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RESUMEN




RESUMEN

Las plantas han desempefiado un papel fundamental en la vida del hombre, quien las ha
utilizado para suplir necesidades béasicas como alimento, medicina, vivienda y vestido, siendo
transmitidos estos conocimientos a sucesivas generaciones, y se han ido perfeccionando por

el rigor cientifico.

De la gran diversidad de especies de encinos que se conocen, algunos han sido estudiados
fitoquimicamente debido al atractivo generado por su amplio uso medicinal y comercial, sin

embargo, es necesario ampliar esta informacion en la busqueda de nuevos principios activos.

Actualmente se sabe que algunos productos naturales tienen un rol importante en el
mecanismo defensivo de las plantas; por tanto, en los Ultimos afios se esta retornando su uso

como fuente de pesticidas mas seguros para el medio ambiente y la salud humana.

El piojo harinoso de la vid y la arafia roja se consideran de las especies mas dafinas y dificiles
de manejar en el complejo tradicional de plagas, lo que las convierte en una grave amenaza
debido al fuerte impacto econémico por las perdidas en produccion e incremento de costos de

manejo.

Es entonces donde surge el planteamiento de que los componentes de la parte aérea del
encino Quercus agrifolia presentan actividad plaguicida frente a las especies Tetranychus
urticae (arafa roja) y Planococcus ficus (piojo harinoso de la vid), teniendo como obijetivo la
evaluacion del perfil polifendlico de diversos extractos generados a partir del fruto y hoja, para

su posterior evaluacion como acaricidas e insecticidas.

Mediante los distintos experimentos llevados a cabo durante este trabajo, se determin6 que
los extractos alcoholicos del encino mostraron un mejor perfil polifendlico respecto a los
extractos acuosos, destacando particularmente el de bellota con un mayor contenido de

taninos y polifenoles totales. Respecto a la evaluacion acaricidad e insecticida, el extracto
metanolico de bellota también presento6 los mejores resultados con la concentracion letal
media (CL50) mas baja.
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1. INTRODUCCION




INTRODUCCION

Las plantas han desempefiado un papel fundamental en la vida del hombre, quien las ha
utilizado para suplir necesidades béasicas como alimento, medicina, vivienda y vestido,
SuU UusoO es una practica que existe desde los inicios de la especie humana. La
etnobotanica es la ciencia que investiga la relacion entre las plantas y la cultura humana
en diferentes ambientes, la cual surge como un instrumento para rescatar tradiciones
milenarias sobre los diversos usos que el hombre le ha dado a los recursos vegetales
(Pino y Valois, 2004).

En China y en Egipto desde 2500 afos a.C. se utilizaban cenizas de madera contra
plagas de almacén o se aplicaban productos de Derris spp. (Fabaceae); hacia 400 a.C.,
en Mesopotamia, Persia, Roma y Dalmacia, en la antigua Yugoslavia, se empleaban las
cabezuelas secas de Chrysanthemum cinerariaefolium, para preparar polvo de piretro,
producto usado para eliminar piojos y chinches; el nim tiene siglos de uso insecticida en
la India; para controlar insectos en América se han empleado Lonchocarpus nicou,
Tephrosia vogelii, Schoenocaulon officinale, Anabasis spp. y Ryania speciosa (Jacobson,
1989; Duke, 1990; Rodriguez et al., 2003 y Moore & Lenglet, 2004).

Los beneficios de los productos naturales para las civilizaciones pasadas a menudo se
han transmitido a generaciones sucesivas con propiedades que se han ido
perfeccionando por el rigor cientifico de los ensayos quimicos, farmacoldgicos,

toxicolégicos y clinicos (Sewell et al., 2014).

Con la dinamica de disciplinas como la fitoquimica y la farmacognosia, la etnobotanica
reviste particular interés en la busqueda de principios bioactivos, donde juega papel

importante la validacion o no, de los conocimientos tradicionales (Pino y Valois, 2004).

Es entonces donde surge el conocimiento de los multiples efectos fisioldgicos,
provenientes de las plantas, debido a que producen una diversidad de metabolitos
bioactivos especializados que corresponden a las necesidades particulares del

metabolismo secundario de la planta (Biesalski., 2009).




Actualmente se sabe que estos metabolitos secundarios tienen un rol importante en el
mecanismo defensivo de las plantas (Jacobson, 1989); por tanto, en los ultimos afios se
esta retornando al uso de las plantas como fuente de pesticidas mas seguros para el
medio ambiente y la salud humana (Pérez et al., 2013). Solamente se han evaluado muy
pocas plantas en relacién a la fuente natural que ofrece el planeta, por lo que las

perspectivas futuras en investigacién son aun mayores.

La agricultura ha proporcionado una fuente de alimento confiable para la poblacion
mundial; su importancia se ha reflejado en el movimiento intercultural de cultivos y razas
ganaderas a lo largo de la historia, revolucionando las dietas y ayudando a reducir la
pobreza (FAO, 2014).

Uno de los problemas que afronta la agricultura mundial es la pérdida de grandes
voliumenes de productos alimenticios a causa de infesta por plagas, cada afio debe
destruirse una tercera parte de la produccion de alimentos debido a los dafos tanto en
el sistema de cultivo, como en los de cosecha y almacenamiento (Silva et al., 2005),
siendo asi una de las principales limitantes de la produccion agricola, por lo cual se hace
imprescindible el estudio de nuevas vias para su control (Medina, 2001). Desde el punto
de vista de la agricultura, una plaga se define como cualquier organismo que genere una
disminucion en la calidad o el rendimiento de un cultivo o cosecha en una cantidad tal

gue sea econémicamente inaceptable para el productor (Pérez y Garcia, 2004).

El uso de productos sintéticos es el método mas utilizado de control biolégico debido a
los resultados inmediatos que se obtienen; sin embargo, presenta grandes problemas
como un impacto letal o subletal en organismos que no son su objetivo, como predadores
naturales, recicladores de nutrientes del suelo, o polinizadores de plantas que han visto
alterado su ciclo de vida por causa de estos productos (Devine et al., 2008; Ibrahim et
al., 2014).

La agricultura intensiva y el uso de quimicos sintéticos, es responsable de la
contaminaciéon del aire y del agua del subsuelo, la eutrofizacion de los sistemas
acuaticos, las emanaciones de gas invernadero y es ademas la fuente antropdgena mas

importante de amonio, la causa principal de la lluvia acida (Devine et al., 2008).




El uso indiscriminado de plaguicidas sintéticos, es la causa directa de la resistencia de
diferentes organismos, y por consiguiente de la pérdida de su efectividad. Ante esto, es
comun aumentar las dosis y preparar mezclas de varios productos, con frecuencia mas
toxicos, por lo que el problema de la resistencia lejos de solucionarse, se agrava. El
control quimico también produce otros efectos como: brotes de plagas secundarias,
resurgencia de plagas y disminucion de las poblaciones de enemigos naturales.

Una de las alternativas poco a poco exploradas para el control biol6gico son los productos
naturales, considerados ambientalmente seguros, sin embargo, hace falta investigacion
gue permita enriquecer esta linea como una opcion en el control de plagas y

enfermedades a nivel comercial (Cazar et al., 2014).

El combate de plagas, tradicionalmente ha incluido el concepto de matar al insecto, sin
embargo, actualmente se contempla cualquier agente que evite el incremento en las
poblaciones y el cual puede ser implementado por el hombre o de forma natural. Las
plagas de insectos son la principal preocupacion de los agricultores, ello los ha llevado a
ejercer practicas inadecuadas de control, por lo que la agricultura actualmente exige no
s6lo una aplicacion mas eficaz de las tecnologias en produccion de cosechas, sino la

adquisicion y uso efectivo de los nuevos conocimientos.

Varios bioplaguicidas eco compatibles son formulados a partir de extractos vegetales, los
cuales son mezclas de principios activos de plantas obtenidos mediante extraccion con
un solvente apropiado, el cual es evaporado y el residuo debe ser ajustado a una
concentracion previamente establecida en Ensayos in vitro (Koul y Walia, 2009). En este
contexto, las investigaciones orientadas a probar la efectividad de extractos vegetales
como agentes biocontroladores de fitopatdgenos en condiciones de invernadero y campo
constituyen una aproximacién valida para recomendar el uso de estos bioproductos en

el control de plagas comunes en cultivos de importancia econémica (Abdalla, 2001).

Este trabajo tiene como principal objetivo determinar el potencial uso agricola de
extractos del encino de California (Quercus agrifolia) para hacer frente a plagas que

afectan los cultivos agricolas de la region.




2. HIPOTESIS




HIPOTESIS

Los componentes de la parte aérea de Quercus agrifolia presentan actividad insecticida
frente a las especies Tetranychus urticae (arafia roja) y Planococcus ficus (piojo

harinoso de la vid).




3. OBJETIVO GENERAL'Y
PARTICULARES
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el perfil bioplaguicida y fitoquimico de los extractos de hoja y fruto del encino
Quercus agrifolia.

OBJETIVOS PARTICULARES

v' Obtener extractos de hoja y fruto de Quercus agrifolia mediante procesos de

maceracion y decoccion.

v' Determinar el perfil polifendlico los extractos generados mediante la
cuantificacion de polifenoles, flavonoides y taninos totales.

v/ Evaluar la mortalidad de extractos de la parte aérea de Quercus agrifolia sobre

larvas de Artemia salina.

v Determinar el perfil acaricida de los extractos utilizando como modelo
biologico a Tetranychus urticae (arafa roja).
v' Evaluar la repelencia de la arafia roja frente a los extractos de Quercus

agrifolia.

v’ Evaluar la capacidad insecticida de los extractos generados frente a

Planococcus ficus (Piojo harinoso de la vid).

11




4. GENERALIDADES
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4.1 Familia Fagaceae

La familia Fagaceae comprende siete géneros reconocidos en la actualidad y desde 900
a 1000 especies, siendo una de las familias mas grandes y de mayor importancia
economica dentro del orden de los Fagales.

Las fagaceas poseen cuatro areas de distribucién disyunta, la primera que comprende
Asia tropical y América tropical con el género Trigonoblanaus; la segunda que comprende
géneros entre Asia y Oeste de Norte América con los géneros Lithocarpus y Castanopsis;
un tercer patrén con distribucion disyunta entre Eurasia y América con los géneros Fagus
y Castanea; y un cuarto patron en Eurasia, Norte de Africa y América con el género
Quercus (Li, 1996).

Existen dos centros principales de distribucion de las fagaceas a nivel mundial, uno
localizado en el Sureste de Asia, particularmente de los géneros Castanea, Castanopsis,
Lithocarpus y Quercus, en la Provincia de Yunnan, en China, donde existen actualmente
6 géneros y 146 especies, y un segundo centro de diversificacion localizado en la zona
del Suroeste de Estados Unidos y México hasta Centro América, donde se localiza la
mitad de las especies del género Quercus a nivel mundial. La distribucion actual de la
familia en el Continente Americano, asi como la extincion de numerosas especies y varios
géneros ha ocurrido a través de periodos de intensas glaciaciones, asi como las
formaciones y desapariciones de puentes con Eurasia (Raven y Axelrod, 1974; Zhou,
1999).

Son una de las familias mas importantes de plantas lefiosas en términos de biomasa total
y uso economico en el hemisferio norte, donde son ampliamente usadas como fuente de
madera y lefia, asi como en plantaciones horticulturales, las bellotas son frecuentemente
consumidas por diversos grupos de fauna, desde insectos hasta mamiferos nativos y en

algunas especies para consumo humano (Challenger, 1998; Luna-José, et al., 2003).

Es un grupo cosmopolita de arboles o arbustos siempre verdes de hojas deciduas que
habitan las regiones templadas y tropicales, se caracteriza por sus hojas lobadas que
presentan estipulas, se encuentran alternadas simples y con venacion pinnada, asi como

flores unisexuales en forma de racimos y frutos o nueces con una cupula.
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Los frutos carecen de endospermo y estan acoplados en una clUpula escamosa 0
espinosa que puede o no englobar completamente a la bellota, y que puede consistir de
1 a 7 semillas. ElI grupo mejor conocido de esta familia son los encinos del género
Quercus L. (Takhjtajan, 1969).

4.2 Aspectos generales del género Quercus

En la familia Fagaceae, el género Quercus es el que presenta mayor distribucion en todo
el mundo. Se encuentra en casi todos los bosques templados del Hemisferio Norte, asi
como en algunas regiones tropicales y subtropicales del mismo. Incluso existen algunas
especies en habitats mas secos, en el sureste de Asia y nororiente de Africa. En América
se localiza desde Canadéa hasta Colombia (Valencia, 2004).

Los encinos son arboles que pertenecen al género Quercus, el cual abarca de 350 a 500
especies mundialmente (Rodriguez y Romero, 2007).

En cuanto a las aplicaciones y usos de los encinos, la corteza de muchas especies de
Quercus y las agallas que forman algunos en sus hojas para alojar huevecillos y larvas
de ciertos insectos himendpteros, son ricos en taninos y se utilizan en la curtiduria.
(Rzedowski, 2006).

Para el uso con fines alimenticios se emplean las bellotas, las yemas foliares, las flores,
las hojas y las agallas, productos que enriquecen la dieta de las comunidades indigenas
con proteinas, lipidos y carbohidratos. Se encontraron diez diferentes formas de alimento

proveniente de los encinos, las cuales se pueden subdividir en dos grupos.

El primero comprende el consumo natural exclusivamente de la bellota, mientras que el
segundo agrupa a los productos procesados tales como capeado de las flores y tostado
de las bellotas para consumirse como “semilla” o para elaborar harina para tortilla, pan,

pastel, atole, chocolate, café, pinole y tamales (Luna-José et al., 2003).

En medicina popular se emplean las hojas y la corteza de las ramas jovenes, la infusion
se bebe como astringente en casos de hemorragias, ciertas infecciones, tuberculosis,
diarrea y disenteria. En aplicaciones externas se usa contra inflamaciones bucales y

uterinas, en lavados contra los sabafiones y para sudor excesivo (Luna-José et al., 2003).
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Se han comentado ciertas aplicaciones, en algunas regiones donde los encinos son
predominantes, se suele masticar pedazos de corteza para curar y endurecer encias o
calmar dolencias dentales, y los amentos de algunas especies son empleados como

calmantes contra el vértigo y la epilepsia (Rodriguez y Romero, 2007).

En estudios adicionales se ha dilucidado el potencial de encino como fuente sostenible
de productos de alto valor afiadido, como resultado de sus propiedades nutracéuticas.
Se han reportado actividades antioxidantes y anticancerigenas de fitoquimicos presentes
en infusiones de hojas de encino, y mecanismos de prevencion del cancer con
fitoquimicos de encino que tienen potencial terapéutico en modelos in vitro (Rocha-
Guzman et al., 2009).

4.3 El género Quercus en México

Este género presenta su centro de diversificacion en México, ya que, de las especies
estimadas a nivel mundial, entre 135 y 150 se encuentran en nuestro pais, y de ellas 86
se consideran endémicas (Valencia, 2004). Los encinos representan uno de los
componentes floristicos notables en diversas comunidades templadas y tropicales del
pais, como arboles conforman comunidades vegetales caracteristicas de las zonas

montafiosas de México (Luna-José et al., 2003).

Tanto su distribucion actual como su abundancia han sido el resultado de complejos
procesos histéricos de migracion, diversificacion y adaptacion relacionados a la historia
climatica global y a la gran heterogeneidad topografica y ambiental (De la Paz Pérez et
al., 2000; Graham, 1999).

En Meéxico, las especies de encinos constituyen uno de los recursos forestales

maderables mas abundantes de los bosques de clima templado (Rzedowski, 2006).

4.4 Quercus agrifolia

También llamado encino vivo de la costa o encino vivo de California, Quercus agrifolia,
es un arbol generalmente con altura de 6 a 12 m, pero pueden alcanzar hasta 25 m, y un
diametro a la altura del pecho de 0.3 a 1.2 m, asi como una longevidad de hasta 250
afios, cuando se encuentra individualmente. Su distribucién se encuentra en los rangos
costeros desde el norte central de California hacia el sur hasta el norte de Baja California,

México.
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Crece en suelos bien drenados en acantilados, pendientes suaves y cafiones, y se puede
encontrar hasta 1400 m de altura. Esta especie esta adaptada a inviernos relativamente
calidos y humedos y veranos secos moderados por la niebla y las temperaturas frescas,
pero no ocurre donde el suelo se congela. Aunque tolerante a varios tipos de suelo, el
roble vivo prefiere una franja profunda. Tiene una relacion obligada con hongos

micorrizicos, que proporcionan humedad y nutrientes criticos.

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de Quercus agrifolia

Reino Plantae

Divisiéon Tracheophyta

Subdivision Spermatophytina

Clase Magnoliopsida

Orden Fagales

Familia Fagaceae

Género Quercus

Especie Quercus agrifolia Née

Recuperado de: United States Department of Agriculture (USDA) The PLANTS Database, 2020
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Hoja

Es un &rbol de hoja perenne, con caida en primavera después de la formacion de nuevas
hojas, tienen un tamafo de aproximadamente 2 a 6.4 cm de largo, y 1.3 a 3.8 cm de
ancho, la forma es de oblonga a ovoide y convexa, con margenes generalmente de punta

de columna, y el color en la superficie superior es verde oscuro brillante, mientras que en

la superficie inferior es verde palido, poco brillante.
Fruto

Las bellotas tienen un periodo de desarrollo de aproximadamente un afio, se consideran
maduras cuando se separan libremente del casquete y caen del arbol, las viables son de
color verde a marrén y tienen paredes impecables, con una forma delgada, puntiaguda,
a veces ligeramente curvada. Las nueces con decoloracion o exudados pegajosos, y

pequefios agujeros causados por larvas de insectos, deben desecharse.

4.5 Estudios fitoquimicos de las especies del género Quercus

La calidad nutricional del foliage es generalmente considerada en declinar conforme las
estaciones de crecimiento progresan (Bryant et al., 1983). El contenido de nitrogeno y
agua exhibe decrecimiento progresivo, mientras que el contenido en fibra incrementa,
disminuyendo el sabor y la facil digestion del follaje. (Coley 1983). Feeny (1970) demostro
gue gran parte de los insectos lepidopteros se alimentan de Quercus robur temprana la
primavera, cuando las hojas presentan bajo contenido de fibra y alto contenido de

nitrégeno.

Para consumo humano, la bellota de Quercus tiene una cubierta de cascara que es
comestible, altamente nutritiva, rica en carbohidratos y proteinas. El uso de especies del
género Quercus es reconocido por sus propiedades como astringente, antiséptico y
hemostatico, ademas de un tratamiento de diarrea aguda, hemorroides y la inflamacion
de la mucosa oral, genital y anal. Ademas, las hojas en decoccion de este género pueden

usarse contra quemaduras y agregarse a unguientos para la curacion de heridas.
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De la gran diversidad de especies que existen, solo una fraccién ha sido objeto de
estudios fitoquimicos. Las especies Quercus incana, Quercus coccifera y Quercus dilata
han generado reportes sobre composicion quimica, debido al atractivo generado por su

amplio uso medicinal y comercial.
Quercus incana

La especie maderable mas prometedora es considerada Quercus incana, la cual tiene un
gran uso medicinal; se puede usar como astringente, agente diurético y para tratamiento
de asma. La corteza puede ser utilizada como antipirético, antirreumatico, antidiabético
y antiartritico. Dichas aplicaciones médicas y terapéuticas han impulsado algunas
investigaciones fitoquimicas para explorar compuestos con actividad biolégica. Como
resultado de las investigaciones destaca el descubrimiento de dos metabolitos (figura 1)
en una fraccion de acetato de etilo. Los cuales aun no poseen nombre, sin embargo, ya
han sido dilucidadas ambas estructuras por diferentes métodos de caracterizacion.
Posteriormente ambos compuestos fueron evaluados por su actividad antifungica contra
Aspergillus favus y Aspergillus niger. Ambos mostrando actividad inhibitoria (Sarwar et
al., 2018).

oH CH3
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CH;
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Figura 1. Compuestos aislados a partir de extractos de Quercus incana




Quercus coccifera

La decoccion de corteza de Quercus coccifera es utilizada para el tratamiento de diabetes
y la diarrea, se denomina “coscoja’. El género Quercus es conocido por su contenido de
varias clases de compuestos como saponinas, flavonoides y especialmente taninos.
Debido al uso de esta especie en la construccion de toneles de vino y las interacciones
entre el vino y la madera de roble durante la maduracion del vino, esta especie se ha
vuelto objeto de una intensa investigacion. Como resultado de algunos trabajos de
estudio en esta especie, destaca el aislamiento de tres nuevos metabolitos secundarios,
Kermenosida y Cocciferosida y (-)-8-Chlorocatequina (Figura 2), (Sohretoglu Didem et al.

2014).

Figura 2 Compuestos aislados a partir de extractos de Quercus coccifera
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Los extractos fueron obtenidos de corteza con metanol y posteriormente fraccionados
por cromatografia en columna de poliamida, para finalmente obtenerse por separaciones
cromatograficas en columna. Ademas, dentro del trabajo se reporté por primera vez la

presencia de un glucosido megastigmano.

Quercus dilatata

Por su parte Quercus dilata, presenta actividades altamente conocidas como anti
flngicas, antioxidantes, y citotoxicas, lo que ha generado un gran numero de
investigaciones orientadas al descubrimiento de su composicion, de los extractos
generados a partir de este encino, han sido aislados y caracterizados dos triterpenoides
con nombre friedelin y epifriedelinol (figura 3), (Ahmed Madiha et al. 2018).

HZ . !

Figura 3. Compuestos aislados a partir de extractos de Quercus dilatata




4.6 Planococcus ficus

El piojo harinoso de la vid Planococcus ficus (figura 4), es una plaga de reciente aparicién
(se detect6 inicialmente en la costa de Hermosillo, Sonora en noviembre de 2000) y de
grave amenaza a la viticultura, ya que es considerada una de las especies mas dafiinas

y dificiles de manejar en el complejo tradicional de plagas (Fu et al., 2002).

Los piojos harinosos se alimentan sobre tejido verde o directamente bajo la corteza de la
planta succionando savia del floema, la cual es rica en azucares, pero pobre en proteinas.
Para poder ingerir la cantidad adecuada de proteina deben comer grandes cantidades
de savia, eliminando el exceso de azucar ingerido a modo de melaza, la cual a su vez
hace crecer mohos de hollin oscuros (Cladosporium spp.), ademas suele atraer hormigas
y otras especies. (Malakar-Kuenen et al., 2001).

La presencia de esta plaga puede tener un fuerte impacto economico a la viticultura

regional, debido a perdidas en produccion e incremento de costos de manejo.
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Figura 4 Ciclo de vida de Planococcus ficus
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Generalmente, la infestacibn de piojo harinoso de la vid es controlada usando
tratamientos constantes de insecticidas sintéticos pertenecientes a los organofosfatos,
neoniconinoides e inhibidores de la biosintesis de quitina. Sin embargo, el manejo de
plagas basado Unicamente en tratamientos sintéticos ha probado no ser eficiente ni
sostenible, en el caso de los piojos harinosos, debido a que son pequeiios y las colonias
estan usualmente debajo de la corteza de las plantas hospederas (Daane et al., 2006).

4.7 Tetranychus urticae

Tetranychus urticae o la arafia roja comienza su ataque en el envés de las hojas viejas,
observandose una aparicién de color amarillo en el haz. Viven agrupadas en el envés y
forman una “telarafa” que utilizan para su proteccién. Son individuos muy pequenos. Los
adultos de forma oval. Las larvas de color amarillo-verdoso con dos puntos oscuros

caracteristicos sobre el dorso. Las hembras adultas son de color rojo intenso (figura 5).

La arafla roja con su estilete perfora las hojas y succiona el contenido celular
(Bensoussan et al., 2016), resultando en pérdida de clorofila (amarillamiento) y reduccién
de la tasa de fotosintesis (Reddall et al., 2007). A altas tasas de infestacion, los acaros
pueden suprimir el desarrollo de las hojas y, en Ultima instancia, afectar la calidad y
cantidad del cultivo.

Figura 5. Tetranychus urticae
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5. METODOLOGIA
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5.1 Recoleccion de material vegetal

Para este trabajo se realiz6 la recolecta de hoja y fruto de Quercus agrifolia (Figura 6),
en el mes de enero del afio 2021, en la localidad de El Refugio, dentro del municipio de
Tijuana, B.C., con localizacién geografica a 32°24'47.7" N y 116°49'58.7“O, a 173.82
metros de altitud sobre el nivel del mar (Figura 7).

Descanso Alvarez
9 Google

Figura 7. Localizacion geogréfica para recoleccion
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5.2 Generacion de extractos

El material vegetal fue limpiado de un exceso de polvo y contaminantes externos, se
distribuy6 sobre una superficie plana para su secado a temperatura ambiente durante 15
dias aproximadamente, posteriormente se redujo el tamafio de particula a trozos de 1cm
de largo por 1 cm de ancho aproximadamente, con la finalidad de tener una mayor
superficie de contacto con el disolvente, obteniéndose un peso final de 980 g de material
vegetal seco, que fueron destinados a maceracion para la obtencién del extracto. En el
caso del fruto, se utilizaron bellotas maduras de Quercus agrifolia, a las cuales se les
retiro la cupula y el pericarpio, mientras que el fruto dentro de la cascara se us6 como

material de partida, obteniéndose 264.7 g de material vegetal seco (Figura 8).

Figura 8. Hoja y fruto de Quercus agrifolia

Maceracion

Mediante este proceso fueron generados extractos de hoja y fruto, para ello 450 g de
hoja se colocaron en un garrafén de vidrio con 8 L de metanol, esto se mantuvo en
agitacion ocasional por dos semanas. Pasado ese tiempo se filtro el solvente y se eliminé
a presion reducida a una temperatura aproximada de 37°C. Este proceso se realizé por

triplicado obteniendo finalmente 103.5 g de extracto seco.

Siguiendo la misma metodologia, para el fruto se emplearon 100 g de material vegetal
seco con 600 mL de metanol y se mantuvieron en contacto por una semana. Pasado el
tiempo se elimind el solvente a presion reducida. Este proceso se realiz6 por triplicado

obteniendo finalmente 67.8 g de extracto seco (figura 9).
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Decoccion

Para la generacién del extracto de hoja 450 g de material vegetal seco fueron colocados
en un recipiente con 5 L de agua destilada y fue llevado a ebullicién por un periodo de 15
minutos. Transcurrido ese tiempo se decantd el agua y se elimind a presion reducida,

como resultado se obtuvieron 85.4 g de extracto seco.

Para el fruto se sigui6 el mismo procedimiento a partir de 100 g de bellota en 1 L de agua

destilada, como resultado se obtuvieron 49.1 g de extracto seco (figura 10).

l

Figura 10. (Izquierda) Decoccién de la hoja, (derecha) Decoccién de la bellota.
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5.3 Tamizaje fitoquimico mediante pruebas colorimétricas

El tamizaje fitoquimico permite realizar un analisis cualitativo de los extractos, ya que
arroja informacion preliminar acerca de su composicion quimica mediante la realizacion
de ensayos rapidos y sencillos que se manifiestan como precipitacion, coloracion,
espuma, entre otras. Estos resultados permiten la identificacion de los compuestos

mayoritarios presentes en los extractos.

Para la realizacion de estos ensayos se prepard una solucién patrén de cada extracto a
una concentracién de 1 mg/mL en metanol para la identificacion de taninos, esteroides y
triterpenoides, flavonoides, carbohidratos, glucésidos antraquinénicos y cumarinas. Para
la identificacion de alcaloides la solucién patrén (1 mg/mL) se preparé en HCI 5%, y para
saponinas en agua destilada. Los diferentes métodos llevados a cabo se pueden
observar en la tabla 2.

Tabla 2 Pruebas colorimétricas y métodos correspondientes al tamizaje fitoquimico

Metabolito secundario Método
Alcaloides Dragendorff
Wagner
Taninos Cloruro férrico

Gelatina

Esteroides y triterpenoides

Lieberman-Burchard

Flavonoides Shinoda
Carbohidratos Benedict
Saponinas Espuma
Glucésidos antraquinonicos Borntrager
Cumarinas Erlich
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5.4 Determinacidon cuantitativa de compuestos polifenélicos por el método de
Folin Ciocalteu

Se prepar6 una solucién patron de cada muestra a evaluar a una concentracion de 1

mg/mL con metanol.

Para la realizacion del ensayo, a cada tubo se adicionaron 1500 uL de agua destilada,
50 uL de solucion de la muestra a evaluar y 250 puL de reactivo de Folin-Ciocalteu, se
mezclaron y dejaron reposar durante 3 minutos. Pasado el tiempo se agreg6 a todos los
tubos 1000 uL de carbonato de sodio al 7%, se homogeneizaron y dejaron incubando
durante 2 horas en oscuridad, finalmente se midié la absorbancia de las muestras en un

espectrofotobmetro a una longitud de onda de 760 nm

Para la determinacion del contenido de polifenoles totales se utilizd una curva de
calibracion con acido galico (Grafica 1). Los resultados fueron expresados como

microgramos equivalentes de acido galico por cada 100 g de extracto (uWgeEAG/100 g E)

Grafica 1. Curva de calibracién con acido gélico
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5.5 Determinacién cuantitativa de flavonoides totales por el método de tricloruro
de aluminio (AICls).
Se prepar6 una solucion patrén de cada muestra a evaluar a una concentraciéon de

1 mg/mL con metanol.

Para la realizacién del ensayo, a cada tubo se adicionaron los siguientes reactivos: 1500
uL de metanol, 500 uL solucién de la muestra a evaluar, 100 uL de AICIz al 10% y 100
uL de acetato de potasio 1M, se mezclaron y finalmente se agregaron a todos los tubos
2800 uL de agua destilada, se homogeneizaron y dejaron incubando durante 30 minutos
a temperatura y luz ambiente, finalmente se midi6 la absorbancia de las muestras en un

espectrofotobmetro a una longitud de onda de 415 nm.

Para la determinacion del contenido de flavonoides totales se utiliz6 una curva de
calibracion con quercetina (Grafica 2). Los resultados fueron expresados como

microgramos equivalentes de quercetina por cada 100 gramos de extracto (LgEQ/ 100g)

Grafica 2. Curva de calibracion con quercetina
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5.6 Determinacidon cuantitativa de compuestos de tipo tanino por el método de
Lowenthal
Se prepar6 una solucion patron de cada muestra a evaluar a una concentracion de 1

mg/mL con metanol a un volumen de 25 mL para colocar en cada matraz a evaluar.

Para la realizacion del ensayo, a cada matraz Erlenmeyer se adicionaron 3 mL del
indicador carmin de indigo previamente preparado y 125 mL de agua destilada.
Posteriormente con ayuda de una bureta se agregé permanganato de potasio hasta
obtener un cambio en la coloracién de un azul intenso a un amarillo. Finalmente se hizo
un registro del permanganato empleado en la titulacion, tomando en cuenta la

equivalencia de 1 mL KMnOsa 4.2 mg de taninos.

Para la determinacion del contenido de taninos se utiliz6 una curva de calibracion con

acido tanico. Los resultados fueron expresados en mg/mL.

Gréfica 3. Curva de calibracion con acido tanico
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5.7 Ensayos de toxicidad empleando larvas de Artemia salina

Eclosién de huevecillos

Previo al ensayo, se colocaron en un recipiente amplio 35 g de sal de mar disueltos en 1
L de agua destilada a un burbujeo constante empleando una bomba de aire.
Posteriormente se agregaron 0.5 g de huevecillos de Artemia salina y se colocé una
lampara para mantener el calor e iluminacion durante un periodo de 48 horas.
Transcurrido el tiempo, los huevecillos eclosionaron y se pueden observar nauplios en

movimiento listos para ser utilizados en el ensayo.

Montaje del experimento

Para el ensayo se prepararon soluciones patrones de cada extracto empleando agua
destilada como disolvente, posteriormente se realizaron diluciones seriadas de cada
solucion patron para obtener las concentraciones sefialadas en la tabla 3, mismas que
fueron obtenidas previamente mediante una ventana bioldégica para cada extracto

evaluado.

Tabla 3. Concentraciones empleadas por extracto para ensayos de toxicidad

Extracto | Concentraciones utilizadas (mg/mL)
BM 3 6 9 12 15
BA 20 25 30 35 40
HM 5 10 15 20 25
HA 10 15 20 25 35

HM: Extracto de hoja metandlico, HA: Extracto de hoja acuoso, BM: Extracto de hoja metandlico, BA:

Extracto de hoja acuoso.

31




En cada recipiente se adicion6 0.5 mL de la solucién a evaluar, seguido de 1mL de agua
de mar conteniendo 10 nauplios de Artemia salina. El experimento se mantuvo por un
periodo de 48 horas (con monitoreo cada 24 horas) bajo agitacion contante. Cabe
mencionar que cada uno de los ensayos fue realizado por triplicado, utilizando como

control agua destilada.

Posterior al ensayo, se realiz6 un conteo de los nauplios muertos y se calcul6 el

porcentaje de mortalidad utilizando la férmula de Abbott.

Nauplios vivos
) 00

o0y M [ =11-
% Mortalidad ( Nauplios de control

Se calcul6 la dosis letal media (DLso) utilizando el método de Finney (1971) para analisis
probit empleando una aplicacion de MS-DOS pre programada para automatizar el

calculo.
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5.8 Ensayo de actividad acaricida frente a Tetranychus urticae
Se utilizé el método de inmersion de hojas sugerido por Elbert et al., (1996) con algunas

modificaciones.

Previo al ensayo se prepararon soluciones de la muestra a evaluar a distintas
concentraciones utilizando agua destilada como disolvent (véase tabla 4). Las
concentraciones fueron seleccionadas realizando una ventana bioldgica previa al

ensayo.

Tabla 4. Concentraciones empleadas por extracto para ensayos de actividad acaricida

Extracto Concentraciones utilizadas (mg/mL)
BM 0.5 2 4 6 8 10
BA 4 6 8 10 15 20
HM 6 8 10 12 14 20
HA 30 34 38 42 46 50

HM: Extracto de hoja metandlico, HA: Extracto de hoja acuoso, BM: Extracto de hoja metandlico, BA:

Extracto de hoja acuoso.

Para el montaje del experimento se utilizaron cajas petri de 4 cm de diametro por 1 cm
de altura, sobre las cuales se colocé un circulo de papel filtro impregnado con la solucion
correspondiente a evaluar, encima fue colocado un circulo de hoja de planta de frijol con
el mismo didmetro también previamente impregnada. Posteriormente en cada caja se
colocaron 20 acaros hembra de Tetranychus urticae sobre el circulo de hoja con ayuda
de un estereoscopio, se sellaron con papel parafilm para evitar la salida de los acaros y
se incubaron a temperatura ambiente. Cada experimento fue realizado por triplicado bajo

las mismas condiciones.

Una vez pasadas 24 horas, se observd la mortalidad bajo la observacion en un
estereoscopio, se consideraron acaros muertos a todos aquellos que al tocarse con un

pincel no mostraron movimiento.

33




Posterior al ensayo, se realizé un conteo de las arafias rojas muertas y se calculo el

porcentaje de mortalidad utilizando la férmula de Abbott.

acaros vivos
00

% Mortalidad = (1 - -
acaros de control

Se calcul6 la dosis letal media (DLso) utilizando el método de Finney (1971) para analisis
probit empleando una aplicacion de MS-DOS pre programada para automatizar el

calculo.
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5.9 Experimento de actividad repelente frente a Tetranychus urticae
El efecto repelente de los extractos se evalud utilizando el método de “preferencia de
area’ propuesta por Scheffler (1992) con algunas modificaciones.

Previo al ensayo se prepararon soluciones de la muestra a evaluar a distintas
concentraciones utilizando agua destilada como disolvente (véase tabla 4). Las
concentraciones fueron seleccionadas realizando una ventana biologica previa al

ensayo.

Primeramente, se recortaron circulos de papel filtro de 4 cm de diametro para después
cortarse por la mitad, de tal manera que una mitad fue impregnada con la solucion
correspondiente a evaluar, mientras que la otra mitad fue impregnada con solvente
control. Los medios discos fueron secados al aire libre durante un periodo de
aproximadamente 40 minutos (hasta evaporar el disolvente por completo), fueron
colocados en el centro de cajas petri y fijados con cinta adhesiva; finalmente se colocaron
20 acaros hembra adultos de Tetranychus urticae en el centro del disco de papel con
ayuda de un estereoscopio, se sellaron las cajas y se incubaron a temperatura ambiente.

Todos los experimentos de realizaron por triplicados bajo las mismas condiciones.

El nUmero de acaros presentes en el medio disco control y en el medio disco impregnado
con muestra se contabilizaron cada hora hasta alcanzar las 4 horas para la determinacion

del porcentaje de repelencia.

Posterior al ensayo, se realiz6 un conteo de las arafias en las distintas mitades de los
discos y se calculé la concentracion efectiva media (CEso) utilizando el método de Finney
(1971) para analisis probit empleando una aplicacion de MS-DOS pre programada para

automatizar el céalculo.
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5.10 Evaluacién de la actividad insecticida frente a Planococcus ficus

Previo al ensayo se prepararon diferentes soluciones seriadas de los extractos a evaluar,
las concentraciones empleadas para el ensayo de actividad insecticida fueron obtenidas
a partir de una ventana bioldgica establecida previamente para ambos extractos.

Tabla 5. Concentraciones empleadas por extracto para ensayos de actividad insecticida

Extracto Concentraciones utilizadas (mg/mL)

BM 4 6 8 10 15

HM 8 10 12 14 20

HM: Extracto de hoja metandlico, BM: Extracto de hoja metandlico.

Se cortaron circulos de hoja de vid de 4 cm de diametro, posteriormente fueron
impregnados con la solucidon de muestra correspondiente a la concentracion a evaluar y
fueron secados a temperatura ambiente durante un periodo de aproximadamente 40

minutos para evaporar el disolvente por completo.

Durante este tiempo, a cada caja petri se adiciond una solucién de agar-agar y una vez
gelificado se colocé el disco de hoja. Se colocaron 10 hembras de Planococcus ficus en
el centro de la caja petri con ayuda de un estereoscopio, después se cubrié con tela
muselina para evitar la salida de algun piojo y se incubaron en condiciones de oscuridad
a temperatura ambiente. Todos los experimentos de realizaron por triplicados bajo las

mismas condiciones.

Con ayuda de un estereoscopio, se contabilizd el nimero de hembras muertas en cada
disco pasadas las 24 horas de contacto. Se consideraron muertas a todas las hembras
gue al ser estimuladas con un pincel no presentaban movimiento de ningun tipo. Se

calculo el porcentaje de mortalidad utilizando la formula de Abbott.

piojos vivos

% Mortalidad = (1 - )x 100

piojos de control
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Se calcul6 la dosis letal media (DLso) utilizando el método de Finney (1971) para analisis
probit empleando una aplicacion de MS-DOS pre programada para automatizar el

calculo.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS
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6.1 Generacidn de extractos

Del proceso de generacion de extractos de hoja y fruto por las diferentes metodologias,
se obtuvieron diferentes extractos con notables diferencias en caracteristicas fisicas

como olor, consistencia y coloracion (ver Tabla 6).

Tabla 6. Generacion de extractos de la parte aérea de Quercus agrifolia

Material Peso
Extracto vegetal Metodologia . Caracteristicas
final (g)
@)
Extracto de coloraciéon verde oscuro,
HM 450 Maceracién 103.5 consistencia solida con olor dulzén
caracteristico.
., Extracto de coloracién verde,
HA 450 Decoccion 85.4 . .
consistencia pastosa y con olor dulce.
Extracto de color marrén, de
BM 100 Maceracién 67.8 consistencia dura y solida, con olor
amargo.
Extracto de color café claro,
BA 100 Decoccion 49.1 consistencia pastosa y sin olor
caracteristico.

HM: Extracto de hoja metandlico, HA: Extracto de hoja acuoso, BM: Extracto de hoja metandlico, BA:

Extracto de hoja acuoso.
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6.2 Tamizaje fitoquimico mediante pruebas colorimétricas
En el tamizaje fitoquimico realizado en este trabajo, se identifico la presencia de taninos,

esteroides y triterpenoides, carbohidratos y saponinas (ver Tabla 7).

Los cuatro extractos analizados resultaron positivos a la presencia de carbohidratos, lo
cual era esperado debido a la naturaleza polar de los solventes utilizados para la
generacion de los extractos. Respecto a las saponinas, estas presentan una estructura
de tipo glucésido esteroidal o triterpénico, por lo que la presencia de la glicona favoreceria

su extraccion en las condiciones empleadas.

Por otra parte, la presencia de compuestos polifendlicos en especies de Quercus,
especialmente los taninos, ha sido ampliamente reportada por diversos autores de
manera cualitativa y cuantitativa, por lo que la identificacion mayoritaria por alguna de las

dos pruebas utilizadas es congruente.

En el desarrollo de estas pruebas cualitativas no se observé en ninguno de los extractos
la presencia de alcaloides, flavonoides, glucosidos antraquinénicos y cumarinas. Aunque
esto no necesariamente significa que no estén presentes en el material vegetal, pueden

encontrarse de manera minoritaria y no ser identificables con estos experimentos.

Tabla 7. Pruebas colorimétricas de los extractos de Quercus agrifolia

Metabolito secundario Método HM HA BM BA
Taninos Cloruro férrico - - + -
Gelatina - + + +
Esteroides y Lieberman-Burchard + + - -

triterpenoides
Carbohidratos Benedict + + + +

Saponinas Espuma + + + +

*(+) Respuesta positiva para ese metabolito en el extracto. (-) respuesta negativa para ese metabolito en
el extracto. * HH: Hoja metandlico, HA: Hoja acuoso, BM: Bellota metandlico, BA: Bellota acuoso
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6.3 Determinacion de compuestos polifenélicos

Los compuestos fendlicos constituyen uno de los mas numerosos y representativos
grupos de metabolitos secundarios de las plantas y su relevancia radica en su
participacion en la fisiologia y el metabolismo celular, como morfologia, crecimiento,
reproduccion, defensa contra plagas y depredadores, entre otros. Mientras las técnicas
de cuantificaciébn de polifenoles no discriminan en la naturaleza de los mismos, la

actividad intrinseca de cada uno de ellos es muy diferente.

El ensayo Folin-Ciocalteu se utiliza como medida del contenido en compuestos fendlicos
totales en productos vegetales. Se basa en que los compuestos fenélicos reaccionan con
el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico, dando lugar a una coloracién azul susceptible
de ser determinada espectrofotométricamente a 765 nm.

El contenido mas alto de polifenoles totales se encuentra en el extracto metandlico de la
bellota con un total de 321.15 pg equivalentes de acido galico por 100 g de extracto seco
(ug EAG), lo cual guarda correlacion con las pruebas colorimétricas, donde fue el Unico
extracto evaluado en dar positivo a ambas pruebas realizadas para la identificacion de
taninos, aunque de igual manera, las técnicas de cuantificacion de polifenoles no
discriminan en la naturaleza de los mismos. El segundo extracto con mayor contenido de
polifenoles fue el metandlico de hoja con 157.86 ug EAG, seguido del acuoso de bellota

(103.31ug EAG) y finalmente el acuoso de hoja con solo 15.59 ug EAG ver Gréfica 3).

Grafica 4. Resultados de cuantificacion de polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

321.15 £ 0.030

o 400
157.86 + 2X10°3
< 300 103.31 + 0.024
o 200 15.59 + 9.2X10°2
5 100 V. 4
c
g 0
Bellota Bellota Acuoso  Hoja Metandlico Hoja Acuoso
Metanolico
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6.4 Determinacion cuantitativa de flavonoides totales

Los flavonoides forman complejos estables con tricloruro de aluminio en metanol,
produciendo en el analisis espectrofotométrico un desplazamiento hacia longitudes de
onda mayores y una intensificacion de la absorcién. (Mabry et al., 1970). Asi, es posible
determinar la cantidad de flavonoides evitando la interferencia de otras sustancias

fendlicas, especialmente acidos fendlicos, que invariablemente acompafian a los
flavonoides en los tejidos vegetales.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la mayor cantidad de flavonoides se observé en
el extracto metandlico de la hoja con 33.89 ng equivalente de quercetina (ug EQ). Los
otros tres extractos mostraron un contenido similar entre ellos con 11.95, 11.06 y 8.97 ng

EQ para el extracto acuoso de bellota, acoso de hoja y metandlico de bellota
respectivamente.

Grafica 5. Resultados de cuantificacion de flavonoides totales por el método de tricloruro de aluminio.
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6.5 Determinacion cuantitativa de compuestos de tipo tanino
El fundamento del método de Lowenthal mediante volumetria se basa en la oxidacion de
los taninos por KMnOg4 en presencia del indicador afiil sulfonado, sirviendo a su vez como

un regulador de la reaccion (Alvarez et al. 1992).

La importancia de los ensayos para cuantificar taninos recae en su capacidad de actuar
como sustancias antibiéticas o como disuasores antinutricionales en relacion a insectos.
Por otro lado, estos metabolitos pueden presentar toxicidad correlacionada con la
capacidad de acomplejar proteinas y disminuir la digestién de los alimentos, llevando a
efectos negativos sobre el metabolismo endbégeno del insecto, mientras el poder

disuasorio se relaciona con el efecto de astringencia.

Los resultados del experimento de cuantificacion de taninos para los extractos de la parte
aérea de Quercus agrifolia, mostraron una mayor concentracion de estos compuestos en
el extracto metandlico de la bellota con 42 mg/mL, siendo una diferencia considerable
comparado con el resto de los extractos evaluados que presentaron 15.47, 14.36 y 6.6
mg/mL para los extractos acuoso de bellota, acuoso y metandlico de hoja
respectivamente. La cantidad de compuestos de tipo tanino encontrados en el extracto
metanolico de la bellota, guarda congruencia con los resultados positivos para las
pruebas de gelatina y cloruro férrico, que se obtuvieron en el tamizaje fitoquimico para

corroborar la presencia de taninos.

Grafica 6. Resultados de cuantificacion de compuestos de tipo tanino por el método de Lowenthal
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6.6 Ensayos de toxicidad empleando larvas de artemia salina

Las larvas de Artemia spp. se han utilizado por méas de 40 afios en estudios toxicolégicos
y eco toxicoldgicos, y se ha estudiado su biologia y usos potenciales en diversos campos
como un método practico y economico para la determinacion de bioactividad de

compuestos sintéticos y productos naturales.

Dentro de los ensayos realizados, ambos extractos acuosos mostraron la dosis letal
media (DLsg) mas alta, con 32.53 y 23.03 mg/mL para bellota y hoja respectivamente,
esto significa que es necesaria esa concentracion para matar al 50% de los nauplios de

Artemia salina.

Los resultados del ensayo de toxicidad guardan relacion con la practica del consumo de
la bellota y la hoja en la vida cotidiana de distintas comunidades, donde incluso emplean
estos materiales como remedios medicinales caseros en el tratamiento para diversas
molestias e infecciones, se puede inferir entonces, que la dosis letal media alta nos indica

gue necesita altas concentraciones para poder ser toxico para el consumo humano.

Por otro lado, el extracto que presentod la DLs, mas baja corresponde al metandlico de

bellota, con una concentracién de 4.22 mg/mL (ver Tabla 8).

Tabla 8. Resultados de Dosis Letal Media (DLso) de los extractos evaluados.

Extracto DLso (mg/mL) | Limite superior | Limite inferior DE
BM 4.22 5.92 1.98 +0.89
BA 32.53 39.25 28.46 +1.43
HM 10.85 13.75 8.03 +2.40
HA 23.02 28.23 18.95 +2.21

BM: Extracto de bellota metandlico, BA: Extracto de bellota acuoso, HM: Extracto de hoja metandlico,

HA: Extracto de hoja acuoso

44




6.7 Ensayos de actividad acaricida empleando arafia roja (Tetranychus urticae).

Todos los extractos evaluados en los ensayos de actividad acaricida contra T. urticae
mostraron efectividad a diferentes concentraciones, entre los cuales destaca el extracto
metandlico de bellota con una DLso de 4.02 + 0.15 mg/mL, esto significa que se requirio
una menor concentracion para tener efecto acaricida frente a la mitad de los individuos
evaluados. Los extractos metandlico de hoja y acuoso de bellota presentaron resultados
semejantes con una DLsg de 11.69 y 15.55 mg/mL respectivamente. La menor actividad
acaricida fue encontrada en el extracto acuoso de la hoja, donde se necesitdé una
concentracion de 35.82 + 0.56 mg/mL para lograr el efecto deseado frente a las arafias

evaluadas.

Tabla 9. Resultados de Dosis Letal Media (DLso) de los extractos evaluados.

Extracto DLso (mg/mL) | Limite superior | Limite inferior DE
BM 4.02 4.78 3.21 +0.15
BA 15.55 18.23 13.55 +0.41
HM 11.69 13.75 10.14 +0.66
HA 35.82 37.71 33.55 +0.56

BM: Extracto de bellota metandlico, BA: Extracto de bellota acuoso, HM: Extracto de hoja metandlico,

HA: Extracto de hoja acuoso
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6.8 Ensayos de actividad repelente empleando arafia roja (Tetranychus urticae).

El efecto repelente de las diferentes concentraciones de los extractos frente a la arafia

roja fue evaluado durante cuatro horas, todos los tratamientos mostraron efecto de

repelencia desde la primera hora de contacto, observando como las arafias se

mantuvieron alejadas de las hojas que tenian impregnados los distintos extractos, incluso

en las concentraciones mas bajas.

Entre los extractos evaluados para actividad repelente, el metandlico de bellota demostré

la mejor actividad con una CEsg de 3.26 mg/mL, seguido del metandlico de bellota,

acuoso de bellota y de hoja con 9.39, 16.45 y 39.40 mg/mL respectivamente.

Dichos resultados guardan correlacion con los obtenidos para los ensayos de actividad

acaricida, pues los extractos también demostraron ser efectivos a bajas concentraciones

frente a la plaga de Tetranychus urticae.

Tabla 10. Resultados de concentracion efectiva media (CEso) de los extractos evaluados.

Extracto CEso (mg/mL) | Limite superior Limite inferior DE
BM 3.26 4.14 2.36 +0.57
BA 16.45 19.08 14.48 +0.55
HM 9.39 10.91 7.98 +1.07
HA 39.40 39.95 35.32 +0.40

BM: Extracto de bellota metandlico, BA: Extracto de bellota acuoso, HM: Extracto de hoja metandlico,

HA: Extracto de hoja acuoso
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6.9 Evaluacién de actividad insecticida utilizando como modelo a Planococcus
ficus

La necesidad de encontrar plaguicidas funcionales contra la plaga del piojo harinoso de
la vid recae en el nivel de dafio que ejercen en las plantas donde se hospedan, las cuales
se vuelven inservibles por la savia secretada de los piojos, generando grandes pérdidas

de masa y de dinero en las zonas agricolas.

En este ensayo fueron evaluados Unicamente los extractos metandlicos, ya que fueron
los que mostraron una mejor actividad plaguicida en las pruebas frente a la arafa roja,

ademas de mostrar un mejor perfil polifendlico.

Es importante destacar que, analizando la mortalidad mostrada por los extractos, ambos
alcanzaron un 83%, pero a diferentes concentraciones con 15y 20 mg/mL para el de

bellota y hoja respectivamente (ver graficas 7 y 8).

Gréfica 7. Resultados de evaluacion insecticida
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Gréfica 8. Resultados de evaluacién insecticida

EXTRACTO DE BELLOTA METANOL

123
103
83
83 73

63 53 50

% Mortalidad

43

23

3 5 7 9 11 13 15 17

Concentracion (mg/mL)

El extracto de bellota demostré una mejor actividad insecticida frente al piojo harinoso de
la vid, con una dosis letal media de 7.14 mg/mL, en comparacion con el de hoja con una
DLso de 11.77 mg/mL, requiriendo de una mayor concentracion para eliminar al 50% de

los individuos colocados en las cajas petri.

Tabla 11. Resultados de Dosis Letal Media (DLso) de los extractos evaluados.

Extracto DLso (mg/mL) | Limite superior | Limite inferior DE
HM 11.77 13.15 10.43 1.09
BM 7.14 10.37 4.55 0.92

BM: Extracto de hoja metandlico, HM: Extracto de hoja metandlico.
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CONCLUSIONES

Con el andlisis de resultados obtenidos en esta tesis, se establecen las siguientes

conclusiones:

e En la cuantificacion de polifenoles totales, el extracto metandlico de bellota
presentd una mayor concentracion con 321.15 ug EAG, seguido del extracto
metandlico de hoja con 157.86 321.15 ng EAG.

e El contenido mas alto de flavonoides totales se observé en el extracto metandlico
de hoja con 33.89 ug EQ, el resto de los extractos evaluados presentaron
concentraciones en un rango de 8-12 ug EQ.

e En cuanto a la concentracion de taninos en las muestras, el extracto de bellota
metandlico mostré una mayor concentracion con 42 mg/mL, mientras que el resto
de los extractos presentaron concentraciones entre los 6 — 16 mg/mL. Este
resultado es congruente con lo observado en el tamiz fitoquimico, en donde el
anico extracto que arrojo un resultado positivo para la presencia de taninos con
FeCls fue el metanolico de bellota.

e De manera general ambos extractos metandlicos mostraron un mejor perfil
polifendlico en las diferentes técnicas empleadas para estas cuantificaciones en
comparacion con los extractos acuosos, siendo particularmente el de bellota quien
mostro el mejor perfil.

e En laevaluacion del perfil toxico de las muestras utilizando como modelo biolégico
al crustaceo Artemia salina, el extracto acuoso de bellota mostré un mejor
resultado con una dosis letal media (DLso) de 32.53 mg/mL, seguido del acuoso
de hoja con 23.02 mg/mL, esto significa que es nhecesaria una mayor
concentracion de estos extractos para presentar toxicidad. A su vez esto es
congruente con diversas referencias etnobotanicas que hacen referencia al
consumo de extractos acuosos de bellota con fines medicinales. Por otro lado,
ambos extractos metandélicos mostraron una DLsp mas baja con un rango de 10 -
4 mg/mL.

e En el ensayo acaricida frente a Tetranychus urticae, el extracto metandlico de

bellota mostrdé un mejor comportamiento frente a esta plaga, con una DLso de 4.02
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mg/mL en comparacion con el resto de los extractos que oscilaron en un rango de
11 a 35 mg/mL, esto significa que con el extracto de la bellota se requiere de una
menor concentracion para tener un efecto letal sobre el 50% de los individuos.
Respeto a la actividad repelente de los extractos frente a la misma plaga T. urticae,
nuevamente el extracto alcohdlico de bellota presento el mejor comportamiento
con una concentracion efectiva media (CLso) de 3.26 mg/mL.

En lo que refiere a la actividad insecticida de los extractos frente al piojo harinoso
se la vid (Planococcus ficus), de los dos extractos metandlicos ensayados, el de
bellota requiri6 una menor concentracion para producir un efecto letal sobre el
50% de los individuos con 7.14 mg/mL, mientras que el de hoja present6 una DLso
de 11.77 mg/mL.
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9. TECNICAS
EXPERIMENTALES
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INSTRUMENTACION

Espectroscopia uv-vis

Para las lecturas de absorbancia realizadas en los ensayos de cuantificacion se utilizé
un espectrofotometro Thermo Scientific, modelo genesys 20, en celdas de cuarzo de 10

mm. Los disolventes empleados variaron en concordancia con la técnica.

REACTIVOS

Los reactivos y los disolventes empleados fueron comprados de la méas alta calidad

comercial y usados sin purificaciones previas.
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