior

Limite inferior

Hojas con Hx H. Sana Oct 2008 .33640 12143 -.0658 .7386
H. Dafiada Oct2008 .29440 .09518 -.0208 .6096
H. Sana En. 2009 .20840 .08850 -.0847 .5015
H .Dafiada En 2009 .41120(*) .07139 1748 .6476
FrutoHxV.mexicana .38960(*) .10676 .0360 7432
Friedelina .30360(*) .08418 .0248 .5824
Mezcla alcanos .35280(*) .07523 .1036 .6020
Hoja Sana Oct2008 Hojas con Hx -.33640 12143 -.7386 .0658
H. Dafiada Oct2008 -.04200 .13434 -.4869 .4029
H. Sana En. 2009 -.12800 .12969 -.5575 .3015
H .Dafiada En 2009 .07480 .11868 -.3182 .4678
FrutoHxV.mexicana .05320 .14278 -.4197 .5261
Friedelina -.03280 .12678 -.4527 .3871
Mezcla alcanos .01640 .12103 -.3844 4172
H. Dafiada Oct2008 Hojas con Hx -.29440 .09518 -.6096 .0208
Hoja Sana Oct 2008 .04200 .13434 -.4029 .4869
H. Sana En. 2009 -.08600 .10552 -.4355 .2635
H .Dafiada En 2009 .11680 .09165 -.1867 .4203
FrutoHxV.mexicana .09520 12125 -.3064 4968
Friedelina .00920 .10193 -.3284 .3468
Mezcla alcanos .05840 .09468 -.2552 .3720
H. Sana En. 2009 Hojas con Hx -.20840 .08850 -.5015 .0847
Hoja Sana Oct 2008 .12800 .12969 -.3015 .5575
H. Dafiada Oct2008 .08600 .10552 -.2635 .4355
H .Dafiada En 2009 .20280 .08469 -.0777 .4833
FrutoHxV.mexicana .18120 .11608 -.2032 .5656
Friedelina .09520 .09572 -.2218 4122
Mezcla alcanos .14440 .08795 -.1469 4357
H .Dafiada En 2009 Hojas con Hx -.41120(*%) .07139 -.6476 -.1748
Hoja Sana Oct 2008 -.07480 .11868 -.4678 .3182
H. Dafiada Oct2008 -.11680 .09165 -.4203 .1867
H. Sana En. 2009 -.20280 .08469 -.4833 .0777
FrutoHxV.mexicana -.02160 .10363 -.3648 .3216
Friedelina -.10760 .08017 -.3731 .1579
Mezcla alcanos -.05840 .07071 -.2926 .1758
FrutoHxV.mexicana Hojas con Hx -.38960(*) .10676 - 7432 -.0360
Hoja Sana Oct 2008 -.05320 .14278 -.5261 4197
H. Dafiada Oct2008 -.09520 12125 -.4968 .3064
H. Sana En. 2009 -.18120 .11608 -.5656 .2032
H .Dafiada En 2009 .02160 .10363 -.3216 .3648
Friedelina -.08600 .11282 -.4596 .2876
Mezcla alcanos -.03680 .10631 -.3889 .3153
Friedelina Hojas con Hx -.30360(*) .08418 -.5824 -.0248
Hoja Sana Oct 2008 .03280 .12678 -.3871 4527
H. Dafiada Oct2008 -.00920 .10193 -.3468 .3284
H. Sana En. 2009 -.09520 .09572 -.4122 .2218
H .Dafiada En 2009 .10760 .08017 -.1579 .3731
FrutoHxV.mexicana .08600 .11282 -.2876 .4596
Mezcla alcanos .04920 .08361 -.2277 .3261
Mezcla alcanos Hojas con Hx -.35280(*) .07523 -.6020 -.1036
Hoja Sana Oct 2008 -.01640 12103 -4172 .3844
H. Dafiada Oct2008 -.05840 .09468 -.3720 .2552
H. Sana En. 2009 -.14440 .08795 -.4357 .1469
H .Dafiada En 2009 .05840 .07071 -.1758 .2926
FrutoHxV.mexicana .03680 .10631 -.3153 .3889
Friedelina -.04920 .08361 -.3261 2277

* Estadisticamente significativa

Tabla de C Dunnet del segundo bioensayo (de alan&mt forzada) (SPSS V.15).
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