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RESUMEN

Las reacciones quimicas comunes de todos los seres vivos implican a los metabdlitos primarios,
sin embargo, otros compuestos se derivan de los anteriores, los metabdlitos secundarios. Los
usos de Fouquieria splendens Engelm (ocotillo) llegan a ser variados, sin embargo, no se
conocen los metabdlitos secundarios responsables de dicha actividad, por lo que el primer
objetivo fue determinar la actividad bioldgica de los extractos y fracciones. EI material vegetal se
colectd en el municipio de Aldama en el Estado de Chihuahua, el cual se sec y se molid, para la
obtencion de extractos acuosos y organicos, la separacion de estos se realizd por medio de
cromatografia liquida al vacio (VLC), cromatografia de capa fina (TLC); se realizaron estudios
biodirigidos de dichos extractos y de las fracciones obtenidas contra insectos Myzus persicae,
Rhopalosiphum padi, Spodoptera littoralis. El extracto metandlico de hoja presento un menor
indice de asentamiento de M. persicae, menor indice de asentamiento y efecto antialimentario de
R. padi, los extractos crudos no presentaron actividad antialimentaria contra S. littoralis. Las
fracciones 9 y 13 (VLC) produjeron efecto antialimentario contra M. persicae, la fraccion 7
(VLC) produjo efecto antialimentario y menor indice de asentamiento de M. persicae.

ABSTRACT

The chemical reactions that are common to all living beings involve the primary metabolites,
however, other compounds are derived from the above, the secondary metabolites. The uses of
Fouquieria splendens Engelm (ocotillo) arrive to be varied, however, does not know the
secondary metabolites responsible for such activity, so that the first objective was to determine
the biological activity of extracts and fractions. The plant material was collected in the
municipality of Aldama in the state of Chihuahua, which is dried and milled, for the obtaining of
aqueous extracts and organic, the separation of these was conducted by means of vacuum liquid
chromatography (VLC), thin layer chromatography (TLC); studies were conducted bio directed
these excerpts and the fractions obtained against insects. Myzus persicae, Rhopalosiphum padi,
Spodoptera littoralis. The methanolic extract sheet presented a lower rate of settlement of M.
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persicae, lower rate of settlement and antifeedant effect of R. padi, the crude extracts showed no
antifeedant activity against S. littoralis. The fractions 9 and 13 (VLC) produced antifeedant
effect against M. persicae, the fraction 7 (VLC) produced antifeedant effect and lower rate of

settlement of M. persicae.

INTRODUCCION

En los ultimos afios los productos naturales
han presentado un gran auge ya que el
mercado exige calidad, pero también que
provengan de origen natural y que presenten
menos dafio en su consumo. Las reacciones
quimicas comunes de todos los seres vivos
implican a los metabdlitos primarios, hay,
sin embargo, otros compuestos que se
derivan de los anteriores y que usualmente
ayudan a la supervivencia de la planta, estos
son los metabolitos secundarios. La
exploracion de los compuestos producidos
por el metabolismo secundario de plantas,
comenzd hace mucho tiempo. Asi se
encontré una gran riqueza de variedad de
estructuras. Debido a sus actividades
biologicas, los metabdlitos secundarios de
las plantas se han utilizado durante siglos.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal: La recolecta del material
vegetal (hojas, tallos y raices de Fouqueria
splendens) se realizd en el municipio de
Aldama del Estado de Chihuahua en otofio-
invierno del 2009, recolectando varios
individuos distribuidos al azar procurando
que todos correspondan a la misma etapa
fenologica. El material se certifico en el
Herbario de la Facultad de Ciencias
Agrotecnologicas de la  Universidad
Autonoma de Chihuahua.

Preparacion de extractos: EI material
vegetal se secoO en una estufa Felisa durante
6 horas a una temperatura menor a 50°C y se

moli6 mecanicamente en un molino
Thomas-Wiley. (Fraga et al., 2001; Castillo
et al., 2009; Gonzalez-Coloma et al., 1994;
Gonzalez-Coloma et al., 1992; Fraga et al,
2014; Kokkotou et al, 2014; Cottet et al,
2014).

Extractos organicos: El material vegetal se
colocé en el aparato de extraccion Soxthel
con Etanol con una duracion de dos dias
hasta obtener la mayor parte del extracto de
la muestra, después se concentro el extracto
a presion reducida mediante el uso del
rotavapor (Fraga et al., 2001; Castillo et al.,
2009; Gonzélez-Coloma et al., 1994,
Gonzélez-Coloma et al., 1992; Fraga et al,
2014; Kokkotou et al, 2014).

Extractos acuosos: El material vegetal se
macero en agua destilada durante dos dias
en refrigeracion, después se filtr6 y se
colocé a -80 °C para liofilizarlo.

Bioensayos con Insectos: La Spodoptera
littoralis fue criada y mantenida en
recipientes de plastico de diferentes
tamanos, segun el estadio larval, tamafio y
numero, fueron alimentadas con una dieta
artificial general para noctuidos y los adultos
con una solucion azucarada. Los afidos (M.
persicae y R. padi) fueron criados mediante
sus hospederos (Capsicum annum vy
Hordeum vulgare, respectivamente) los tres
insectos se mantuvieron en camaras
climatizadas a una temperatura de 22 +1 °C,
humedad relativa: 60 — 70 % vy un
fotoperiodo 16: 8(L: O). (Castillo et al.,
2009; Dominguez et al., 2008; Fraga et al.,
2001; Garcia et al., 2007; Gonzélez-Coloma
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et al., 2006; Mazoir et al., 2008; Rodilla et
al., 2008; Fraga et al, 2014).

Spodoptera littoralis

Los extractos fueron evaluados con cajas
Petri (9 cm x 1 cm) colocandose una capa
fina de agar (2%) a dos insectos en el estado
larval 6 se les colocan cuatro discos (1 cm2
de diametro) de la planta hospedera
(Capsicum annum), dos de los discos
tratados con 10ul con el extracto mas el
solvente y los otros dos con solo 10ul del
solvente. Cada tratamiento consiste en 5
repeticiones. Una vez consumido un 75% de
la superficie de los discos control, las
superficies foliares no consumidas (control y
tratamiento) se midieron utilizando el
programa de analisis de imagen Image J
(http://rsbweb.nih.gov/ij/). Posteriormente se
calcul6 el indice de consumo o alimentacion
(FR), % FR, considerandose que un extracto
es activo cuando su FR > 75%, T: consumo
del tratamiento; C: consumo del control, FR
= | — (T/C) (Burillo y Gonzalez, 2009;
Dominguez et al., 2008; Mazoir et al., 2008;
Castillo et al., 2009; Fraga et al., 2001;
Gonzélez-Coloma et al., 2006; Rodilla et al.,
2009; Fraga et al, 2014).

Preparacion y separacién de fracciones

El extracto fue fraccionado por cromatografia
liquida de gel de silice al vacio, flash con
gradientes de Hexano y Acetato de Etilo, que
fluye eficazmente la muestra, para la
obtencion de fracciones.

Orozco et al., 2017

Los &fidos (M. persicae y R. padi)

En cada experimento se utilizaron cajas de
plastico de 3 x 3 x 1.5 cm, tapadas y con
ventilacion, colocandose en la tapa una capa
muy fina de agar (2.5%). Con M. persicae se
emplearon medios discos de hojas de C.
annuun mientras que con R. padi se
utilizaron dos fragmentos de un foliolo de H.

vulgare, de 1 cm? de superficie cada uno,
por caja. Cada medio disco o fragmento de
foliolo se tratdé con 10ul de solucion del
compuesto a ensayar (tratamiento) y la otra
mitad o fragmento con 10ul del disolvente
(control). Se aplicaron en 20 cajas con 10
insectos cada una y se incubaron a 22 + 1° C
y un fotoperiodo 16:8 (L:O) en posicion
invertida. Después de 24 horas se contaron
los pulgones asentados en el tratamiento y
en el control, calculandose el indice de
inhibicion del asentamiento, % Sl, para cada
tratamiento: % SI=[1-(%T/%C)] x 100, % T:
porcentaje de pulgones sobre la superficie
tratada, % C: porcentaje de pulgones sobre
la superficie control, SI > 60 se considera un
extracto altamente activo, SI > 45 < 60 se
considera un extracto moderadamente activo
(Burillo y Gonzélez, 2009; Garcia et al.,
2007; Dominguez et al., 2008; Castillo et

al., 2009).

Las comparaciones de las fracciones se
realizaron con cromatografia de capa fina
(TLC) (Gonzélez-Coloma et al., 1994).

A medida que la magnitud del extracto aumento, el didmetro de la columna se incrementa, con
muy poco aumento de la altura de la cama de la silice véase el Cuadro 2. La capa no debe superar
los 5 cm de altura. Para cantidades mas grandes son mejores separados con un volumen 250 ml y 5
cm de altura. Se agrega el disolvente y a las primeras fracciones se les aumenta lentamente la
polaridad, desde incrementos de 1 %, 2%, y aumentando mas rapidamente hasta con un 5%, 20%,
50% hasta alcanzar el 100% del componente mas polar (Coll y Bowden, 1986).
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Cuadro 2. Parametro de peso de muestra, diametro de columna y altura de cama
de silice.
Muestra Diametro de Columna Altura de la cama de silice
100 mg 0.5alcm 4cm
05alg 2.5cm 4cm
1al0g 5cm 5cm

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se analizarén realizando
el ANAVA para un disefio experimental de
bloques al azar con cuatro repeticiones por
tratamiento y una comparacion de medias de
Tukey, ademés del uso de contrastes
ortogonales, mediante el uso del software
SAS version 9.1, 2006. (Anénimo 2006)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Bioensayos con extractos crudos de las
partes vegetativas de-Ocotillo

Efecto de Ocotillo con Spodoptera littoralis

Los extractos de ocotillo utilizados no
mostraron diferencias significativas en la
inhibicidn de alimentacién (Efecto
antialimentario) de S. littoralis (Cuadro 4 y
5) (Figura 2).

44.2
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Metanodlico
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Figura 2. indice de consumo debido a los efectos de los extractos metandlico y acuosos de hoja,

raiz y tallo de Ocatillo.
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Los datos con misma letra son estadisticamente
iguales.

Cuadro 4: Comparacion de medias de Cuadro 5: indice de consumo de

.T“‘SEY de extractos FrUdOS de Ocotillo en la Spodoptera littoralis en bioensayos con

inhibicion _delaal_lmentacmn de extractos crudos de Ocotillo.

Spodoptera littoralis.

Especies Tratamientos Especies Tratamientos
Acu0s0 Metandlico - AACUI0s0 Metanolico
Hoja 12.28ns 6.95 ns

Hoja 0.6220 a 0.5700 a Tallo 28.22 ns 22.88 ns
Tallo 1.0480 a 0.7240 a Raiz 31.85ns 44.20 ns
Raiz 0.9560 a 1.0580 a

* El indice de consumo debe ser > a 75 %
para que el extracto sea activo.

Al no haber obtenido resultados en la
inhibicion de la alimentacién no se realizan
mas bioensayos con Spodoptera littoralis,
terminando asi la serie biodirigida de
ensayos.

Efecto de ocotillo en Myzus persicae

El extracto metandlico de raiz de Fouquieria
splendens mostro efecto antialimentario de
Myzus, con un porcentaje de insectos posados
sobre la hoja de un 6.5%, siendo este el que

‘
| |

Extractos

Insectos posados sotire la hoja
|

Figura 3. Porcentaje de insectos Myzus
persicae posados sobre la hoja debido al efecto
de los extractos metandlico y acuoso de hoja y
raiz y tallo de Ocatillo.

menor nimero de insectos alimentandose de
la savia mostro (Figura 3) (Cuadro 6);
Ademéas el extracto metanolico de raiz
muestra el mas bajo indice de asentamiento
del pulgén con un 24.11% de los distintos
extractos (Figura 4) (Cuadro 7).

Al analizar el efecto de los extractos acuosos
vemos que los distintos érganos de ocotillo
utilizados mostraron efecto similar en cuanto
a la capacidad antialimentaria (Cuadro 6).

Indice de asentamiento (%)
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Extractos

Figura 4. indice de asentamiento de Myzus
persicae debido a los efectos de los extractos
metanolico y acuosos de hoja, raiz y tallo de
Ocatillo.
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Al realizar los contrastes ortogonales para la
elucidacion del efecto de los extractos de
ocotillo probados vemos que las respuestas

Orozco et al., 2017

antes mencionadas son debidas a los
metabolitos extraidos de la planta y no
debido al efecto del disolvente puro.

Cuadro 6: Comparacion de medias de Tukey
de extractos crudos de Ocotillo para numero
de Myzus persicae posados sobre la Hoja en
el bioensayo.

Especies Tratamientos
Acuoso | Metandlico
Hoja 3.15a 1.90 a
Tallo 3.65a 2.25a
Raiz 4.15a 0.65b
Los datos con misma letra son

estadisticamente iguales (0=0.05).

Cuadro 7: indice de asentamiento de Myzus
persicae en bioensayos con extractos crudos
de Ocotillo.

Especies Tratamientos
Metandlico
Acuoso
Hoja 49.95 64.45 *
Tallo 29.54 38.66
Raiz 33.28 24.11

* El indice de asentamiento debe ser > a 60%
para que el extracto sea activo.

Efecto de ocotillo en Rhopalosiphum padi

El extracto metandlico y acuoso de hoja de
F. splendens mostraron efecto

Insectos posados sobre la hoja
(%)

Extractos

Figura 5. Porcentaje de insectos Myzus
persicae posados sobre la hoja debido a los
efectos de los extractos metandlico y acuoso
de hoja, raiz y tallo de Ocaotillo.

antialimentario de R. padi, con un porcentaje
de insectos posados sobre la hoja de un 23%
y 37.5% respectivamente (Figura 5) (Cuadro
8).

Indice de ssentamiento (%)

Extractos

Figura 6. indice de asentamiento de Myzus
persicae debido a los efectos de los extractos
metanolico y acuosos de hoja, raiz y tallo de
Ocotillo.
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Los extractos acuosos de tallo y raiz
mostraron el mas bajo indice de asentamiento
del pulgén sobre la hoja con un 23.75%
comparado con los extractos acuoso de hoja
y los metandlicos (Figura 6) (Cuadro 9). De
la misma manera el estudio realizado por
Rodilla et al., 2008 llevado a cabo con

aceites esenciales de Laurus
novocanariensis, muestras los efectos
antialimentarios, demostraron que el afido R.
padi fue afectado por el aceite extraido de las
hojas ya caidas con un indice de
asentamiento de un 62% y con el
componente b-pineno con un indice de
asentamiento de un 40%. Las emisiones de

Orozco et al., 2017

linalol que se producen de aceites esenciales
de L. novocanariensis desempefian un papel
en el hospedero para encontrar y atraer a los
insectos tales como R. padi, sin embargo, el
linalol no afecto el comportamiento de R.
padi a largo plazo, este es el primer informe
sobre los efectos antialimentarios de insectos
provocados por aceites de L.
novocanariensis.

Los contrastes ortogonales para la
elucidacion del efecto de los extractos sobre
R. padi muestran que el efecto
antialimentario es debido a los metabolitos
extraidos de Ocotillo y no al efecto del
disolvente utilizado (Anexo H).

Cuadro 8: Comparacion de medias de Tukey
de extractos crudos de Ocotillo para nimero de
Rhopalosiphum padi posados sobre la Hoja en
el bioensayo.

Especies Tratamientos
Acuoso | Metanoélico
Hoja 3.75b 2.3b
Tallo | 4.55ab 4.35a
Raiz 55a 3.75 ab

Los datos con misma letra son estadisticamente
iguales.

Cuadro 9: Indice de asentamiento de
Rhopalosiphum padi en bioensayos con
extractos crudos de Ocaotillo.

Especies Tratamientos
Acuoso | Metanolico
Hoja 35.41 67.98 *
Tallo 23.75 27.38
Raiz 23.75 27.38

* El indice de asentamiento debe ser > a 60%
para que el extracto sea activo.

Cromatografia de capa fina (TLC) del

extracto metandlico de hoja de Ocaotillo

El extracté metandlico de hoja de Fouquieria
splendens ~ mostro mayor  actividad
antialimentaria, se realizd6 TLC, para separar
las fracciones que componen este extracto y
probarlas contra los distintos pulgones
utilizados para los bioensayos; usando
diferentes combinaciones de hexano Yy
acetato de etilo. Comenzando con 50:50 de
hexano y acetato de etilo, al ver que esta

mezcla no permitia una buena separacion se
aumentd progresivamente hasta llegar a un
80:20 que separo de mejor manera el extracto
permitiendo ver hasta 6 fracciones del
mismao.

Fraccionamiento mediante cromatografia
liquida al vacio (VLC) del extracto
metandlico de hoja con actividad
antialimentaria: Se realiz6 VLC con una
cantidad de 32.1042 g del extracto
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metanolico de hoja, con los disolventes de
distinta naturaleza quimica usando distintos
gradientes de elucion hexano: acetato de
etilo; 100:0 (2 volimenes), 90:10 (6
volumenes), 80:20 (4 volimenes), 70:30 (4
volumenes), 60:40 (4 volimenes), 50:50 (2

Figura 7. Fracciones en TLC

i

Insectos posados sobre la hoja (%).

), : 4
Fracciones

Figura 8. Porcentaje de insectos Myzus
persicae posados sobre la hoja debido al
efecto de las fracciones obtenidas mediante
cromatografia al vacio.
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volumenes) y terminando con 100% Metanol.
Las fracciones se colectaron en matraces de
250 ml y se obtuvieron 49 preliminares
comparandolas con TLC y obteniendo 17
fracciones finales (Figura 7).

Bioensayos con las fracciones obtenidas
mediante VLC

Efecto antialimentario en Myzus persicae

El efecto antialimentario mostrado por las
fracciones del extracto metanolico sobre
Myzus se presentaron dos grupos donde las
fracciones 7, 9 y 13 presentaron menor
nimero de insectos posados con un 9%
(Cuadro 10) (Figura 8), en el indice de
asentamiento la fraccion que presento un
efecto significativo fue la 7 (Figura 9)
(Cuadro 11).

Fracciones

Indice de asenmtamiento (%),

Figura 9. indice de asentamiento de Myzus
persicae debido al efecto de las fracciones
obtenidas mediante cromatografia al vacio.
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Cuadro 10: Comparacion de medias de Tukey
delasfracciones obtenidas  mediante
cromatografia al vacio para numero de Myzus
persicae posados sobre la Hoja en el bioensayo.

Fraccion
2 1.20 a
3 1.00 a
4 1.50 a
5 1.40 a
7 0.87b
9 0.87b
10 1.20 a
13 0.53b

Los datos con misma letra son estadisticamente
iguales.

Cuadro 11: indice de asentamiento de My
persicae en bioensayos de las fraccio
obtenidas mediante cromatografia al vacio.

Fraccion
2 64 *
3 62 *
4 42
5 63 *
7 79 *
9 63 *
10 59
13 35

* El indice de asentamiento debe ser > a 60 %
para que el extracto sea activo.

CONCLUSIONES

El extracto metandlico de raiz mostro
efecto  antialimentario contra  Myzus

persicae.

El extracto metandlico de hoja
muestra el mejor indice de asentamiento en
M. persicae.

Los extractos metandlico y acuoso de
hoja mostraron efecto antialimentario contra
Rhopalosiphum padi.

El extracto metandlico de hoja
presento el mejor indice de asentamiento del
pulgon R. padi.

Los extractos crudos no mostraron
eficiencia antialimentaria sobre Spodopteras
littoralis.

Las fracciones 7, 9 y 13 obtenidas

por VLC produjeron un efecto
antialimentario en M. persicae.

La fraccion 7 obtenida por VLC
presentd un mejor indice de asentamiento
contra M. persicae.
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