’: &
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL Doctorado en
ESTADO DE MORELOS Ciencias Naturales

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
CENTRO DE INVESTIGACION EN BIOTECNOLOGIA

Actividad afidicida de Dodonaea viscosa,
Ricinus communis y Serjania schiedeana
contra Melanaphis sacchari Zehntner
(Hemiptera: Aphididae)

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

DOCTOR EN CIENCIAS NATURALES

LINEA TERMINAL EN BIOTECNOLOGIA

PRESENTA:

M. en C. CESAR SOTELO LEYVA

DIRECTOR: DR. DAVID OSVALDO SALINAS SANCHEZ

CO-DIRECTOR: DR. GUADALUPE PENA CHORA

Cuernavaca, Morelos. Junio 2020



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

DOCTORADO EN CIENCIAS NATURALES S Rt
DES DE CIENCIAS NATURALES

Cuernavaca, Morelos a 12 de mayo del 2020

COMITE DE REVISION DE TESIS

Dr. David Osvaldo Salinas Sanchez - Director
Dr. Guadalupe Pefia Chora - Codirector

Dr. Victor Manuel Hernandez Velazquez

Dr. Alexandre Toshirrico Cardoso Taketa

Dr. Manasés Gonzalez Cortazar

Dr. Alejandro Zamilpa Alvarez

Dra. Maria Luisa Teresa Villarreal Ortega

Tesis: Actividad afidicida de Dodonaea viscosa, Ricinus communis 'y Serjania
Schiedeana contra Melanaphis sacchari Zehntner (Hemiptera: Aphididae)

Alumno que lo presenta a revision: CESAR SOTELO LEYVA

Programa: DOCTORADO EN CIENCIAS NATURALES

VOTO
El documento ha sido revisado y redne los requisitos para editarse como TESIS por lo que es
APROBADO

ATENTAMENTE,

DR. DAVID OSVALDO SALINAS SANCHEZ



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

DAVID OSVALDO SALINAS SANCHEZ | Fecha:2020-06-04 19:28:48 | Firmante
IWQq87ZGeR8vUHQzG6927b+CSvcIOrKLHR79d3b7xNFhq2KNHA6q81LdjZHPPp+E7c87cAqoSfNcIKALgXUWTAUJIZINREPAMEFXi807zSWMJIc5ZAmuLiDlYHPshKowPulgso
080zjqwkU300QwNcMnhkiwBPnQ/TojgwhwEY TVe/hloxeo5URWdXxothaj4bJsRFCKTJc3xIDa/B91XZA8uohNYe6LmHFuepUgEd3CpdwjcSKvec/xI/OEITiZL+0Z27ZAHsyQvngIN
42kWp10Yavn7CN22xcrgDROcMIV2enphydPdv3EO0VdRAgsaGuuuuyeH7dClcjUEK+0dbCwQg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

XFCIWA

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/h2VWSCmI1k2kzVGhF72CJINOACUWJBpB

UA
EM

Una universidad de ¢

2017-2023



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/h2VWSCmI1k2kzVGhF72CJlNOACUWJBpB

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

DOCTORADO EN CIENCIAS NATURALES S Rt
DES DE CIENCIAS NATURALES

Cuernavaca, Morelos a 12 de mayo del 2020

COMITE DE REVISION DE TESIS

Dr. David Osvaldo Salinas Sanchez - Director
Dr. Guadalupe Pefia Chora - Codirector

Dr. Victor Manuel Hernandez Velazquez

Dr. Alexandre Toshirrico Cardoso Taketa

Dr. Manasés Gonzalez Cortazar

Dr. Alejandro Zamilpa Alvarez

Dra. Maria Luisa Teresa Villarreal Ortega

Tesis: Actividad afidicida de Dodonaea viscosa, Ricinus communis 'y Serjania
Schiedeana contra Melanaphis sacchari Zehntner (Hemiptera: Aphididae)

Alumno que lo presenta a revision: CESAR SOTELO LEYVA

Programa: DOCTORADO EN CIENCIAS NATURALES

VOTO
El documento ha sido revisado y redne los requisitos para editarse como TESIS por lo que es
APROBADO

ATENTAMENTE,

DR. GUADALUPE PENA CHORA



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

GUADALUPE PENA CHORA | Fecha:2020-06-04 20:44:41 | Firmante
PbNrnchJTCZFOAOCWCdUNd2I124WmJFc/0lmAMVxpLHOxs6Sgowa305xSMzm9PKqlZWynjTyzDUUfjal9ra9Zidc007hDJg/GWnHo2yi8jxalPV4YRC89p+MfxmfL4lq5z2D+8F8gtc
kBThtXAbVL7n9DPYEZuF6+kAZgssm2WWu21RWX0qfDpl7pw2P19slykpqURAjr5cJQks+R8FP2Azu6V111iGa9Ac0/1i312+KBxZaaOmT5Ww/sCEqdCVGw5ZTVVC5FZUWTOEG6vVI
3qcR5gesdulWvIxBzRa4GFIrVXuStG95kc6jW4AXKDIUHee78XuT4k808anNJAYtHFRsBw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

K0ajSO

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/pBOI57nrBhZD6WZHOuUxXxWRniSJheoGvhw

Una universidad de excelencia



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/pBOl57nrBhZD6WZHOuxWRniSJheoGvhw

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

DOCTORADO EN CIENCIAS NATURALES S Rt
DES DE CIENCIAS NATURALES

Cuernavaca, Morelos a 12 de mayo del 2020

COMITE DE REVISION DE TESIS

Dr. David Osvaldo Salinas Sanchez - Director
Dr. Guadalupe Pefia Chora - Codirector

Dr. Victor Manuel Hernandez Velazquez

Dr. Alexandre Toshirrico Cardoso Taketa

Dr. Manasés Gonzalez Cortazar

Dr. Alejandro Zamilpa Alvarez

Dra. Maria Luisa Teresa Villarreal Ortega

Tesis: Actividad afidicida de Dodonaea viscosa, Ricinus communis 'y Serjania
Schiedeana contra Melanaphis sacchari Zehntner (Hemiptera: Aphididae)

Alumno que lo presenta a revision: CESAR SOTELO LEYVA

Programa: DOCTORADO EN CIENCIAS NATURALES

VOTO
El documento ha sido revisado y redne los requisitos para editarse como TESIS por lo que es
APROBADO

ATENTAMENTE,

DRA. MARIA LUISA TERESA VILLARREAL ORTEGA



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

MARIA LUISA TERESA VILLARREAL ORTEGA | Fecha:2020-06-04 16:24:31 | Firmante

Tb7jxbS+0007MonK8ohc/Jje TKmvWcWWhmexfYRLiCwaejROmDqCtHHIRQIOxqy ThWBnbCbeH/puiKotI5QdXHAKxQzY{FIXa6S4plICyZsViajA6b/+rjjuGcWpSI146hZK/N2AS2Nv
kw5F6rwemN4elyvCl5Yn6uBDXgQbsXtereMNvY4ugqF3hQEC8kRuyyxJ21TBLjfsQqCjcIHIII30mKYLY|9ILLIJF+2fZ21mut9qTN3mFrmjG112FucT10zY4I32cWrP+dMTZ9Kja4P7si
vn2+eH3FzJuf3AMGDhgFuKuxBHpmIpFo/5xROUKLPdsmmSe2nAx9QZFaiglgamg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

tyGzjVv

https://efirma.uaem. mx/noRepud|o/4QPDtLdO7AJExIAT9vzh5TKULG4JsTPN

UA
EM

Una universidad de ¢

2017-2023



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/4QPDtLdO7AjExlAT9vzh5TKULG4jsTPN

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

DOCTORADO EN CIENCIAS NATURALES S Rt
DES DE CIENCIAS NATURALES

Cuernavaca, Morelos a 12 de mayo del 2020

COMITE DE REVISION DE TESIS

Dr. David Osvaldo Salinas Sanchez - Director
Dr. Guadalupe Pefia Chora - Codirector

Dr. Victor Manuel Hernandez Velazquez

Dr. Alexandre Toshirrico Cardoso Taketa

Dr. Manasés Gonzalez Cortazar

Dr. Alejandro Zamilpa Alvarez

Dra. Maria Luisa Teresa Villarreal Ortega

Tesis: Actividad afidicida de Dodonaea viscosa, Ricinus communis 'y Serjania
Schiedeana contra Melanaphis sacchari Zehntner (Hemiptera: Aphididae)

Alumno que lo presenta a revision: CESAR SOTELO LEYVA

Programa: DOCTORADO EN CIENCIAS NATURALES

VOTO
El documento ha sido revisado y redne los requisitos para editarse como TESIS por lo que es
APROBADO

ATENTAMENTE,

DR. ALEXANDRE TOSHIRRICO CARDOSO TAKETA



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

ALEXANDRE TOSHIRRICO CARDOSO TAKETA | Fecha:2020-06-04 20:02:48 | Firmante
EzcNrzuM9h/Iru7spWnhsy0k8VJ4DEtMaJEQ6kyd9yFPb2fhyi76HbvjUzgE1M3few/N/fz45YIF7B1g8m5T71fQ5//d60QaVgkWJj70LOd6hlovXUIZhd Tgr8dXk+D8P/WbQgKxDgGXb
AlkQgC44DCnc8CIKKNSFgQ+NFq2WESBtlyhKvNIMQN/ROtAVZ2HHRwyv32i/63nWKVSPbtrINIVcQ4vLM8brG18CKB3zDc9T2iLdIViOVzPWEY XdP1qlbM08SmgnCZxg2AWSo
BJobzId2PpENQOCR5L7J89rSf8F1V0zWV1VuzYEIi50jlIFjh6hIN8oLYkOOObXL28Wvw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

dWhQMZ

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/ZGeXghz0e032LffY2U6AYzwPFBRKOV89

Una universidad de excelencia



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/ZGeXgbz0e032LffY2U6AYzwPFBRKOV89

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

DOCTORADO EN CIENCIAS NATURALES S Rt
DES DE CIENCIAS NATURALES

Cuernavaca, Morelos a 12 de mayo del 2020

COMITE DE REVISION DE TESIS

Dr. David Osvaldo Salinas Sanchez - Director
Dr. Guadalupe Pefia Chora - Codirector

Dr. Victor Manuel Hernandez Velazquez

Dr. Alexandre Toshirrico Cardoso Taketa

Dr. Manasés Gonzalez Cortazar

Dr. Alejandro Zamilpa Alvarez

Dra. Maria Luisa Teresa Villarreal Ortega

Tesis: Actividad afidicida de Dodonaea viscosa, Ricinus communis 'y Serjania
Schiedeana contra Melanaphis sacchari Zehntner (Hemiptera: Aphididae)

Alumno que lo presenta a revision: CESAR SOTELO LEYVA

Programa: DOCTORADO EN CIENCIAS NATURALES

VOTO
El documento ha sido revisado y redne los requisitos para editarse como TESIS por lo que es
APROBADO

ATENTAMENTE,

DR. VICTOR MANUEL HERNANDEZ VELAZQUEZ



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

VICTOR MANUEL HERNANDEZ VELAZQUEZ | Fecha:2020-06-05 11:11:58 | Firmante
UFrTUHym7A6yoE10AU4A0jnTdYOsPsfKSmCUXulkWABNHzVt1VB9bUCZ+p01HzJj9SmepgAuBCX+I+dSy51hoo7OMEEdA8x8gB5th6816xAhUhGTirCbFRIC6hnoHE5/MUG2
PQMKG2A32NTI98j+0IrCH/U1gEUNHUChb9JV7kRjyXRqVIhfDHbBNODaWLDy6/7yZzspR+syxPubTvpAY DbhBjpSEHXH1/zB8Gmmpvy8onksFOGFgLDy4jlpzhwjyH+Sve+xpNXw
yCWsP5CsOOES5ezcPb+/sOkteQxYAGC7IvF9wke1wkDIw9b82kqilkQtqujGpxBLUPVPKgOhQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

CYWJrz

https://efirma.uaem. mx/noRepud|o/yH]7Kd2mOCAUmzpquky|203e0Tm0yP9

UA
EM

Una universidad de ncia 2017-2023



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/yHj7Kd2mOCAUmzpuwLkyi203e0Tm0yP9

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

DOCTORADO EN CIENCIAS NATURALES S Rt
DES DE CIENCIAS NATURALES

Cuernavaca, Morelos a 12 de mayo del 2020

COMITE DE REVISION DE TESIS

Dr. David Osvaldo Salinas Sanchez - Director
Dr. Guadalupe Pefia Chora - Codirector

Dr. Victor Manuel Hernandez Velazquez

Dr. Alexandre Toshirrico Cardoso Taketa

Dr. Manasés Gonzalez Cortazar

Dr. Alejandro Zamilpa Alvarez

Dra. Maria Luisa Teresa Villarreal Ortega

Tesis: Actividad afidicida de Dodonaea viscosa, Ricinus communis 'y Serjania
Schiedeana contra Melanaphis sacchari Zehntner (Hemiptera: Aphididae)

Alumno que lo presenta a revision: CESAR SOTELO LEYVA

Programa: DOCTORADO EN CIENCIAS NATURALES

VOTO
El documento ha sido revisado y redne los requisitos para editarse como TESIS por lo que es
APROBADO

ATENTAMENTE,

DR. ALEJANDRO ZAMILPA ALVAREZ



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el

27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

ALEJANDRO ZAMILPA ALVAREZ | Fecha:2020-06-05 08:35:24 | Firmante
fgRj3S6g+UKkWPMgBHBFmri6PX08eL Cj3jlEJ4rXwvD/SIV8kizNTpSd+pghSXRgVnrOhsr4/UGKmRvclVoQIUsklhoW1uxGhqVES5/tDZyDQSmw5Wvoljul7LX8iDIWVAekDgJY ZfUX
awdk9okJ6V2for83fT4ZRIPXzBPFNnCFvVPEONPY2bk5EiD6tcuAVBGXJUOBECT54TD/bXkvYhpVDf+DI7BMHDhi8szouaM1slt1QISKRK+Y61Uiy4Yc6w+ghotsb+ofjsSHUy8kWDAG9

3NwWA+REfpX5g9zYIu4qRDWh/YuzDcsePff9SSISWvZiIODXH8nmzwpYzVuoNy/BZFhCA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

4ANELdY

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/6S2G7sv19XNd8QUFQRcUUwI4XwIsRvoq

Una universidad de excelencia



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/6S2G7sv19XNd8QUFQRcUUwl4Xw9sRvoq

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

DOCTORADO EN CIENCIAS NATURALES S Rt
DES DE CIENCIAS NATURALES

Cuernavaca, Morelos a 12 de mayo del 2020

COMITE DE REVISION DE TESIS

Dr. David Osvaldo Salinas Sanchez - Director
Dr. Guadalupe Pefia Chora - Codirector

Dr. Victor Manuel Hernandez Velazquez

Dr. Alexandre Toshirrico Cardoso Taketa

Dr. Manasés Gonzalez Cortazar

Dr. Alejandro Zamilpa Alvarez

Dra. Maria Luisa Teresa Villarreal Ortega

Tesis: Actividad afidicida de Dodonaea viscosa, Ricinus communis 'y Serjania
Schiedeana contra Melanaphis sacchari Zehntner (Hemiptera: Aphididae)

Alumno que lo presenta a revision: CESAR SOTELO LEYVA

Programa: DOCTORADO EN CIENCIAS NATURALES

VOTO
El documento ha sido revisado y redne los requisitos para editarse como TESIS por lo que es
APROBADO

ATENTAMENTE,

DR. MANASES GONZALEZ CORTAZAR



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

MANASES GONZALEZ CORTAZAR | Fecha:2020-06-05 13:52:24 | Firmante

nNNN75ZuSL8RbJkfesSrSkBzlh4tSEGnrh8vD/a7FZ8npLQwY pU5SyXy3CDIxevMzbx4vrOKRk7HBmMIi5sbKKVJIhhYtSAMWLazrEc+Xvze8oGkISZgp58WTEvVhdJEvsasq62CIFKUS6R
GXiINCR1J6Qkgwd8EKWENMsiwlXwnvdLLsyMm8HtPUAq2IxyB1802HyLxfG86caulr9Y9g+ktZ0/bAC8GT/7xfYi2PIJhqVymWRQ327Wa3j6ZMi4a8ViSxTXIITmvGZNvG6JjepDz
9+GTXXCvlyZzQT/XnhEbNYuuWxrxfwtpz49nWO0Ob+B1YWugsAN7vxWYWZApEcXJISOdw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

bZ98yK

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/mzgbX5s7i575WB8EIOgNRHj5yVVnmpzb

UA
EM

Una universidad de ncia 2017-2023



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/mzgbX5s7i575WB8EiOqNRHj5yVVnmpzb

COMITE TUTORAL

DR. DAVID OSVALDO SALINAS SANCHEZ
Profesor Titular, Centro de Investigaciéon en Biodiversidad y Conservacion

(CIByC) Universidad Autonoma del Estado de Morelos, SNI NIVEL |

DR. GUADALUPE PENA CHORA
Profesor Titular, Centro de Investigaciones Biol6gicas (CIB) Universidad

Auténoma del Estado de Morelos, SNI NIVEL |

DRA. MARIA LUISA TERESA VILLARREAL ORTEGA
Profesor Titular, Centro de Investigacién en Biotecnologia (CEIB)

Universidad Auténoma del Estado de Morelos, SNI NIVEL 11l

DR. ALEXANDRE TOSHIRRICO CARDOSO TAKETA
Profesor Titular, Centro de Investigacién en Biotecnologia (CEIB)

Universidad Autonoma del Estado de Morelos, SNI NIVEL 1l

DR. VICTOR MANUEL HERNANDEZ VELAZQUEZ
Profesor Titular, Centro de Investigacion en Biotecnologia (CEIB)

Universidad Auténoma del Estado de Morelos, SNI NIVEL |



El Doctorado en Ciencias Naturales de la Universidad Auténoma del Estado
de Morelos pertenece al Padron de Posgrados de Excelencia del CONACYT y

cuenta con el apoyo del mismo Consejo.

El alumno del Doctorado en Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma
del Estado de Morelos, César Sotelo Leyva, recibié beca del Programa para el
Desarrollo Profesional Docente en Educacion Superior (PRODEP-511-6/17-
6413/UAGro-219) de Febrero de 2017 a Enero de 2020, tramite realizado por

conducto de la Universidad Auténoma de Guerrero.



El presente trabajo se llevé a cabo en:

(')
ke 7)
CIByC

CENTRO DE INVESTIGACION
EN BIODIVERSIDAD
Y CONSERVACION

Centro de
Investigacion
Biomédica
del Sur

Laboratorio de Fitoquimica y Productos
Naturales del Centro de Investigacion en
biodiversidad y Conservacion de la
Universidad Auténoma del Estado de Morelos

(CIByC-UAEM)

Centro de Investigacion Biomédica del Sur
del Instituto Mexicano del Seguro Social.
Departamento de Farmacologiay de

Fitoquimica. Xochitepec, Morelos



DEDICATORIA

A mi esposa Janet Tagle, por apoyarme incondicionalmente en realizar mis
estudios, desde siempre fuiste un gran apoyo en mi vida y puedo decir que eres lo

mas importante para mi y soy feliz por la familia que hemos formado. TE AMO.

A mis hijos lan y Mark fueron ustedes mi inspiracion para poder
superarme academicamente, los dejé muy pequefios y sufrieron mi ausencia,

pero todo valio la pena, los quiero mucho mis bebés.

A mis padres Francisco Sotelo y Edith Leyva quienes me formaron como una
persona de bien y apoyandome siempre para lograr todas mis metas. Los quiero

mucho.

A mis hermanos José Francisco y Mariana por ser parte importante en mi vida y

estar presente siempre en todos los momentos.



AGRADECIMIENTOS

A mi Director de tesis el Dr. David Osvaldo Salinas Sanchez le agradezco
enormemente por todo su apoyo para formarme como investigador, gracias Dr.

David lo considero un amigo.

A mi Co-director de tesis el Dr. Guadalupe Pefia Chora, gracias por su apoyo

y sus consejos que fueron importantes en mi formacion.

A mi amigo el Dr. Javier Saldafia Almazan Rector de la Universidad Autbnoma de
Guerrero, por autorizar mi beca para estudiar un doctorado de alta calidad, gracias

por tu apoyo y brindarme tu amistad.

A la Dra. Maria Luisa Villareal Ortega quien como coordinadora del
programa de Doctorado en Ciencias Naturales confi6 en mi para ingresar al
programa. Muchas gracias doctora me voy con la satisfaccion de que no le fallé. Y
por sus importantes consejos en mis seminarios, fueron muy significativos para su

servidor.

Al Dr. Alexander Cardoso Taketa gracias por su enorme ensefianza en el

mundo de los productos naturales y su amable atencion con mis dudas.

Al Dr. Victor Manuel Hernandez por sus consejos en estadistica en cada uno

de mis seminarios, quienes fueron sustanciales en mi tesis.



Al Dr. Alejandro Zamilpa por todo el tiempo académico que mi brindé, Dr. Zam

sabe que lo admiro y si me permite continuar colaborando con usted.

Al Dr. Manasés Gonzalez le aprendi mucho en el mundo de la quimica y le

agradezco enormemente su amistad, gracias Dr. Man.

Al M.C. Gabriel Flores Franco por apoyarme en la identificaciéon de las plantas

utilizadas en mi proyecto y por ser un amigo.

A la M.C. Adriana Trejo Loyo por sus importantes ensefianzas en el complejo

mundo de los afidos.

A mis comparieros Amigos estudiantes de doctorado, Edgar, Samuel, Jaime,

Orthon, Caleb, Erubiel y Héctor.

Al Centro de Investigacién en Biodiversidad y Conservacion por permitirme trabajar

en sus instalaciones y poder concluir mi investigacion.

Al Centro de Investigacién en Biotecnologia por permitirme ser parte de tan

distinguida institucion.

A mi centro de adscripcion la Facultad de Ciencias Quimico-Biolégicas de la

Universidad Autbnoma de Guerrero.



A la Universidad Autébnoma del Estado de Morelos por ser una noble institucion la

cual me ha permitido superarme académicamente.

Al Centro de Investigacién Biomédica del Sur, por recibirme y ser parte importante

en mi desarrollo académico.



CONTENIDO

RESUMEN ...ttt e e e et e e e e e bt e e e e e e na e eeees 1
INTRODUGCCION ...ttt ettt 3
ANTECEDENTES ... et e e e e 5
La familid POBCEAE ........oooviiiiiiiiiiie et e e e e e 5
Bl SOIg0 i 6
Clasificacion taxondmica del SOrgO ........coeevviiiiiiii e e 7
[ F= o F= TSR0 L= IR o [0 LU 8
Melanaphis sacchari, pulgdn de la cafia de azlcar...........ccccceeeeeeiiiiiiee e, 9
Clasificacion taxondmica de Melanaphis sacchari .........ccccccceevieiviiiiiiieeceeiieee e, 10
[ [0 1] 1= 0 F= T g 1 (=SSP TUPPRTR 10
Dafnos a 10S CUItIVOS A€ SOIQO ......uuieiiiiiiie e e e e 11
(@7o] 0] i fo] o [ ]11 1 oo TR PP 15
ENEemIgOS NALUIAIES ........ovuiii e e e 18
INSECHCIAAS DOLANICOS ......coiiiiiiiiiiiiti e s 18
LoS MetabolitoS SECUNUANTOS. ... ....oiiiiieeeiiiiieiiee et 19
La familia SapiNdacCEaE..........ccceuuuiiieeieeie e 20
Dodonaea viscosa Jacq. (SapiNdaCEaE) ..........uuuuuuiiiiiiieeeeeeeeeeeeiiiiii e 21
Clasificacion taxondmica de DOdONaea VISCOSA. .........uuuurrrrrrrrmrirriieeieeeieeeaeaaaaaenns 22
Ricinus communis L. (Euphorbiaceae)............coeeeiiiiiiiiiiiiiiiee e, 24
Clasificacion taxondmica RIiCINUS COMMUNIS ........ccooiuiiiiiiiiiiiiiiieeiiieeeeeeeeeeeeaeaeeans 25
Serjania schiedeana Schltdl (Sapindaceae)............ccceeveeeviiiiiiieeiiiice e, 28
Clasificacion taxondmica de Serjania schiedeana............ccccccoeveeviiiiiiieeeeciiineeen, 29
Fundamento de los bioensayos de contacto..............ceueeieeiiiiiiiie e, 31
Fundamento de los bioensayos en dieta artificial..............cccccveeiieieiiiiie e, 31
JUSTIFICACION ...ttt ettt ete e ete e e e anaeeteeereeeee e, 32

PREGUNTA DE INVESTIGACION .....cocoviiiieieiee et 33



HIP O T E SIS .o ettt 33

OBJETIVO GENERAL ..ottt e et e e eees 34
OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt aae s 34
MATERIALES Y REACTIVOS ...t 35
(C1=T [T - | TP PUPPPPPPPPPPPPRRTN 35
Identificacion taxondmica de Melanaphis sacchari.............cccccceeeeeeieiiiie e, 35

Establecimiento del pie de cria de M. sacchari en plantas de sorgo variedad

S P 37
Colecta de las especies VEgetalesS ........coocovvvviiiieieiecec e 37
IMETODOS ...ttt ettt ettt ettt e ettt e s e et r e et ene e an e e e ene s 38
Obtencion de extractos de las especies vegetales.............vveiiiiiieeeeeeiiiveeiiiinnnnns 38

Fraccionamiento quimico de extracto metanodlico de D. viscosa y aislamiento de

= 1] = P 38
Andlisis de Cromatografia de Alta Resolucién (HPLC)..........ccccoeeeeviiiiieiieceeinnnn. 39

Fraccionamiento quimico de extracto hexanico de Ricinus communis y

purificacion de acido miristico y ACIdO €SLEANICO. ..........uuuvvrrriiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeae e 40

Identificacion de proantocianidinas por HPLC en una fraccién acuosa de Serjania

SCRIEAEANAL. ...t e e e 41
Caracterizacion fitoquimica en D. viscosa y S. schiedeana ...........cccooeevvvvvvnnnnnnn. 42
Actividad afidicida en bioensayos de contacto ...........cccuvveiiiiiieiiiiieciiii e, 44
Actividad afidicida en bioensayos en dieta artificial ...............cccccceeiiieiiiiiiiineeeenns 45
S Lo [ ] (ot PP PPPUPPPPPPPPPPPRR 46
RESULTADOS Y DISCUSION......ccuiiiiieiteeeeeeecte ettt ete e sae e, 47
Rendimientos de |0S extractos vegetales ... a7
DOUONACA VISCOSA ...ttt ettt e e e e e e et et e bbb e e e e e e e e eeees 48
Actividad afidicida en bioensayos de CONtacCtO ............coeuuviiieeeieiiiieeeeiiiie e eeeans 48
Actividad afidicida de bioensayos en dieta artificial ..............cccvviiiiiiiiiiee, 49

Perfil fitoquimico cualitativo del extracto de metanol de Dodonaea viscosa. ....... 50



Evaluacién de fracciones del extracto metandlico de D. viscoSa........ccccveuveneene... 53

Obtencion e identificacion de rutina ............cooooiiiiiiiiiiiiieeeee e 54
Actividad afidicida de rutina en bioensayo en dieta artificial ....................ccooeeee. 56
RICINUS COMMIUNIS ..ottt e e e e e e e 57
Actividad afidicida en bioensayos de CONtACTO .........coovvieeeiiiiiiiiiiiiiii e 57
Actividad afidicida en bioensayos en dieta artificial ..............cccccoeeeeiiiiiiiiiieeeninnnnn. 70
Serjania SChIBUEANEA ........ccciiiiie e e e 72
Actividad afidicida en bioensayos de contacto ...........cccuvveiiiiiieiiiiieciiii e, 72
Actividad afidicida en bioensayos en dieta artificial...............cccccceeeiiiiiiiiiiineeneenns 74
CONGCLUSIONES ... et e e et e e e e e e eees 83
PER S PE CT IV AS . ettt et ea s 85

REFERENCIAS ... et e e e e 86



RESUMEN

El objetivo de este trabajo de investigacion fue la purificaciéon e identificacion de al
menos un compuesto con actividad afidicida de alguna de las tres especies
medicinales Dodonaea viscosa, Ricinus communis y Serjania schiedeana. Las
hojas de Dodonaea viscosa se extrajeron con metanol y al ser evaluada la actividad
afidicida contra Melanaphis sacchari mostré un efecto del 64% en un bioensayo en
dieta artificial (BDA) a 10,000 ppm en 72 h. Este extracto metandlico se separ6 por
cromatografia en columna abierta, de la cual se obtuvo una fraccion DvF3 con
contenido de flavonoides (de acuerdo a la CCF), que presentd una actividad
afidicida del 70% contra M. sacchari a 10,000 ppm en tres dias en el BDA. De DvF3
se aislé y caracterizé un flavonol conocido como rutina, este compuesto presenté
actividad afidicida del 68% a 10,000 ppm en 72 h.

Por otro lado, el extracto de n-hexano de hojas de Ricinus communis, exhibié un
efecto afidicida potente del 96% contra Melanaphis sacchari a 10,000 ppm, en 72 h
en un bioensayo de contacto (BC). El fraccionamiento del extracto de n-hexano de
hojas dio origen a una fraccién RcF3, que present6 un efecto afidicida del 90% a
10,000 ppm en 72 h, en un BC. Los principales compuestos de esta fraccion eran
los acidos miristico y estearico. La tercera especie en estudio es Serjania
schiedeana, que se extrajo sus tallos con metanol y una fraccion acuosa obtenida
de este extracto mostré una actividad afidicida importante en un BDA del 84% a
10,000 ppm a los tres dias. Un analisis por CCF y HPLC de esta fraccion revelo6 la
presencia de proantocianidinas como compuestos mayoritarios. El control positivo
imidacloprid utilizado en todos los bioensayos presenté un 100% de mortalidad a
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10,000 ppm a las 24 h. Estos resultados demuestran que las tres especies
vegetales en estudio, cuentan con un efecto afidicida importante y podriamos

sugerir sean consideradas en el control integrado de plagas.




INTRODUCCION

El pulgon de la cafia de azlcar Melanaphis sacchari Zehntner (Hemiptera:
Aphididae) es un insecto plaga originario de Africa. Actualmente, se encuentra
distribuido a nivel mundial, teniendo preferencia por el sorgo (Sorghum bicolor L.
Moench) (Harris-Shultz et al., 2017).

En 1970, M. sacchari ingreso a los Estados Unidos como una plaga de la cafa de
azucar (Schenck y Lehrer, 2000). En 2013 se encontraron brotes de este insecto en
cultivos de sorgo, lo que causd pérdidas econdmicas en América del Norte
(Armstrong et al.,, 2015). Alrededor de 20 estados de USA y los estados
productores de sorgo en México han sufrido dafios graves desde la aparicion de la
plaga en 2013 (Bowling et al., 2016, Harris-Shultz et al., 2017). De acuerdo con
Nibouche et al. (2018) el cambio de huésped de la cafia de azlcar al sorgo se
debié a la llegada de un nuevo biotipo de pulgdn especializado en sorgo. En
México, este ingresé en 2013, provocando pérdidas del 30 al 100% en la
produccion del sorgo (Huerta-Rodriguez et al., 2018). Melanaphis sacchari se
alimenta de la savia de la hoja y tallo del sorgo, siendo vector importante del virus
de la hoja amarilla de la cafia de azucar (sugarcane yellow leaf virus). Otro dafio
importante a la planta es la presencia de fumagina (Capnodium spp.) que interviene
en la eficacia de la fotosintesis (Perales-Rosas et al., 2017).

El control biolégico de plagas como depredadores y parasitoides es una alternativa
en estos casos. Sin embargo éstos no son tan eficaces cuando las poblaciones de
M. sacchari son abundantes (Singh et al., 2004). Los insecticidas neonicotinoides
generalmente se usan para el control de M. sacchari (Tejeda-Reyes et al., 2017). El

uso indiscriminado de insecticidas afecta negativamente la biodiversidad, como el
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colapso de colonias de abejas (Medrzycki et al., 2003). Tales efectos nocivos han
llevado a una creciente controversia sobre el uso de insecticidas (Ramos-Lopez et
al., 2014). Considerando estos problemas es importante buscar nuevas alternativas
para este control biolégico. Las plantas con potencial bioinsecticida son un
componente importante en el manejo integrado de plagas (Ansante et al., 2017).
Desde que las plantas aparecieron en la tierra, han desarrollado defensas quimicas
contra el ataque de insectos, denominados metabolitos secundarios. Se conocen
aproximadamente 20,000 y juegan un papel importante ante situaciones adversas,
como el consumo de herbivoros, ataque de microorganismos, la competencia de
nutrientes, el estrés abidtico, entre otros (Sepulveda-Jiménez, et al., 2004).

Dodonaea viscosa y Serjania schiedeana pertenecen a la familia Sapindaceae. Los
antecedentes bibliogréaficos reportan que D. viscosa presenta un efecto disuasorio
frente a Myzus persicae y Rhopalosiphum padi (Diaz et al., 2014). Asimismo, S.
schiedeana no tiene reportes previos de actividad insecticida, pero ha tenido
reportes de actividad farmacoldgica (Salinas-Sanchez et al., 2017). Por otra parte,
de R. communis se ha reportado su actividad biologica contra diversos insectos,
incluyendo a los afidos (Arya et al., 2015). De acuerdo a lo anterior, nuestro
objetivo principal fue aislar e identificar el o los compuestos mayoritarios

responsables de la actividad afidicida de tres especies vegetales.




ANTECEDENTES

La familia Poaceae

Esta familia esta constituida por plantas vasculares importantes, tanto en nidmero
de especies como por su relevancia econdmica y ecoldgica. A nivel mundial esta
familia ocupa el tercer lugar en cuanto a numero de géneros después de la
Asteraceae y la Orchidaceae, el quinto lugar por el nUmero de especies después de
las Asteraceae, las Orchidaceae, la Fabaceae y la Rubiaceae, pero ocupa el primer
lugar desde el punto de vista econémico. Muchas especies proporcionan alimento
de forma directa a los humanos como los cereales integrales, harinas para pan,
cerveza y azUcar, también son fuente importante de alimentacion del ganado como
la avena, centeno, sorgo y bambdu, en la fabricacion de papel por la presencia de
celulosa, asi como para la construccion de viviendas (Giraldo-Cafas, 2011). Se
estima que la familia Poaceae esta representada en el mundo por 651 géneros y
cerca de 10,000 especies (Ortiz et al., 2010).

En México, la familia Poaceae ocupa el tercer lugar en cuanto a numero de
especies de plantas superiores, existen 197 géneros y 1127 especies quienes
ocupan aproximadamente el 4.5% del total de la flora del pais. Estas representan
un grupo ampliamente adaptado a diferentes ambientes, como la tundra artica,
bosques templados y calidos humedos, zonas aridas y semi aridas y hasta habitats
acuaticos y marinos (Valdés Reyna y Davila, 1995). La extensa distribucién de
estas plantas se debe a la morfologia de sus semillas y que favorece su dispersion,
su alta reproductividad y su elevada resistencia a situaciones adversas como la

sequia (Aguado-Santacruz et al., 2004).
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Entre las especies importantes que se cultivan en nuestro pais estan: el maiz, trigo,
arroz, y sorgo. Aproximadamente 300 especies se comportan como maleza ya
sean nativas o introducidas (Ortiz et al., 2010). Particularmente en México, esta
familia se utiliza para la elaboraciéon de enseres domésticos y artesanias, en la
fabricacion de canastos, escobas y adornos, también como especies ornamentales
en los hogares (Herrera y Cortés, 2009).

El estado de Morelos cuenta con 226 especies y ocupa el lugar 20° en diversidad
de Poaceae nativas e introducidas y no cuenta con ninguna especie endémica,
mas bien los comparte con estados circundantes. En el estado existen &reas
naturales protegidas como la Reserva de la Biosfera Sierra de Huautla donde se
registraron 31 géneros y 66 especies de la familia Poaceae. En el corredor
biol6gico del Chichinautzin se encuentran aproximadamente 38 géneros y 75

especies de gramineas nativas (Sanchez-Ken y Cerros-Tlatilpa, 2016).

El sorgo

Una planta perteneciente a la familia Poaceae es el sorgo (Sorghum bicolor L.
Moench) (Fig.1), que es un cultivo muy antiguo e histéricamente uno de los
cereales de mayor importancia a nivel mundial. Existen muchas variedades y se
clasifican en cuatro grupos: de grano, forrajero, dulce y de alta biomasa. El sorgo
de grano se utiliza principalmente para alimento para humanos y animales
domésticos, el forrajero como alimento para ganado, el sorgo dulce para la
produccion de azlcar y jarabe y el de alta biomasa para la produccién de etanol
(Chuck-Hernandez et al., 2011).

El sorgo es originario de Africa, del que existen 20 especies, tiene la capacidad de

adaptarse en éareas aridas o semiaridas célidas, ademas es resistente a las
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inundaciones, mide aproximadamente de uno a tres metros. Es el quinto cereal
mas importante a nivel mundial y se cultiva en 99 paises (Bueno et al., 2009). El
sorgo pertenece a las plantas llamadas C4, debido a que forman compuestos de
cuatro carbonos, haciéndolas més eficaces en el uso del agua, CO:z y nutrientes;
podria decirse que esta planta cuenta con un futuro importante debido a la falta de
agua en el planeta y a los elevados indices de CO2 en el ambiente (Chuck-

Hernandez et al., 2011).

Clasificacién taxonémica del sorgo

Reino: Plantae
SubReino: Tracheobionta
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Commelinidae
Grupo: Glumiflora

Orden: Poales

i‘ ,}) W

Familia: Poaceae Vasohy (G &8* & &
vo de sorgo, Tenango,

Figura 1. Culti
Morelos, México

Subfamilia: Panicoideae
Tribu: Andropogonea
Género: Sorghum

Especie: S. bicolor

Entre el afio 2016-2017 el 73% de la produccion mundial de sorgo se concentré en
8 paises: Estados Unidos con el 18% del total; Nigeria y México con un 10% cada
uno, Sudan e India con un 9% del total mundial y con menores participaciones

Etiopia, Argentina y China. México ocupa el segundo lugar de produccion de sorgo
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a nivel mundial, con 6.5 millones de toneladas anuales durante este periodo (FINA,
2016). Se cultiva en todas las entidades federativas de la Republica Mexicana, el
estado de Tamaulipas es el primer productor con 3, 360,845.78 Ton; en Morelos se

obtuvieron 187, 566.32 Ton en 2014 (SAGARPA-SIAP, 2014).

Plagas del sorgo

Este cultivo es muy propenso al ataque de diversas plagas, se han reportado 150
especies de plagas de insectos, 100 de las cuales estan en Africa. El sorgo es un
cultivo muy llamativo para los insectos, ya que contiene azucar tanto en el follaje
como en el grano (Delgado-Ramirez et al., 2016). Una de ellas es el gusano
cogollero Spodoptera frugiperda J.E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae), siendo la
larva que ocasiona el mayor dafo, se alimenta desde el cogollo hasta llegar a las
hojas formando ventanillas. Otra plaga muy agresiva del sorgo es el gusano
soldado Spodoptera exigua Hubner (Lepidoptera: Noctuidae), que puede llegar a
desfoliar a toda la planta, se alimenta de las hojas inferiores y avanza hasta las
superiores y causa un dafio severo ya que se alimenta por las noches. El gusano
trozador Agrotis ipsilon Hufnagel (Lepiddptera: Noctuidae) es otra plaga que se
instala cerca de la base de la planta, su actividad es en la puesta del sol y en la
noche, trozando la base o tallo hasta mostrar un secamiento gradual. Las larvas del
gusano saltarin, Elasmopalpus lignosellus Zeller (Lepidoptera: Pyralidae), taladran
los tallos por debajo del nivel del suelo y barrenan hacia arriba, ocasionando la
muerte de la planta. La larva de la mosca enana o midge Contarinia sorghicola
Coquillett (Diptera: Cecidomyiidae), la larva se alimenta succionado la sabia de la
base del ovario, evitando su formacion, ademas, evita que se forme el grano

relacionandose con la esterilidad. La gallina ciega Phyllophaga spp. (Coleoptera:
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Scarabaeidae) es una plaga comun del maiz pero puede llegar a afectar también al
sorgo, se alimenta de las raices de la planta ocasionando su decaimiento
(SENASICA, 2015). En los cultivos de sorgo podemos encontrar también distintas
especies de afidos que son importantes vectores de virus como: Rhopalosiphum
maidis Fich (Hemiptera: Aphididae), Sipha Flava Forbes (Hemiptera: Aphididae),
Schizaphis graminum Rondani (Hemiptera: Aphididae), Rhopalosiphum padi
Linneus (Hemiptera: Aphididae) vy el pulgén de la cafia de azucar Melanaphis
sacchari Zehntner (Hemiptera: Aphididae) siendo este ultimo sujeto de estudio en

este trabajo de investigacion (Villanueva et al., 2014).

Melanaphis sacchari, pulgén de la cafia de azucar

Una plaga invasiva y de reciente ingreso a nuestro pais (2013) es el pulgén de la
cafia de azucar Melanaphis sacchari Zehntner (Hemiptera: Aphididae) (Fig. 2), que
afecta severamente a los cultivos de sorgo (Pefia-Martinez et al., 2016). Este
insecto es una plaga comun del sorgo y la cafia de azucar de muchas areas de
Africa, Asia, Australia y partes de América Central y América del Sur (Singh et al.,
2004). En Japon se han reportado dafios que ocasionaron pérdidas de las
cosechas y en Sudafrica existen reportes de pérdidas del 77% de las cosechas
debido a que no se realizaron los controles necesarios (SENASICA, 2014).
Melanaphis sacchari a nivel mundial ha sido reportado en dos familias botanicas:
Araceae con dos géneros y dos especies: Arum maculatum L. y Caladium bicolor
(Aiton) Vent. y la Poaceae con 23 geéneros, las cuales 18 de ellas se encuentran
presentes en México (Pefia-Martinez et al., 2015). En México, esta plaga fue
registrada por primera vez en 2013 en las ciudades del Norte de Tamaulipas,

donde afectd los cultivos de sorgo (Maya-Hernandez y Rodriguez del Bosque,
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2014). Morelos también sufrid severas afectaciones en sus cosechas, porque en la
comunidad de Xicatlacotla en el afio 2015 se reporté una pérdida de 450 a 500
hectareas de sorgo por este pulgon y debido a esto, alrededor de 250 productores

perdieron sus cosechas (Dominguez, 2015).

Clasificacion taxondémica de Melanaphis sacchari
Clase: Insecta
Orden: Hemiptera
Familia: Afididae
Geénero: Melanaphis
Especie: M. sacchari

(SENASICA, 2014)

Figura 2. Adulto 4ptero de Melanaphis sacchari

Hospedantes

Los principales hospedantes de este pulgdn son sorgo, avena, cafia de azucar,
trigo y cebada; también podemos encontrarlo en arroz, maiz y algunos pastos, el
cultivo hospedante primario con mayor superficie es sorgo, con 2, 203,639.4 ha; le
sigue avena con 946,797.72 ha y cafia de azUcar con 826,614.29 ha. El maiz,
considerado hospedante secundario, tiene una superficie de 8, 033,197.5 ha.

(SENASICA, 2014).




Dafos alos cultivos de sorgo

Los dafios dependen de la densidad de su poblacion y la duracién de la infestacion.
El sorgo puede ser invadido desde que emerge la plantula, y su principal dafio
ocurre en la produccion final del cultivo (Lopez-Gutiérrez et al., 2016). Melanaphis
sacchari succiona la savia de las hojas y provoca una coloracion marrén,
marchitamiento, disminucion del contenido de nitrégeno, fésforo, potasio, azlcares,
clorofila. EI grano baja el contenido proteico, minerales y grasas, lo que resulta en
el retraso del crecimiento y bajo rendimiento del cultivo. Ademas segrega
sustancias azucaradas que facilitan el crecimiento de fumagina (patologia de las
plantas producida por el desarrollo de un hongo sapréfito (Capnodium sp) sobre un
sustrato glucido presente en la superficie de los vegetales) (Figura 3B),
disminuyendo la calidad del producto y su rendimiento (SENASICA, 2014).
También puede transmitir el virus del mosaico de la cafia de azucar (SCMV)
(Figura 3A) el cual pertenece al grupo de los Potyvirus, puede infectar diversos
cultivos que incluyen la cafia de azucar, sorgo y maiz, causar mosaicos, clorosis y

enanismo (Chaves-Bedoya y Ortiz-Rojas, 2012).

Figura 3. A) Dafio viral por M. sacchari en la hoja de sorgo B) Presencia de

fumagina en la hoja de sorgo (Fotografia: César Sotelo, Tenango Morelos).
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Pefia-Martinez et al. (2016) consideran que es importante conocer las formas y los
ciclos de vida de los afidos, para determinar como una especie causa dafio a un
cultivo y asi supervisar y mejorar las medidas de control. El estatus taxonémico de
las diferentes especies del género Melanaphis tiene muchas inconsistencias, y de
acuerdo a la complejidad del género, se debe profundizar en su estudio taxonémico
y biologico. Para la identificacion de M. sacchari diversas investigaciones aun
muestran discrepancia en cuanto a la taxonomia de las especies involucradas;
Blackman et al. (1990) consideran a las especies como dos diferentes; para
Remaudiere y Remaudiéere, (1997) considera a las dos especies como sinénimos,
Halbert et al. (2000) mencionan la presencia de Melanaphis sp. de origen oriental,
respecto al ciclo de vida de este insecto la informacion con que se cuenta ain no
es clara y proviene de estudios orientales. Nibouche et al. (2014) realizaron un
estudio molecular de clones anholociclicos de M. sacchari provenientes de 15
paises y no encontraron evidencia molecular para determinar claramente entre las
dos especies. Blackman y Eastop (2015) indican que hasta el momento no se ha
encontrado formas sexuales en cafia de azlcar, por lo que el ciclo bioldgico
probablemente sea restringido a M. sorgui. Pefia-Martinez et al. (2015) tomando en
cuenta toda esta informacion sobre la controversia taxondmica de las especies
involucradas, han preferido mantener la identidad del organismo como “complejo”
Melanaphis sacchari/sorghi.

Actualmente ya existen estudios moleculares de secuenciacion del genoma de M.
sacchari. Para desarrollar marcadores de microsatélites, se generaron 8, 665,267
lecturas y 1,44 Gb de secuencias de nucledtidos y el 79,6% de las lecturas fueron

de M. sacchari. Un estudio, utilizando la reaccion de la cadena de la polimerasa
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(PCR) con 38 marcadores de microsatélites recientemente creados y 14
microsatélites publicados, indicé que las muestras de M. sacchari en sorgo eran
todas de un genotipo. Melanaphis sacchari en el sorgo al parecer se esta
extendiendo por todo Estados Unidos como un clon asexual (Harris-Shultz et al.,
2017).

También en México ya se cuenta con estudios moleculares. Salas-Marina et al.
(2017) identificaron en muestras de Chiapas al &fido como Melanaphis sacchari con
un 95% de similitud con la base de datos de GenBank. Esta identificacion
molecular da certeza de que el insecto reportado es M. sacchari. La secuenciacién
del marcador génico citocromo c¢ oxidasa | (COI) puede ser de gran ayuda para
disipar la confusion entre el complejo M. sacchari/sorgui (Remaudiere y
Remaudiere 1997, Blackman y Eastop 2015, Pefia-Martinez et al., 2016).

Estos insectos son pequefios, miden entre 1.1-2.0 mm, cuentan con una coloracion
gue varia de acuerdo a la planta que lo hospede (amarillo palido, amarillo-marron,
marrén oscuro, purpura o incluso rosado), tienen marcas en el dorso escleréticas
oscuras, pueden ser alados y apteros (Fig. 4), dependiendo las condiciones de
alimento y sequia. Las hembras dan origen a generaciones aladas, estas a su vez

vuelan e infestan a otros cultivos (SENASICA, 2014).




Figura 4. Ninfas y adultos apteros de Melanaphis sacchari (fotografia: César Sotelo,

Laboratorio Il, CIByC-UAEM).

Melanaphis sacchari presenta cuatro estadios ninfales, los cuales se desarrollan en
5.4 dias entre 20° a 25° C. Los apteros tienen un periodo de vida de casi 12 dias en
promedio y dan origen a 46 ninfas. La forma alada tiene una longevidad de 7.5 dias
en promedio y origina 10.6 ninfas, por lo que una planta puede ser atacada hasta
por 30,000 é&fidos. La temperatura es un factor que afecta la tasa de desarrollo de
M. sacchari, y el tiempo para llegar a la etapa adulta es relativamente muy corto, a
15°C tarda 10.9 dias, a 20°C 7.3 dias, a 25°C 5.2 dias y 30°C 3.5 dias. La
temperatura Optima para su reproduccion es entre 20° y 25°C. En condiciones de
cautiverio pueden desarrollarse de 51 a 61 generaciones en un afo. Los factores
climaticos tienen relacion con el crecimiento de la poblacién. Ademas la
temperatura favorece la dispersion, siendo que las temperaturas mayores de 35°C
pueden provocar altas mortalidades y la lluvia juega un papel importante en la

disminucién de las poblaciones (Singh et al., 2004).
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Control quimico

Algunos productos que se recomiendan para el control de los afidos son Pirimicarb
(en cultivos de maiz y trigo), Malathion (en arroz, avena, cebada, maiz, pastizales,
pastos, sorgo Yy trigo), Imidacloprid (en cafia de azlcar, cebada, cartamo, maiz,
sorgo y trigo) y Thiametoxam (en maiz, y trigo), se recomienda aplicar en el estrato
de la planta donde haya mayor poblacién y areas criticas (SENASICA, 2014). Los
neonicotinoides son potentes insecticidas sistémicos para la proteccion de los
cultivos contra las plagas, sus nombres comunes son: Acetamiprid, clotianidina,
dinotefuran, imidacloprid, nitenpiram, tiacloprid. Estos son estructuralmente
distintos a los demas pesticidas quimicos sintéticos y son selectivos, por lo que
cada vez mas se estan remplazando a los organofosforados y carbamatos en el
control de insectos chupadores (Tomizawa y Casida, 2005).

El uso prolongado de las diferentes sustancias quimicas nocivas utilizadas en los
cultivos dafia principalmente a los trabajadores que estan expuestos en la primera
linea del contacto, por lo que debemos recordar que las personas que estan
alrededor del cultivo también sufren graves dafos a su salud (Muller et al., 2005).
La aplicacion de plaguicidas ha contribuido a la perdida extensiva de la
biodiversidad en muchas partes del mundo. El uso de insecticidas quimicos
sintéticos esta asociado con el dafio ambiental, cuyo objetivo especifico es reducir
plagas y por consecuencia su uso afecta a organismos que no son su objetivo, por
ejemplo recicladores de nutrientes del suelo, polinizadores de plantas y
depredadores de plagas (Devine et al., 2008). También pueden contaminar el aire,
el agua, la biota, sedimentos y suelos, y finalmente incorporarse a la cadena

alimenticia. El uso de los pesticidas ha producido dafios a los ecosistemas como la
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resistencia de plagas hacia los productos y se forma dependencia hacia ellos
(Escobar-Castillejos et al., 2011).

Al estudiar a los plaguicidas, es importante reconocer dos caracteristicas: muchos
de ellos son persistentes, quiere decir que no se descomponen en otras partes
constitutivas, sino que permanecen intactos durante periodos prolongados y
facilmente accesibles para el cuerpo humano. Investigaciones toxicolégicas han
demostrado una serie infinita de problemas en la salud como cambios moleculares,
celulares, en los tejidos y 6érganos. Como consecuencia de ellos, la exposicion de
agroquimicos causa problemas reproductivos, endocrinos, en el sistema inmune,
cancer (leucemia, cerebro, rifion, préstata, higado, pulmoén y piel); las mujeres
embarazadas o previo al embarazo y que tienen una exposicion frecuente con
pesticidas presentan altas probabilidades de padecer algun tipo de alteracion en el
feto (Gilden et al., 2009).

Peres et al. (2007) documentan que la exposicion de pesticidas en el humano
provoca alteraciones en el sistema nervioso, se acumulan en células adiposas y
persisten por mas de 30 afos en el organismo del individuo. Existe una relacion
entre la exposicién de pesticidas y el desarrollo a ciertos tipos de cancer, tales
como el de pulmédn, de térax, de estdbmago, pancreético y de prostata.

Los contaminantes ambientales contribuyen a la infertilidad tanto en el hombre
como en la mujer. Los vendedores, consumidores y agricultores estan mas
expuestos a sus efectos negativos, por lo cual estas ocupaciones tienen un impacto
adverso en la reproduccion humana. Estudios indican que la calidad del semen en
el humano ha disminuido a través del tiempo, siendo asociado con la exposicion

laboral a los plaguicidas. Los pesticidas organofosforados ingresan al organismo
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por via cutanea, respiratoria o digestiva, siendo la cutanea la forma mas frecuente
de intoxicacion (Yucra et al., 2008).

En México, no se les ha dado la importancia debida a los problemas ocasionados
por los plaguicidas, debido a que no existen datos suficientes y confiables. El
gobierno no lo considera como un problema prioritario, no se le asigna presupuesto
para el control, ni existen politicas publicas al respecto y los investigadores no
cuentan con recursos para dedicar tiempo a realizar investigaciones para este
problema (Albert, 2005). En si, se cuenta con distintas estrategias para el control
de las plagas en los cultivos agricolas como los enemigos naturales, entre ellos
estan los insectos depredadores que se alimentan de los afidos. Estos pueden ser
categorizados como predadores o parasitoides y generalistas o especialistas. Los
depredadores matan a su presa de forma inmediata, muchos de ellos son
generalistas, esto significa que comen especies diferentes, los insectos
depredadores mantienen poblaciones pobres de é&fidos lo que puede ayudar a
reducir la aplicacion de controles quimicos. Algunos depredadores son
Ceraeochrysa spp. y Chrysoperla spp. (Neuroptera: Chrysopidae) y especies de
sirfidos (Diptera: Syrphidae), Hippodamia convergens (Coleoptera: Coccinellidae).
Los parasitoides del géenero Aphidius (Hymenoptera: Braconidae) y Aphelinus
(Hymenoptera: Braconidae) depositan sus huevos dentro de sus presas
provocando la muerte, siendo que la mayoria de ellos son especialistas (Patterson
y Ramirez, 2016). El uso de hongos entomatdgenos representa otra alternativa
dentro de las estrategias contra los pulgones, de los mas importantes estan los
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., Lecanicillium lecanii (Zimm.) Gams & Zare y

Paecilomyces fumosoroseus (Wize) Brown & Smith. (Hernandez-Torres, 2006).
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Enemigos naturales

Se han reportado mas de 47 especies de enemigos naturales de M. sacchari en
todo el mundo, aunque éstos no evitan en su totalidad la acumulacién de afidos en
los cultivos. Los enemigos naturales tienen un papel muy importante ya que ellos
mantienen las poblaciones bajas de estos insectos. Diferentes paises han
reportado enemigos naturales de M. sacchari; Hall (1987) encontré que el hongo
Verticillium lecanii (Zimm.) es un importante agente de control bioldgico en los
EE.UU. También se han reportado parasitoides, Zimmerman (1948) indica que
Aphelinus maidis parasita a los afidos en Hawaii; similarmente Gilstrap (1980)

reporta a Enrischia comperei Ashm como un parasitoide del pulgén amarillo.

Insecticidas botanicos

Ante tal panorama, es necesario buscar otras alternativas que permitan
contrarrestar los efectos negativos de los plaguicidas quimicos sintéticos, como la
utilizacién de insecticidas botanicos que sean capaces de combatir plagas y a la
vez amigables con el medio ambiente y la salud de los seres vivos. Las plantas han
servido desde hace mucho tiempo como alimento, medicina, vivienda y vestido
(Celis et al., 2008). Durante siglos la humanidad ha dependido de las plantas como
fuente alimenticia y refugio, ademas que contienen una gran variedad de
metabolitos secundarios que se utiizan como productos farmacéuticos,
agroquimicos, sabores y fragancias, aditivos para alimentos y bioplaguicidas

(Ramachandra y Ravishankar, 2002).




Los metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular, que ademas
de tener importancia ecoldgica también participan en los procesos de adaptacion
de la planta en su ambiente, como la simbiosis con otros organismos, la atraccion
de polinizadores y dispersores de semillas. Estos son inducidos cuando la planta
estd expuesta a condiciones adversas, tales como: el consumo de herbivoros, el
ataque de microorganismos y competencia por el espacio con otras especies,
existen aproximadamente existen 20,000 estructuras de metabolitos secundarios, y
se clasifican segun su estructura quimica en dos grupos principales: nitrogenados y

no nitrogenados (Sepulveda-Jiménez et al., 2003).

Estudiar los compuestos que estan presentes en las plantas ofrece una alternativa
para descubrir nuevos y eficientes insecticidas para controlar las plagas. Estos
pueden ser tolerados por los cultivos y no causar dafio al consumidor. Muchos de
estos compuestos con capacidad insecticida juegan un papel importante en los
mecanismos de defensa de las plantas, derivado del el metabolismo primario de las
plantas se pueden se sintetizan compuestos secundarios quienes tienen diferentes
funciones bioldgicas. Las mayores concentraciones de metabolitos secundarios se
pueden encontrar en hojas, raices, flores, frutos y semillas. Los metabolitos
secundarios de las plantas pueden afectar el desarrollo normal de los insectos
como: reguladores del crecimiento, inhibidores de la alimentacién y repelentes
(Vazquez-Luna et al., 2007).

Los flavonoides son un grupo muy amplio de compuestos polifendlicos, que se

encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal en forma de glicésidos y
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también pueden ser utilizados como insecticidas vegetales. Son pigmentos
naturales presentes en los vegetales y tienen una funcion de atrayentes de
animales para la ovoposicion, como agentes protectores contra Rayos UV y contra
las infecciones de organismos fitopatégenos (Cartaya y Reynaldo, 2001).

Los fenoles actian como antialimentarios por el sabor amargo; los terpenos
provocan repelencia, inapetencia y evitan la ovoposicion; los alcaloides confieren
una gran variedad de efectos toxicos; los compuestos azufrados tienen acciéon
insecticida y nematicida entre otros. Estos productos pueden manifestarse de
diversas maneras incluyendo la toxicidad, la mortalidad, inhibicion del crecimiento,
la supresion de comportamiento reproductivo, reducen la fertilidad y la fecundidad.
Estos productos naturales son efectivos contra las plagas agricolas,
biodegradables, menos costosos y mas seguros que sus equivalentes sintéticos, su
importancia reside en mitigar la contaminacion ambiental que producen los
plaguicidas quimicos sintéticos. El uso de bioplaguicidas estimula la modernizacion
de la agricultura y sin duda en un futuro reemplazara la utilizacién de estos

productos dafinos de la produccion agricola (Nava-Pérez et al., 2012).

La familia Sapindaceae

Dodonaea viscosa y Serjania schiedeana forman parte de ésta familia. Las
sapindaceas son de distribucién tropical y subtropical y estan formada por 150
géneros y contienen cerca de 2,000 especies algunas son lefiosas y otras forman
lianas, usualmente de forma arbérea o grandes arbustos (Laguna y Sénchez,

2009).




Dodonaea viscosa Jacq. (Sapindaceae)

Dodonaea viscosa (Fig. 5) es un arbusto lefioso resistente y flexible que crece en la
mayor parte de México y en diversos tipos de suelos. Se puede observar en zonas
tropicales, subtropicales y climas templados. Esta planta puede ser encontrada en
cauces, barrancas, rios, pastizales deteriorados, espacios de pastoreo, cultivos
abandonados, espacios rurales y zonas erosionadas (Ramirez-Davila et al., 2008).
Dodonaea viscosa es de origen australiano, pero se encuentra ampliamente
distribuida en Africa, México, Nueva Zelanda, América del Sur y otros lugares. Esta
planta tiene muchas propiedades medicinales y en diferentes paises se ha utilizado
para tratar el dolor de garganta, resfriados, fiebre, malaria, reumas,
antiespasmadico, analgésico, dolores de muelas y de cabeza, esguinces,
guemaduras, Ulceras, diarrea y estrefiimiento, ya sea por via oral o cutdnea. Estas
propiedades son debido a la presencia de distintos compuestos quimicos como los
di y triterpenos, saponinas, flavonoides, y una mezcla compleja de otros

compuestos fendlicos (Sandhya et al., 2009, Pengelly, 2008).




Clasificacion taxonémica de Dodonaea viscosa

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Dicotiledénea/Magnoliopsida
Orden: Sapindales

Familia: Sapindaceae

Género: Dodonaea

Especie: viscosa

Nombre Cientifico: Dodonaea viscosa (L.)

Jacq.
(Lawal y Yunusa, 2013)

Figura 5. Dodonaea viscosa

Estudios previos indican que D. viscosa contiene metabolitos secundarios del tipo
flavonoide y terpenoide. Hsti y Chen (1971) aislaron de las hojas de D. viscosa un
diterpeno llamado acido hautriwaico (1). Sachdev y Kulshreshtha (1983) reportaron
la presencia de un flavonoide el cual tiene una cadena isoprenoide (2), purificado
de una fraccion de cloroformo del extracto alcohdlico de D. viscosa. Ademas se
aislaron seis flavonoides conocidos 5-hidroxi-3,6,7,4’-tetrametoxi-flavona (3),
santina (4), penduletina (5), 5,7,4’-trihidroxi-3,6-dimetoxiflavona (6), 5,7,4’-trihidroxi-
3’(3-hidroximetilbutil)-3,6- dimetoxiflavona aliarina (7) y 5,7-dihidroxiflavanona

(pinocembrina) (8).

%? 22




CO,H OH

1

R3
OR*
R20 o)
MeO OMe
OR! o)
CH,OH

(2) R*=Me, R3= %4 , R1=R?=H

Me
(3) R?=R*=Me, R'=R3=H
(4) R*=Me, R'=R?=R3=H
(5) R?= Me, R'=R3=R*=H
(6) R'= R?=R3=R*=H

CH,OH

(7) R®=Me, R®= c< R'=R?=H

Me

23




OH O

®

Ricinus communis L. (Euphorbiaceae)

Una planta de gran interés es Ricinus communis L. (Euphorbiaceae) llamada
cominmente higuerilla (Fig. 6), es originaria de Africa, aunque algunos autores
sugieren que puede proceder de India o China. Worbs et al. (2011) mencionan
gue la planta fue utilizada en el antiguo Egipto, por los romanos y los griegos.
Actualmente se encuentra ampliamente distribuida y adaptada a nivel mundial y
cuenta con muchos usos, como industriales, ornamentales y medicinales. Se ha
utilizado por muchos afios para el tratamiento de la inflamacion, trastornos del

higado, hipoglucemia, como laxante entre otros (Rana et al., 2012).




Clasificacion taxondmica Ricinus communis

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malpighiales
Familia: Euphorbiaceae
Género: Ricinus
Especie: R. communis
(Cronquist, 1981)

Figura 6. Ricinus communis

Esta planta crece en areas tropicales y subtropicales es de rapido desarrollo y
hasta puede llegar a forma arboles de hasta seis metros o0 mas de altura, se cultiva
para la produccién de aceite en diversas partes del mundo, sus hojas son de color
verde o rojizo de entre 30-60 cm de diametro, contienen Iébulos con segmentos
dentados, los tallos son de coloracion variada, las flores son monoicas y miden
aproximadamente entre 30-60 cm, la fruta es una capsula espinosa de tres celdas,
las semillas son diferentes en tamafio y color, son ovaladas y miden de entre 8-18

mm de largo y 4-12 mm de ancho (Fig. 7) (Jena y Kumar, 2012).
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Figura 7. Frutos, hojas y semillas de Ricinus communis (Jena y Kumar, 2012).

Diversos estudios de esta especie vegetal han demostrado la actividad
antidiabética, antimicrobiana, antifungica, insecticida, analgésica, repelente,
antioxidante, antiinflamatoria, antitumoral, lipolitica, antiulcerosa, antiasmatica,
cicatrizador de heridas, hepatoprotectora, antiestaminica, larvicida y regeneradora
de huesos (Rana et al., 2012, Otianao y Roldan, 2014, Jena y Kumar, 2012).

El aceite de ricino es extraido de la semilla de la planta y se utiliza de forma
tradicional y como hierbas para medicina, la semilla se utiliza como fertilizante
después de haber eliminado la toxina e incorporarlo como alimento para animales,
el uso principal del aceite de ricino es como purgante y laxante ya que actia
irritando la mucosa del intestino delgado provocando una estimulacion del
peristaltismo intestinal en contacto con la lipasa pancreética, el acido ricinoleico se
libera de sus glicéridos y disuelve los constituyentes lipidicos de la membrana
intestinal, produciéndose un incremento del peristaltismo que tiene como resultado
una abundante evacuacion de heces liquidas, ademds es como lubricante,
combustible, cosmético, de esta planta se fabrican jabones, tinta de imprenta,
plasticos, fibras, liquido de frenos, barnices; en la India lo utilizan para alimentar a

los gusanos de seda (Jena y Kumar, 2012).
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Ricinus communis ha generado numerosas investigaciones relacionadas con su
actividad biolégica tanto de extractos como de compuestos aislados. Estudios
fitoquimicos han demostrado que cuenta con una diversidad de compuestos, se
han aislados 83 productos naturales de diversas partes de la planta, las cuales
incluyen: alcaloides, terpenoides, flavonoides, derivados del acido benzoico,
cumarinas, tocofenoles y acidos grasos (Ribeiro et al., 2016).

Estudios previos indican que R. communis contiene metabolitos secundarios del
tipo alcaloide. EI-Naggar et al., (2018) aislaron de las hojas de R. communis al
principal alcaloide llamado ricinina (9). También se han identificado acidos grasos.
Sturtevant et al., (2019) identificaron al &cido ricinoleico como el principal acido
graso de las semillas de R. communis (10). Sing et al., (2009) aislaron de las partes

aéreas de R. communis a un flavonoide denominado quercetina (11).
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Serjania schiedeana Schltdl (Sapindaceae)

Serjania schiedeana Schltdl conocida como “Bejuco de tres costillas”, suele
utilizarse por los pobladores de la REBIOSH para el ardor de los pies, disminuir el
dolor de cintura y espalda, curar heridas y golpes, asi como para la inflamacion de
los rifiones (Maldonado, 1997; Maldonado et al., 2004). Reportes de plantas del
género Serjania son utilizadas en la medicina tradicional Mexicana para el

tratamiento de diversos padecimientos, La especie Serjania racemosa Schum




conocida popularmente como “vara de tres costillas”, se recomienda en forma de
infusion para purificar la sangre y desinflamar los rifiones (Monroy y Castillo, 2007).
Serjania schiedeana (Fig. 8) es una especie vegetal que se caracteriza por sus
tallos obtusamente triquetros, densamente tomentosos con tricomas amarillentos a
blanquecinos y sus hojas 5-folioladas, similar a S. triquetra, también presente en la
REBIOSH, pero ésta con 9 foliolos. Sus flores miden alrededor de 5-6 mm de largo
y estan dispuestas en tirsos axilares o terminales, con cinco sépalos y cuatro
pétalos. Fruto de alrededor de 2-3 cm de largo, densamente pubescente. Esta
especie se distribuye en Morelos principalmente en selva baja caducifolia (Miranda

y Hernandez 1963).

Clasificacién taxonémica de Serjania schiedeana
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Sapindales
Familia: Sapindaceae

Género: Serjania

Especie: S. schiedeana

Figura 8. Serjania schiedeana




En la literatura reciente no se ha reportado el efecto insecticida de Serjania
schiedeana, pero si cuenta con reportes del efecto anti-inflamatorio y anti-artritico
de una fraccion que contiene una proantocianidina (12) aislada de una fraccién de
acetato de etilo como compuesto mayoritario, obtenida de esta especie vegetal

(Salinas-Sanchez et al., 2017).
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Fundamento de los bioensayos de contacto

Las pruebas de contacto son muy utilizadas en la mayoria de las investigaciones,
se basa en asperjar directamente sobre el cuerpo del insecto soluciones en
diferentes concentraciones, utilizando diferentes medios como aerdografos,
atomizadores o aplicando directamente con micropipetas, los bioensayos in vitro
suelen montarse sobre cajas de Petri, colocando secciones de hojas de la especie
vegetal en estudio que les servird de alimento al afido, generalmente, se colocan
discos de papel filtro impregnados con agua para evitar que la hoja se seque (Arya

et al., 2014, Ateyyat y Abu-Darwish, 2009, Pavela et al., 2009).

Fundamento de los bioensayos en dieta artificial

Para esta prueba se utiliza una dieta que contiene 30% de sacarosa y agua
embotellada, se complementd con 4.4 mL por L de formalina al 10% y 7.3 mL por L
de 15% de cloruro de colina para prevenir el crecimiento de hongos y bacterias en
la dieta (Toledo-Hernandez et al., 2018). La camara de alimentacion utilizada en
este estudio fue la misma reportada por Torres-Quintero et al., (2013) y se disefié a
partir de dos copas de plastico desechables translicidas de 40 mm de diametro x

20 mm de alto.




JUSTIFICACION

El sorgo representa una fuente importante de alimentacién para el ganado, es
resistente a la sequia y proporciona casi los mismos nutrientes que el maiz, sin
embargo las plagas son un peligro constante para este cultivo, en especial el
pulgén de la cafia de azlcar quien ha provocado dafios importantes y ha causado
severas afectaciones en los cultivos de sorgo en Estados Unidos y México, desde
su aparicion en el afio 2013. La opcion mas eficaz para el control de este éafido, es
la aplicacion de insecticidas quimicos sintéticos como el imidacloprid, pero estos
productos son cada vez mas cuestionados por los efectos adversos en la salud de
los humanos, como: dafos en el sistema nervioso, desarrollo de ciertos tipos de
cancer, infertilidad, entre otros padecimientos. Ademas, se ha comprobado que
estos productos quimicos, también causan dafios ambientales como la
contaminacion de rios, suelo y aire, afectando a organismos benéficos, como
depredadores, parasitoides y polinizadores. No obstante, los pesticidas quimicos
han jugado un rol importante en el control de los insectos plaga, beneficiando el
incremento de la produccién agricola. El uso de insecticidas botanicos, representa
una opcion ante la aplicacion frecuente de insecticidas toxicos de origen sintético,
los metabolitos secundarios aislados de las plantas son importantes en el combate
contra las plagas, son biodegradables y a la vez amigables con el medio ambiente
y la salud de los seres vivos, causando efectos minimos en la fauna benéfica. Por
tal motivo, es necesario la busqueda de compuestos naturales que sean amigables
con el medio ambiente derivados de D. viscosa, R. communis y S. schiedeana que

cuenten con actividad afidicida contra el pulgén de la cafia de azucar (M. sacchari),




y en un futuro estas sustancias puedan ser consideradas como una opcion en el

manejo agroecoldgico de plagas.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Los extractos y/o compuestos de Dodonaea viscosa, Ricinus communis y
Serjania schiedeana tendran actividad afidicida frente a Melanaphis sacchari in

vitro?

HIPOTESIS

Debido a que plantas de la familia Sapindaceae han presentado propiedades
insecticidas, Dodonaea viscosa Yy Serjania schiedeana, poseen metabolitos
secundarios que aislados o en conjunto tienen un efecto afidicida frente a

Melanaphis sacchari en modelos in vitro.

Ricinus communis es una especie vegetal que cuenta con diversos efectos
biolégicos, incluido el insecticida, por lo cual productos naturales aislados o en
grupo actuan favorablemente como afidicida contra Melanaphis sacchari en

modelos in vitro.




OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto afidicida de Dodonaea viscosa, Ricinus communis y Serjania
schiedeana a nivel de extracto, fracciones y un compuesto aislado frente a

Melanaphis sacchari en modelos in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el efecto afidicida de extractos y fracciones de Dodonaea viscosa,
Ricinus communis y Serjania schiedeana utilizando el modelo de contacto in
vitro contra Melanaphis sacchari.

e Evaluar el efecto afidicida de extractos y fracciones de Dodonaea viscosa,
Ricinus communis y Serjania schiedeana utilizando el modelo en dieta
artificial in vitro contra Melanaphis sacchari.

e Realizar un fraccionamiento quimico-biodirigido del extracto que presente
mayor efecto afidicida.

e Elucidar estructuralmente el compuesto con actividad afidicida de alguna de
las tres especies en estudio, utilizando técnicas espectroscopicas y

espectrométricas.




MATERIALES Y REACTIVOS

General

Los disolventes n-hexano, acetona y metanol fueron adquiridos de Mallinckrodt
Baker (Phillipsburg, NY, USA). Los extractos organicos integros asi como sus
fracciones fueron separados y analizados mediante la aplicacion de métodos
cromatograficos tradicionales como la cromatografia en columna (CC) y la
cromatografia en capa fina (CCF) analitica. El gel de silice 60, el gel de silice de
fase reversa (RP-18, 40-63 um), y las placas cromatograficas se adquirieron de
Merck KGaA (Darmstadt, Germany). Los reveladores utilizados fueron sulfato
cérico amoniacal al 1% en H2SO4 2N, 2 amino etil difenil borinato (prueba para
deteccion de flavonoides) y 4-hidroxibenzaldehido (prueba para deteccién de

terpenos).

Identificacién taxondmica de Melanaphis sacchari

Para confirmar que los pulgones seleccionados de cultivos de sorgo en la
comunidad de Tenango Morelos, correspondian a Melanaphis sacchari, se
realizaron preparaciones permanentes de éstos y se identificaron con la ayuda de
la M. en C. Adriana G. Trejo Loyo del Centro de Investigaciones Biolégicas (CIB-
UAEM) mediante las claves taxondmicas de Blackman y Eastop, (1984) (Fig. 9).
Posteriormente, para su confirmacion, los pulgones fueron fotografiados con

microscopio electronico de barrido en el CEPROBI-IPN (Fig. 10).




Figura 9. Preparaciones de adulto &pteros y alados de Melanaphis sacchari a)
tubérculos de las antenas poco desarrollados, b) sifanculos cortos, c¢) cauda mas
grande que los sifunculos, d) machas intersegmentales distribuidas aleatoriamente

en el abdomen, e) machas segméntales en las alas.

Figura 10. Microscopia electronica de barrido de Melanaphis sacchari a) cuerpo

completo b) cauda c) tubérculo de la antena, d) antenas e) sifunculos.




Establecimiento del pie de cria de M. sacchari en plantas de sorgo variedad
M550.

Los insectos se colectaron en cultivos de sorgo en la localidad de Tenango,
Morelos. Hojas infestadas con pulgones fueron cortadas y colectadas en cajas de
plastico de 30 x 30 cm cubierta con una malla de nailon para su transportacion.
Estos pulgones se colocaron en plantas de sorgo variedad M550 desarrolladas
previamente en macetas de plastico en el invernadero del CIByC-UAEM, que
sirvieron de alimento a los pulgones. Temperaturas entre 24-27°C dentro del
invernadero en combinacion con la eliminacion de sus enemigos naturales
(depredadores y parasitoides) permitié que el establecimiento del pie de cria de M.

sacchari se lograra satisfactoriamente.

Colecta de las especies vegetales

Las especies vegetales D. viscosa y R. communis se colectaron en la comunidad
de San Isidro, Yautepec, Morelos, y se identificaron con nimero de registro 34892
y 34874, respectivamente. Serjania schiedeana se colecté en la Reserva de la
Biosfera de Huautla Morelos numero de registro 23690. La identificacion
taxondmica fue llevada a cabo por el MC. Gabriel Flores Franco, curador del

herbario HUMO-CIByC-UAEM.




METODOS

Obtencidn de extractos de las especies vegetales.

El material vegetal se secé a la sombra a temperatura ambiente, de D. viscosa
(hojas) y de R. communis (semillas, hoja, fruto y raiz). El material seco y molido, se
maceraron con tres disolventes de polaridad ascendente: n-hexano, acetona y
metanol. La extraccion se realiz6 durante tres dias por triplicado (por cada kg de
planta seca se utilizaran 5 L de disolvente). El disolvente se elimind totalmente con
un rotaevaporador (Buchi 205, Flawil, Switzerland) a 45°C y a presion reducida. Los

tres extractos se liofilizaron y se dejaron en refrigeracién para su posterior uso.

Para obtener los extractos de tallos de S. schiedeana el material se sec6 a la
sombra a temperatura ambiente durante un mes, luego los tallos se molieron con
un molino (Molinos Pulvex SA de CV, México). EI material vegetal seco y
pulverizado se colocé con 2.5 mL de metanol por cada 500 g de material vegetal en
un matraz Erlenmeyer. La extraccion se realiz6 por triplicado por tres dias, se filtré
y el disolvente se destilé a presion reducida con un evaporador rotatorio. El extracto
metandlico se fracciond mediante un proceso de particion usando agua y acetato
de etilo (1:1). Obteniendo una fraccion acuosa y una de acetato de etilo. Las dos
fracciones se secaron al vacio y se almacend en un matraz Erlenmeyer de 250 ml y

se congeld a -20 °C hasta su uso en los bioensayos.

Fraccionamiento quimico de extracto metandlico de D. viscosa y aislamiento
de la rutina.
El extracto metandlico de D. viscosa (7 g) fue fraccionado en una columna de vidrio

previamente empacada con 60 g de silica gel 60, 70-230 mesh, (Merck KGaA
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Darmstadt, Germany). Se utilizé un gradiente de diclorometano/metanol como fase
mévil con incrementos de polaridad del 5%. Este proceso fue monitoreado por
cromatografia en capa fina (CCF), para decidir el agrupamiento de las fracciones
en funcion de su contenido quimico  (DvF1-DvF4). La fraccion mas activa (DvF3,
1.2 g) de D. viscosa se someti®6 a un fraccionamiento cromatogréfico en una
columna de fase reversa con silica gel (10 g, RP-18, 40-63 pm, Merck) con
agua/acetonitrilo como fase moévil (muestras de 10 mL). Obteniendo 5 sub-
fracciones (DvF3Al1-5). La fraccion DvF3A-4, contenia una sustancia amarilla-
verdosa como compuesto mayoritario, la cual produce una coloracién amarilla en
cromatografia en capa fina al ser tratada con reactivo NP-PEG (2-aminoetildifenil
borinato), indicando la presencia de un flavonoide, el cual fue elucidado por RMN
de 'H y 13C como 3-O-rutinésido de quercetina o mejor conocida como rutina: (32
mg), p.f.= 241-242 °C. Los espectros de RMN se obtuvieron en un equipo Varian
Inova 400 MHz en CDCls. Los desplazamientos quimicos se reportan en ppm,

mientras que el tetrametilsilano se utilizd6 como referencia interna.

Analisis de Cromatografia de Alta Resolucion (HPLC)

Se utilizé HPLC para la identificacion del compuesto aislado de DvF3, esto se
realizd en un equipo Waters 2695, equipados con detector de matriz de fotodiodos
Waters 996 y un software Empower Pro (Waters Corporation, USA). La separaciéon
guimica se logré utilizando una columna Discovery® C-18 (250 x 4.6 mm, 5 pym,
SUPELCO). La fase mévil consistio en agua al 0.5% de acido trifluoroacético como
solvente A y acetonitrilo como solvente B. El sistema fue un gradiente como se

describe a continuaciéon: 0—1 min, 0% B; 2—-3 min, 5% B, 4—-20 min, 30% B; 21-23
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min, 50% B; 24-25 min, 80% B; 26-27 100% B; 28-30 min, 0% A. El flujo se
mantuvo a 0.9 mL/min, y el volumen de inyeccion de la muestra fue de 10 pL. La
absorbancia se midi6 a 280 nm, el pico del flavonoide fue identificado por
comparacion directa de los tiempos de retencion y espectros UV con un estandar

comercial de referencia (Sigma-Aldich, USA).

Fraccionamiento quimico de extracto hexanico de Ricinus communis y
purificacion de acido miristico y acido esteérico.

El extracto de hoja de n-hexano demostrd ser el mas activo y se investigd mas a
fondo. Se fraccionaron siete gramos en una columna de vidrio previamente
empaqguetada con 60 g de gel de silice de malla 70-230, (Merck KGaA Darmstadt,
Alemania). Se us6 un gradiente de n-hexano/acetato de etilo como fase movil,
comenzando con 100% de n-hexano y terminando con 100% del solvente de mayor
polaridad. Este proceso fue monitoreado por cromatografia en capa fina y el
analisis permiti6 obtener fracciones (F1-F7) basadas en el contenido quimico y
posteriormente se evaluaron en los bioensayos de contacto descritos mas adelante

en esta seccion.

La fraccién més activa (RcF3, 1.5 g) aislada del extracto de n- hexano de hojas de
R. communis se someti6 a un fraccionamiento cromatografico en columna
empaquetada con gel de silice (25 g, malla 70-230, Merck). Se usé un gradiente de
n-hexano/acetato de etilo como fase movil, comenzando con 100% de n-hexano y
terminando con 100% de acetato de etilo. El andlisis de F3 usando CCF revel6 con
el reactivo Komarovsky, la presencia de dos productos principales: acido miristico

(3.25 mq) y acido estearico (4.26 mg). Posteriormente, se confirmd su presencia
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mediante cromatografia de gases-masas (CG-MS). Los datos del cromatégrafo de
gases acoplados a masas (CG-MS) se obtuvieron utilizando un equipo Agilent
Technology 6880 junto con un espectrometro de masas. La espectrometria de
masas se realizé por impacto electronico y el equipo tiene un detector MSD y una
fuente ibnica Agilent 5973N a 230 °C. El sistema estaba equipado con inyeccion
automatica. La columna cromatografica es la HP-5MS de 30 mx 0250 mm con un
espesor de pelicula de 0.25 ym. La temperatura inicial de la columna fue de 40 °C,
gue se incrementd a 250 °C durante 10 minutos a una velocidad de 10 °C min-5,
hasta alcanzar 285 °C durante 20 minutos. El flujo de gas helio fue de 1 mL / min y
el tiempo total de ejecucion fue de 20 minutos. La muestra diluida (10 pL del
extracto en 1.0 mL de solvente) se inyectd (2 mL) en modo dividido a 250 °C, los
espectros se obtuvieron a 1,918 de voltaje de ionizacion (e/m) con un rango de 40-
450 m/z de masa analizada. Los compuestos en el extracto de n-hexano de hojas
de R. communis se identificaron y autenticaron utilizando sus espectros de masas

en comparacion con la version 1.7 A de la biblioteca NIST.

Identificacion de proantocianidinas por HPLC en una fraccion acuosa de
Serjania schiedeana.

El andlisis de la fraccion acuosa se realiz6 en un equipo de HPLC, con las mismas
condiciones mencionadas anteriormente. La absorbancia se midi6 a 280 nm, el
pico de la proantocianidina fue identificada por comparacion directa de los tiempos
de retencion y espectros UV con una proantocianidina previamente aislada de la

misma especie vegetal (Salinas-Sanchez et al., 2017).




Caracterizacion fitoquimica en D. viscosa y S. schiedeana

Adicionalmente, para identificar los grupos de metabolitos secundarios en los
extractos de polaridad alta de D. viscosa y S. schiedeana, se utilizaron métodos
fitoquimicos clasicos para observar la presencia-ausencia de alcaloides, cumarinas
volatiles, flavonoides, saponinas, taninos, triterpenos y esteroides, asi como
derivados del antraceno (Harborne 1973; Stahl 1973; Lock,1994; Wagner and Bladt
1996).

Los reactivos Dragendorff, Mayer y Wagner se usaron para determinar la presencia
de alcaloides. La solucion de Dragendorff (a) se prepar6é con 106 mg de nitrato de
bismuto y 1.25 g de &cido tartarico disuelto en 5 ml de agua. Para la solucién de
yoduro de potasio (b), se disolvié 1 g de yodo en 2.5 ml de agua. Se mezclaron
volumenes iguales de 2.5 ml de soluciones frescas de preparacion (a) y (b). Los
alcaloides se detectaron colocando 1.5 mL del extracto de D. viscosa y S.
schiedeana y 100 pL de reactivo de Dragendorff en un tubo de ensayo. El reactivo
de Mayer estaba compuesto de (a): 680 mg de cloruro mercurico disuelto en 30 ml
de agua y (b): 2.5 g de yoduro de potasio disuelto en 5 ml de agua. Ambas
soluciones se combinaron y diluyeron con agua hasta 50 mL. El ensayo se realiz6
colocando 1.5 ml de los extractos en un tubo de ensayo y agregando 100 uL de
reactivo de Mayer por las paredes del tubo. El reactivo de Wagner se preparo
utilizando 635 mg de yodo y 1 g de yoduro de potasio disuelto en 50 mL de agua.
En un tubo de ensayo que contenia 1,5 mL de los extractos, se anadieron 100 uL
de reactivo de Wagner. El precipitado y el cambio de color generado por los
reactivos pueden indicar alcaloides, y los colores observados pueden ser rojo a

naranja o blanco a crema o marron.
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Se colocaron dos mililitros de los extractos vegetales en un tubo de ensayo para
detectar cumarinas volatiles. La abertura del tubo se cubrié con papel de filtro
impregnado con solucion de NaOH 1N. El tubo de ensayo se colocé en un bafio de
agua a 100 ° C durante 10 minutos. El papel de filtro se observé bajo luz
ultravioleta para determinar la presencia de fluorescencia de color amarillo
indicativo de cumarinas. Para analizar los flavonoides, se colocaron 2 mL de jugo
en un tubo de ensayo al que se le afadi®é una pequefia pieza de banda de
magnesio (5 x 5 mm) y 100 pL de HCI al 36%. Un cambio de color después de 24
horas indico flavonoides. Para determinar los taninos, se prepararon las siguientes
soluciones: (a) solucién de cloruro férrico al 20% preparada con 2.5 g de cloruro
férrico y disuelta en 25 mL de agua destilada; (b) se obtuvo una soluciéon de
gelatina al 1% a partir de 125 mg de gelatina (Merck) disuelta en 12.5 ml de agua
destilada; (c) para obtener gelatina y solucién salina, se disolvieron 500 mg de
gelatina y 5 g de cloruro de sodio en 50 mL de agua destilada; (d) La solucion
salina al 10% consistia en 1.25 g de cloruro de sodio disuelto en 12.5 ml de agua
destilada. Para determinar los taninos, se colocaron 1.5 ml de los extractos de las
dos especies vegetales en cuatro tubos de ensayo a los que se afadieron 100 pL
de cada solucion preparada. La presencia de un precipitado en las soluciones (a),
(b) y (c) indic6 un resultado positivo, mientras que la presencia de un precipitado en
la solucién (d) mostré6 un resultado negativo. Para analizar las saponinas, se
agregaron 5 mL de los extractos de D. viscosa y R. communis en un tubo colocado
en un bafo de agua para hervir. Después de enfriar, el tubo se agito vigorosamente
para formar una espuma persistente que indicaba saponinas. Para analizar

triterpenos y/o esteroides, (a) se preparo6 el reactivo Liebermann-Burchard con 2.5
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mL de anhidrido acético y se afiadieron 2.5 mL de &cido sulfarico concentrado a 25
mL de etanol absoluto. La solucion se manejé en un bafio de hielo; (b) El reactivo
de Salkowski consistié en acido sulfurico concentrado. En dos tubos de ensayo, se
afiadieron 5 mL de jugo. En cada tubo, se colocaron 5 mL de cloroformo y se
agitaron los tubos. Los tubos se dejaron descansar para separar la fase organica
de la acuosa. Las soluciones de Liebermann-Burchard y Salkowski se agregaron
individualmente a cada tubo que contenia la fase organica. El precipitado y un
cambio en el color de la muestra indicaron triterpenos y /o esteroides. Para analizar
los derivados del antraceno, se colocaron 5 mL de los extractos en dos tubos a los
gue se agregaron 5 mL de cloroformo. Los tubos se agitaron y después de la
separacion de la fase organica, se elimind la fase acuosa. Se afiadié un mililitro de
NaOH al 5% a un tubo y se afiadié al mL 1 mL de acetato de magnesio al 5%. Un

cambio de color indicaba antraquinonas.

Actividad afidicida en bioensayos de contacto

Extractos y fracciones de las especies vegetales fueron evaluados en un bioensayo
de contacto sobre adultos de M. sacchari. Para esta prueba, se coloc6 una hoja de
sorgo de 5 x 5 cm en una placa de Petri de plastico de 30 cm? con papel de filtro en
el fondo. Se afiadi6 1 mL de agua destilada para evitar que la hoja de sorgo se
seque. En la hoja de sorgo se colocaron 10 adultos apteros de M. sacchari usando
un cepillo de pelo de camello. Se agregaron 10 yL de Tween 20 (= 0.2%) a cada
uno de los extractos de n-hexano y acetona para permitir que se homogeneizara en
2 mL de agua. Se us0 un aerografo marca estandar para asperjar 0.15 ml de cada

mezcla a concentraciones de 10,000, 5,000 y 2,500 ppm sobre los pulgones. Cada
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caja Petri se considera una repeticién y se realizaron cinco repeticiones con dos
replicas por tratamiento en un disefio completamente al azar. La variable respuesta

sera el porcentaje de mortalidad de los afidos a 24, 48 y 72 horas posteriores.

Actividad afidicida en bioensayos en dieta artificial

La dieta artificial utilizada para bioensayos fue informada por Toledo-Hernandez et
al., (2018). En resumen, la dieta contiene 30% de sacarosa (Reasol, Iztapalapa-
México, México) y agua embotellada, se complementé con 4.4 mL por L de
formalina al 10% y 7.3 mL por L de 15% de cloruro de colina para prevenir el
crecimiento de hongos y bacterias en la dieta. La cAmara de alimentacion utilizada
en este estudio fue la misma reportada por Torres-Quintero et al., (2013) y se
disefi6 a partir de dos copas de plastico desechables translicidas de 40 mm de
didmetro x 20 mm de alto (Envases Cuevas, Ecatepec de Morelos, Estado de
México). En una taza, se pipetearon 2 ml de dieta y luego se sellaron con Parafilm®
(Sigma-Aldrich, BR701605, St. Louis, Missouri, EE. UU.). La parte inferior de la
segunda copa se retir0 y la parte superior se invirtié en la taza con dieta. Se uso6
una tira de Parafilm para sellar las tazas juntas. En cada camara de alimentacién
se colocaron 2 mL de la dieta, combinada con los extractos vegetales en
concentraciones de 10,000, 5,000 y 2,500 ppm, estas muestras se homogenizaron
con ayuda de un bafio ultrasénico (Cole-Parmer®) se utilizaron como testigos el
insecticida quimico imidacloprid (Confial®) y la dieta artificial sin tratamiento. Dentro
de cada camara de alimentacion se colocaron de forma manual 10 hembras
adultas apteras partenogénicas. Cada camara se consideré6 como una repeticion y

se realizaran cinco repeticiones por tratamiento en un disefio completamente al
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azar con dos repeticiones. La variable respuesta sera el porcentaje de mortalidad

de los afidos a las 24, 48 y 72 horas posteriores.

Estadistica

Los datos de mortalidad se transformaron por la funcion Arcoseno antes de
someterse a su analisis estadistico, en un disefio completamente al azar a través
de un modelo simple utilizando un procedimiento lineal general. La comparacion de
medias se realizé mediante la prueba Tukey a un nivel de significancia de P=
<0.05. Por otra parte, los tratamientos que tuvieron un efecto dependiente a la
concentracion se sometieron a un analisis de regresion, con la finalidad de calcular
la concentracion letal media (CLso) mediante el analisis Probit en el programa

estadistico SAS ver. 9.0. (SAS, 2002).




RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimientos de los extractos vegetales
Los rendimientos de los extractos de n-hexano, acetona y metanol de R.
communis, D. viscosa y las fracciones hidroalcoholicas S. schiedeana se muestran

en la tabla 1.

Tabla 1. Rendimientos (%) de los extractos de Dodonaea viscosa, Ricinus

communis y Serjania schiedeana.

. 5
Dodonaea viscosa Rendimiento (%)

n-hexano Acetona Metanol

Hoja 2 12 24

. . Rendimiento (%)
Ricinus communis

n-hexano Acetona Metanol
Semilla 12 34 2
Hoja 8 2 16
Fruto 2 4 4
Raiz 0.5 0.9 3.8

Rendimiento (%)
Serjania schiedeana

Extracto de Fraccion acuosa | Fraccion de acetato
metanol de etilo

Tallo 11 38 7.6
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Dodonaea viscosa

Actividad afidicida en bioensayos de contacto

Los resultados de los bioensayos de contacto de diferentes extractos de hojas de

D. viscosa se muestran en la tabla 2, donde se puede observar que el extracto de

acetona a una concentracién de 10,000 ppm, muestra la mas alta mortalidad de los

afidos del 41 %, a las 72 h, seguido por el extracto de n-hexano y el de metanol con

un 33 y 24 % de mortalidad, respectivamente, a las 72 h, ningun tratamiento fue

estadisticamente similar al control positivo (imidacloprid), quien eliminé al 100 % de

los afidos en 48 h.

Tabla 2. Porcentaje de mortalidad (x DE) de adultos &pteros de M. sacchari

sometidos a diferentes extractos de hojas de D. viscosa en bioensayos de contacto.

. 2,500 ppm 5,000 ppm 10,000 ppm
Tratamientos bp PP PP
24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
Hexano 3+04 5+08 12+17 5+0.7 11+08 16 £ 0.6 8+0.7 19+1.4 33+1.7
b bc bc b bc bc bc b bc
Acetona 3+04 9+09 21+15 6+05 15%15 25+ 1.2 12+0.7 24+ 1.7 41+1.7
b bc b b b b b b b
Metanol 0+0 8+04 17406 3+04 14+05 22+1.3 4+05 18+0.9 24+1.1
b b bc b b b cd b c
Imidacloprid  43+13 76+21 97+04 65%2 1000 100+0 100+ 0 1000 1000
a a a a a a a a a
Dieta artificial 0+0 00 6+0.5 00 00 6+05 0+0 0+0 6+05
b c c b c [ d c d

Dentro de cada columna, compartir una letra no es significativamente diferente (P = 0.05).

Cabe destacar, que no existen reportes de la actividad insecticida en bioensayos

de contacto contra alguna especie de afido de extractos de D. viscosa, incluso para

el género de esta planta, pero si encontramos referencias sobre la actividad
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insecticida de especies de sapindaceas contra otros insectos, como el efecto de
aceites esenciales de Paullinia pinnata L. y Dehinbollia pinnata Schum
(Sapindaceae) contra el gorgojo del maiz Sitophilus zeamais, mostrando una
mortalidad del 100% para ambas especies en bioensayos de contacto a
concentraciones de 150,000 y 120,000 ppm, en 72 h, respectivamente,
(Ogunwande et al., 2017, Sunkanmi et al., 2016). Nuestros resultados de extractos
de baja polaridad sélo mostraron 33 % de mortalidad a concentraciones mas bajas
(10,000 ppm) contra M. sacchari. En otro estudio, se evaluo el efecto insecticida de
hojas de la sapindacea Sapindus emargintus contra larvas de Musca domestica, el
extracto de polaridad intermedia baja (cloroformo) mostr6 el mejor efecto
insecticida del 100 %, a 2 yL / 100 mL en el sexto dia de aplicacién del extracto
(Raja and Suresh, 2017). En nuestro trabajo el extracto de polaridad intermedia alta
(acetona) fue el que presento el mejor efecto insecticida contra M. sacchari con un
porcentaje de mortalidad del 41 % a 10,000 ppm, en 72 h. La actividad insecticida
por contacto de extractos de polaridad alta de la familia Sapindaceae también ha
sido probada, por ejemplo Eddaya et al., (2013) evaluaron el efecto de frutos
Sapindus mukorossi Gaerten contra Thysanoplusia orichalcea (Lepidoptera:
Noctuidae), demostrando una actividad en el desarrollo larval entre el 7 a 68 % en
48 h. Nuestros resultados muestran que el extracto de alta polaridad (metanol) de
hojas de D. viscosa causé la menor mortalidad de los &fidos (33 %) a una

concentracion de 10,000 ppm, en 72 h.

Actividad afidicida de bioensayos en dieta artificial
Los resultados de los bioensayos en dieta artificial de diferentes extractos de hojas

de D. viscosa se muestran en la tabla 3, el extracto de metanol fue el que presenté
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el mayor efecto toxico con el 62 % de mortalidad de M. sacchari a 10,000 ppm, en
todo el tiempo experimental de 72 h, seguido del extracto de acetona con el 45 %
de mortalidad y con un menor efecto el extracto de n-hexano con el 25 % de
mortalidad a 10,000 ppm en 72 h, el control positivo (imidacloprid) elimin6 al 100 %
de los é&fidos en 48 h, a 5,000 ppm , mientras que el control negativo (dieta artificial)
sé6lo elimind al 5 % en todo el tiempo experimental de 72 h. Ningun tratamiento fue

significativamente similar al control positivo.

Tabla 3. Porcentaje de mortalidad (+ DE) de adultos apteros de M. sacchari

sometidos a diferentes extractos de hojas de D. viscosa en bioensayos de ingesta.

Tratamientos 2,500 ppm 5,000 ppm 10,000 ppm

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h

Hexano 0+0 5+05 10+0.8 25+05 10+0.8 17+05 5+0.5 17 +0.9 25+0.5
b bc bcd b b bc b bc d

Acetona 0+0 25+05 25+05 0+0 75409 125+15 25+05 125+05 45+1.2
b bc cd b b cd b bcd c

Metanol 0+0 25+05 22+1.2 0+0 10+1.4 47+17 75+05 35+2.3 62+0.9
b bc b b b b b b b

Imidacloprid 25+#05 45+17 95+05 37+05 67+1.2 100 £ 0 60+0.5 80+1.1 100 + 0
a a a a a a a a a

Dieta artificial 00 0+0 5+05 0+0 0+0 5+0.5 0+0 0+0 5+0.5
b c d b b d b d e

Dentro de cada columna, compartir una letra no es significativamente diferente (P = 0.05)

Perfil fitoguimico cualitativo del extracto de metanol de Dodonaea viscosa.

Los grupos de compuestos presentes en el extracto de metanol de hojas de D.
viscosa son: alcaloides, cumarinas, flavonoides, taninos, saponinas, triterpenos y/o
esteroides y antracenos (tabla 4). Estudios fitoquimicos previos indican que D.

viscosa contiene metabolitos secundarios del tipo flavonoides y terpenoide. Hsl y
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Chen (1971) aislaron de las hojas de D. viscosa un diterpeno llamado acido
hautriwaico. Sachdev y Kulshreshtha (1983) aislaron diversos flavonoides de una
fraccion de cloroformo de D. viscosa como santina, penduletina, 5-hidroxi-3,6,7,4’-
tetrametoxi-flavona, pinocembrina, 5,7,4’-trihidroxi-3,6-dimetoxiflavona. Sachdev y
Kulshreshtha (1986), reportaron la presencia de viscosol un flavonoide prenilado
aislado las hojas de D. viscosa. Cao et al. (2009), aislaron de las raices de D.
viscosa dos saponinas triterpenoides dodoneasidos. También en las partes aéreas
D. viscosa se reporto tres diterpenos ent-labdanos en un extracto etandlico de D.

viscosa (Quintana de Oliveira et al. 2012).




Tabla 4. Grupos de metabolitos secundarios presentes en el extracto de metanol de

Dodonaea viscosa.

Grupos de L
pos. Ensayo Resultados | Reaccion observada
metabolitos
Reaccion de Wagner ++ Cambio de color a café
Alcaloides Reaccién de Mayer + Cambio de color a
amarillo y precipitacion
Reaccion de Dragendorff + Cambio de color a
marrén y precipitacion
, Test de fluorescencia en . .
Cumarinas : + Fluorescencia amarilla
papel filtro
Cambio de color de
Flavonoides Adicién de Mg y HCI +++ amarillo a rojo después
de 24 horas.
Cloruro férrico ++ Halo verde
Solucion de gelatina -
Taninos - Precipitado blanco
Solucién salinay -
. +
gelatina Precipitado blanco
Solucién de gelatina i i
Saponinas Formacién de espuma ++ Formamon_ de espuma
persistente
Reaccion de Liberman- + Cambio de color a
Burchard verde, azul o rojo
Triterpenos y
esteroides Precipitado blanco y
Reaccion de Salkoswski ++ cambio de color a
naranja
NaOH 5% ++

Derivados del
antraceno

Acetato de Mg al 0.5%

Cambio a coloracion
rojiza

(-) no detectada, ( +) prueba positiva débil, (++) prueba positiva, (+++) prueba positiva fuerte
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Evaluacion de fracciones del extracto metandlico de D. viscosa

Las fracciones obtenidas del extracto de metanol de D. viscosa (F1-F4), se
evaluaron a diferentes concentraciones en bioensayos en dieta artificial contra M.
sacchari (Fig. 11). De todas las fracciones evaluadas, F3 a 10,000 ppm a 72 h, fue
la que presenté un mayor porcentaje de mortalidad (70%), no habiendo diferencias
significativas con el control positivo, seguida de la fraccibn F4 con un 60% Yy
finalmente, F1 y F2 con un 20 y 10%, a 10,000 ppm, en 72 h, respectivamente.
Ademas, F3 y F4 lograron una buena mortalidad afidicida del 60 y 55 % a 5,000
ppm, y de 52 y 50 % a 2500 ppm, en 72 h, respectivamente, siendo diferentes

estadisticamente al control positivo.

i
=)
3]
g
S
j =
O
=

Tratamientos

* 10000 ppm ™ 5000 ppm =™ 2500 ppm ~ 1000 ppm ™ Imidacloprid

Figura 11. Porcentaje de mortalidad (+ DE) de Melanaphis sacchari en dieta
artificial de varias fracciones y concentraciones del extracto de metanol de D.
viscosa a las 72 h, en comparacién con imidacloprid como control positivo. Las
)
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medias con letras diferentes para cada fraccion fueron significativamente

diferentes, Tukey (P<0.05).

Obtencion e identificacion de rutina

La fraccion F3 presentd el porcentaje de mortalidad mas alto y por eso se estudié
mas afondo. En el analisis de HPLC de F3, se identific6 un pico de expresion
correspondiente a la rutina (RT: 8.9 min), este pico fue muy similar al estandar
comercial de rutina (RT: 9.0 min) (Fig. 12). El espectro de RMN de 'H y 3C
revelaron la presencia de un esqueleto de flavonol y la presencia de dos azucares
unidos en posicién 1”°° de ramnosa con 6" de la glucosa el cual es conocido como
rutindsido, por lo que los datos espectroscopicos obtenidos y la comparacién con
los datos reportados en la literatura (De Oliveira et al., 2013; Akkol et al., 2015)
determinaron que este compuesto corresponde a 3-O-rutinésido de quercetina (Fig.
13): RMN de !H (400 MHz, CDs0OD); 6 6.20 (1H, d, 2.3 Hz, H-6), 6.39 (1H, d, 2.3
Hz, H-8), 7.67 (1H, d, 2.3 Hz, H-2'), 6.87 (1H, d, 8.5Hz, H-5), 7.63 (1H, dd, 2.3, 8.5
Hz, H-6’), 5.1 (1H, d, 7.4 Hz, H-1"), 3.26-3.48 (4H, m, H-2”; H-3”, H-4”, H-5"), 3.39
(1H, m, H-6a”), 3.81 (1H, d, 10.9 Hz, H-6b”), 4.52 (1H, d,1.5 Hz, H-1""), 3.63 (1H,
m, H-2""), 3.54 (1H, dd, 9.5, 9.5 Hz, H-3"), 3.27 (1H, m, H-4""), 3.44 (1H, m, H-5"),
1.12 (3H, d, 6.2, H-6""); NMR 13C (100 MHz, CDsOD); & 158.6 (C-2), 135.7 (C-3),
179.4 (C-4), 163.0 (C-5), 100.1 (C-6), 166.4 (C-7), 95.0 (C-8), 159.4 (C-9), 105.6
(C-10), 123.2 (C-1’), 116.1 (C-2'), 145.9 (C-3’), 149.9 (C-4’), 117.8 (C-5"), 123.8 (C-
6’), 104.8 (C-1"), 75.8 (C-2"), 78.2 (C-3”), 71.4 (C-4”), 77.2 (C-5"), 68.6 (C-6"),

102.5 (C-1""), 72.3 (C-2"), 72.2 (C-3""), 74.0 (C-4""), 69.8 (C-5""), 18.1 (C-6"").
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Figura 12. Cromatograma de HPLC y espectros de UV, A) Compuesto mayoritario

aislado de F3, B) Estandar de 3-O-rutinésido de quercetina (rutina).
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Fig. 13. Estructura quimica del 3-O-rutindsido de quercetina (rutina), identificada en

la fraccion activa (F3), del extracto metandlico de D. viscosa.




Hasta el momento, no existen reportes recientes en la bibliografia, sobre estudios
de actividad afidicida de extractos botanicos, ni de compuestos en dieta artificial,
algunos autores reportan a la rutina con un efecto téxico contra otros insectos, Silva
et al., (2016), evaluaron en concentraciones de 1, 2 y 3 mg/g* en dieta artificial
frente a Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), mostrando un
prolongamiento en el tiempo de desarrollo larvario, reduccién del peso y viabilidad
de larvas y pupas. En otra investigacion de extractos de Hybanthus parviflorus
(Violaceae) mostré una actividad insecticida del 50% contra Ceratitis capitata Wied,
cuantificando por HPLC a la rutina como el principal flavonoide presente en la
fraccion activa (Broussalis et al., 2010). EI compuesto mayoritario presente en la
fraccion mas activa F3 del extracto de metanol de D. viscosa fue identificado como
el flavonoide rutina. Esto permite proponer que el efecto afidicida de F3 se debe

principalmente a la presencia de este flavonoide.

Actividad afidicida de rutina en bioensayo en dieta artificial

Los resultados de los bioensayos en dieta artificial con rutina frente a M. sacchari
se muestran en la figura 14, el mayor porcentaje de mortalidad (62 %) se obtuvo a
una concentracion de 10,000 ppm, seguido del 48 y 42 % a 5,000 y 2,500 ppm, en
72 horas, el control negativo sélo presenté una mortalidad del 4% y el control
positivo logré una mortalidad del 100%. Ningun tratamiento fue estadisticamente
similar al control positivo. Rutina presentdé una menor mortalidad (62%) en
comparacion con la fraccion F3 (70%), esto puede estar relacionado con los
compuestos minoritarios de tipo polifendlico presentes en F3, quienes podrian

actuar en sinergia con rutina y potenciar su efecto afidicida.
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10,000 ppm 5,000 ppm 2 500ppm  Dieta artificial Imidacloprid

Figura 14. Actividad afidicida de rutina contra M. sacchari en diferentes
concentraciones, a las 72 h posteriores a la aplicacién de los tratamientos (Tukey <

0.05).

Ricinus communis

Actividad afidicida en bioensayos de contacto

En general, los extractos de n-hexano de diferentes partes de R. communis
proporcionaron un efecto afidicida importante (tabla 5), el extracto de semilla fue la
parte de la planta que causé la mayor tasa de mortalidad del 90y 100 % en 24 y 48
h, a 10,000 ppm, respectivamente, no habiendo diferencias significativas con el
control positivo, también el extracto hexanico de semilla en concentraciones de
5,000 ppm mostr6 un buen efecto afidicida del 88 %, siendo similar

estadisticamente al control positivo. El extracto de n-hexano de la hoja de R.
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communis a 10,000 ppm provoc6é mortalidades del 96% a las 72 h. Pero la
mortalidad de &fidos entre 5,000 y 10,000 ppm no fue significativamente diferente
en este periodo de tiempo. A 10,000 ppm, la mortalidad del extracto de hojas no
fue significativamente diferente al de raiz, fruto y el control positivo, imidacloprid, a
las 72 h. A las 48 h, el extracto de hojas a 5000 y 10,000 ppm tampoco mostré
diferencias significativas en comparacion con el control positivo, mostrando
mortalidades de entre 70 y 94% respectivamente. Del mismo modo, el extracto de
fruto y de raiz a 10,000 ppm no fueron significativamente diferentes del control
positivo a las 48 h. Finalmente, los resultados muestran que los extractos de n-

hexano en 24 h, no son estadisticamente comparables con el control positivo.




Tabla 5. Porcentaje de mortalidad (+tDE) de épteros de Melanaphis sacchari en

bioensayos de contacto de extractos de n-hexano de varias partes de Ricinus

communis.
_ Mortalidad (%)
Tratamientos Concentracién
(ppm) 24 h 48 h 72h
10,000 90+1.28 100+0? 100+0?
Semilla 5,000 38+0.8¢ 68 +1.9% 88 +0.82
2,500 24 +1.3% 50 +0.7 60 + 0.7 bede
10,000 60 + 2bcd 94 +1.32 96 +0.82
Hoja 5,000 50 + 1bcd 70 + 1.2%c 74 + 1,13
2,500 20+0.4% 38+ 1.2« 42 + 1. 4bcde
10,000 66 +1.6° 78+ 1.7% 84 + 1.5%¢
Fruto 5,000 22+1.9%  32+1.6% 44 +0.8%
2,500 26+1.6% 42+2.3 42 +2,3¢°
10,000 76 +1.5° 86 +1.62 88 +1.3%
Raiz 5,000 32+23% 46+ 2.3 60 + 2.4bcde
2,500 28 + 1.7° 36 + 2Pcd 54 + 1.6°%
Tween 20 (Control negativo) 2,000 0+0° 0+0¢ 6+ 0.5
Imidacloprid (Control positivo) 10,000 100 = 02 100 + 02 100 £ 02

Las medias en cada columna con una letra diferente fueron significativamente

diferentes, prueba de comparacion multiple de Tukey (P < 0.05).

En la tabla 6 se reporta la concentracion letal (CLso y Cloo), de los diferentes
tratamientos de los extractos de n-hexano de las diferentes partes de R. communis,
donde se puede observar que el extracto de hoja presenta el mejor efecto afidicida

(CLso= 1,858 ppm en 72 h).




Tabla 6. Concentracion letal media (CLso) e intervalos de confianza de diferentes

tratamientos del extracto de n-hexano de Ricinus communis.

Intervalo de Intervalo de
Tratamientos Clso Confianza ClLgo Confianza
Inferior  Superior Inferior  Superior
Semilla 2,417 1,428 3,178 5,189 4,057 7,300
Hoja 1,858 685.50 2,777 7,030 5,068 13,204
Fruto 3,614 1,538 5,491 17,922 10,844 67,162
Raiz 2,300 566.32 3,781 14,632 8,575 74,268

En la bibliografia reciente no se reportan estudios de bioensayos de contacto de
extractos botanicos contra M. sacchari, pero si hemos encontrado informes de
extractos de baja polaridad con actividad insecticida de otras especies de pulgones
y otros insectos, similares a nuestros resultados, como el de Ateyyat y Abu-
Darwish, (2009) evaluaron extractos hexanicos de la corteza de Rhamnus
dispermus (Ehrenb) contra el pulgdén Pterochloroides persicae Cholodkovsky
(Hemiptera: Aphididae), provocando un 40% de mortalidad a 10,000 ppm, en 72 h.
Los resultados de nuestra investigacion en el tiempo de 48 h, muestran una buena
actividad insecticida con rangos del 78 al 94 % a 10,000 ppm, de 32 al 70 % a
5,000 ppm y 38 al 42 % a 2,500 ppm, similares a estudios previos, como el de Arya
et al.,, (2014) probaron los extractos de éter de petréleo de semillas de R.
communis frente a Lipaphis erysimi (Kalt.) (Hemiptera: Aphididae), concentraciones
de 10,000 ppm y 5,000 ppm causaron 100 y 75% de mortalidad, respectivamente,
en 48 h. Hewage et al., (1997) informaron que el extracto hexanico de
Pleiospermium alatum Wight & ARn. produjo un 90% de mortalidad a 4,000 ppm, a
las 48 h, para el pulgon Aphis craccivora Koch. Otra investigacion de Rodriguez et
al., (2012) demostraron que los extractos de éter de petroleo de Picrasma crenata

v
() 60




Vell., provocé una mortalidad del 75% a 6,000 ppm, a las 48 h sobre Myzus
persicae.

Nuestros estudios revelan que la accion insecticida de los extractos hexanicos a 24
h posteriores a la aplicacibn de los tratamientos, son menos efectivos en
comparacion a los otros tiempos, con porcentajes de mortalidad del 60 al 90 % a
10,000 ppm, de 38 al 50 % a 5,000 ppm y del 24 al 28 % a 2,500 ppm, siendo
parecidos a los publicados por Singh et al. (1988) quien evalué la actividad
insecticida del extracto hexénico de semillas de Azadirachta indica A. Juss. la cual
provoco un 48% de mortalidad a 5,000 ppm, en 24 h, para el pulgén de la mostaza
Lipaphis erysimi. También, en una investigacion de Nia et al. (2015) demostraron
gue el extracto de éter de petréleo de Artemisia herba-alba Asso causé una
mortalidad del 40 % a 10,000 ppm, en 24 h, para el pulgdbn Myzus persicae.
Tomando en cuenta, que la cuticula de los é&fidos se encuentra compuesta
principalmente por esteres alquilicos, esteres metilicos de &cidos grasos,
triacilgliceridos y acidos grasos libres (Brey et al., 1985), es posible que la
efectividad de los extractos hexanicos se deba a la afinidad quimica de los
compuestos de baja polaridad, presentes en el extracto con la cuticula de los
afidos.

Por otra parte, los extractos de acetona de diversas partes de R. communis en
general, fueron menos efectivos que los extractos de n-hexano (tabla 7). El extracto
de hoja y el de raiz presentaron la mayor mortalidad de los afidos, con un 54 y 44
% respectivamente, a 10,000 ppm, a las 72 h, siendo significativamente diferentes

del control positivo. Por otro lado, se observa que el porcentaje de mortalidad a las




24 y 48 h, de los tratamientos es inferior al 50%. Estadisticamente ningun

tratamiento fue comparable con el control positivo (imidacloprid).

Tabla 7. Porcentaje de mortalidad (+tDE) de apteros de Melanaphis sacchari en

bioensayos de extractos de acetona de varias partes de Ricinus communis.

- Mortalidad (%)
Tratamientos Concentracion
(Ppm) 24 h 48 h 72h
10,000 26 £ 1.5 28+1.9 42 + 1,75
Semilla 5,000 22 + 1% 24+ 1.1 32+1.6%
2,500 20 +0.7°% 22+0.8 26 +2.6%
10,000 40 +2.9° 46 + 3° 54 + 2°
Hoja 5,000 28 +0.8 40+ 1.5 50 + 1P
2,500 20+2.3 34 +1.1bd 46+ 1.1°
10,000 4 +0.8 6+0.8% 22 + 1.6%f
Fruto 5,000 0+0° 4 +0.5 20 + 1%
2,500 0+0° 4+0.8f 16 + 0.8°
10,000 20+0.7°¢ 32 +0.8°% 44 + (0.8
Raiz 5,000 12 +£1.3% 18 +0.8%% 40 + 1bcde
2,500 10 +£0.7°¢ 12 +0.8% 22 +1.3%f
Tween 20 (Control negativo) 2,000 0+0° 0+0f 6+ 0.5f
Imidacloprid (Control positivo) 10,000 100 = 02 100 £ 02 100 £ 02

Las medias en cada columna con una letra diferente fueron significativamente diferentes,

prueba de comparacion multiple de Tukey (P < 0.05).

En la bibliografia reciente podemos encontrar escasos reportes de extractos
vegetales de polaridad intermedia contra &fidos, por ejemplo, Ofuya y Okuku,
(1994) demostraron que el extracto de acetona de Zingiber officinale Ros. y
Momordica charantia L. produce con un efecto insecticida del 100 %, para ambas

plantas en concentraciones de 0.2 g/10 ml, a las 48 h, contra el pulgbén negro de las
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leguminosas Aphis craccivora. Rodriguez et al. (2012) mediante un bioensayo de
contacto determinaron que un extracto de polaridad intermedia (acetato de etilo) de
Picrasma crenata Vell. (Simaroubaceae) causé una mortalidad del 100%, a 3,000 y
6,000 ppm contra Myzus persicae. Estos resultados son contrarios a los
presentados en nuestra investigacion, la mayor mortalidad que reportamos del
extracto acetonico de hoja de R. communis fue del 54 % a 10,000 ppm, en 72 h,
esto puede deberse a que algunas especies de plantas contienen compuestos
guimicos mas téxicos que otros.

Los extractos metandlicos de R. communis produjeron un menor efecto insecticida
gue los extractos de n-hexano y acetona (tabla 8). El Unico tratamiento que causé
una mortalidad moderada fue el extracto metandlico de hojas con 54%, a 10,000

ppm, en 72 h, seguido de la raiz y semilla con 44 y 34 %, respectivamente.




Tabla 8. Porcentaje de mortalidad (+tDE) de apteros de Melanaphis sacchari en

bioensayos de contacto de extractos de metanol de varias partes de Ricinus

communis.

Mortalidad (%)

Tratamientos Concentracion
(ppm) 24 h 48 h 72 h
10,000 8+0.8 22 +1.3%0" 34 47,1 %
Semilla 5,000 6 +0.8 18 £ 0.8 30+ 1.29%f
2,500 4+0.5¢" 12 +0.8%" 24 +1.69%
10,000 40 £2.9° 46 + 3P 54 + 2°
Hoja 5,000 28 + 0.8 40 + 1.5 50 + 1P
2,500 20 + 2.3 34 +1.1°4 46+ 1.1°
10,000 4 +0.8 6 + 0.8 22 + 1.6%f
Fruto 5,000 0+0° 4+0.5 20 + 19
2,500 0+0° 4+0.8 16 + 0.8
10,000 20 +0.7% 32 +0.8%d 44 + 0.8
Raiz 5,000 12 +1.3% 18 + 0.gcdef 40 + ]bcde
2,500 10 £ 0.7 12 + 0.8%f 22 +1.3%f
Tween 20 (Control negativo) 2,000 0+0° 0+0f 6 +0.5
Imidacloprid (Control positivo) 10,000 100 £ 02 100 £ 02 100 £ 02

Las medias en cada columna con una letra diferente fueron significativamente

diferentes, prueba de comparacién multiple de Tukey (P < 0.05).

Asimismo, literatura previa revela que extractos de polaridad alta cuentan con
efecto insecticida y repelente, como por ejemplo, los extractos metandlicos de
Impatiens parviflora e Impatiens glandulifera (Balsaminaceae), que fueron
evaluados contra Myzus persicae, las dos plantas presentaron actividad insecticida
y repelente después de 54 horas de exposicion, el extracto mas activo fue el de
Impatiens parviflora con 99.7 y 90.0% de mortalidad a concentraciones de 0.5y 0.1
%, respectivamente, y un efecto repelente entre 90 al 100% (Pavela et al., 2009).
En otro estudio, Do-lk et al., (2005) probaron el efecto insecticida de 22 especies
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de plantas a 10,000 ppm, contra Aphis gossypii y Myzus persicae, los extractos de
hojas de Ficus carica L. (Moraceae) y frutos de Gardenia jasminoides J.Ellis
(Rubiaceae) presentaron un rango de supervivencia entre 1.5 a 7.2% contra las dos
especies de afidos. Nuestros resultados muestran que los extractos de polaridad
alta (metanol), no fueron efectivos teniendo porcentajes de mortalidad bajos,
excluyendo al extracto de hojas (54 %), esto es debido a nula afinidad hacia el

cuerpo graso de M. sacchari.

El extracto de n-hexano de las semillas de R. communis fue la mas efectiva
mostrando porcentajes de mortalidad del 100 % en 48 h, contra M. sacchari, para
conocer los componentes quimicos presentes en la semilla de R. communis se
realiz6 un estudio de cromatografia gases-masas (CG-MS) (Fig. 15). La CG-MS
reveld la presencia de tres compuestos principales, identificados como escualeno,
B-tocoferol y B-sitosterol con 51.57%, 12.94% y 11.79% respectivamente. Ademas,
se identificaron otros compuestos: nonacosano, &-tocoferol, Stigmasta-5.22-dien-3-
ol y Stigmasta-5,24 (28) -dien-3-ol (Fig. 16). Todos los compuestos se confirmaron

segun el pico de area, el tiempo de retenciéon y la formula molecular.



https://es.wikipedia.org/wiki/John_Ellis
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Figura 15. Espectro de masas del extracto de hexano de semillas de R. communis
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Figura 16. Porcentajes de los constituyentes mayoritarios del extracto hexanico de

la semilla de R. communis.
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Algunos de estos compuestos fueron identificados en R. communis como el
escualeno y algunos esteroles, incluidos stigmastan-3,5-dien, campesterol,
stigmasterol, B-sitosterol y stigmasta-5.24 (28) -dien-3-ol (Bataglion et al., 2014). En
nuestro estudio se identificaron triterpenos de escualeno alifatico y varios esteroles,
como stigmasta-5.22-dien-3-ol, [-sitosterol y stigmasta-5,24(28)-dien-3-ol. El
escualeno se reportd anteriormente en pequefias cantidades en las semillas de R.
communis (Robinson y West, 1970), en cambio, fue uno de los constituyentes
mayoritarios de las variedades de aceite de ricino de Brasil (De Souza-Schneider et
al., 2007). En este estudio, fue el compuesto mayoritario en el extracto de n-hexano
de semillas de R. communis, el n-alcano nonacosano se ha aislado como el
componente principal (71.7%) de dos cultivares de R. communis brasileiia (De
Arauvjo-Silva et al., 2017). En contraste, en este estudio fue el compuesto que
registro la concentracion mas baja (1.35%). De Souza-Schneider et al., (2007)
identificaron el aceite derivado del tocoferol (vitamina E) y el fitosterol B-sitosterol
como compuestos minoritarios. Asimismo, en este estudio, se identificd el derivado
de la vitamina E, &-tocoferol y dos fitosteroles, 1-3 stigmasta-5.22-dien-3-ol y
stigmasta-5,24(28)-dien-3-ol como compuestos minoritarios, asi como otro fitosterol

B-sitosterol como compuesto mayoritario.

Por otro lado, el extracto de n-hexano de hojas de R. communis demostré ser
similar estadisticamente al control positivo y una concentracion letal media de
1,858 ppm en 72 h, se decidio investigar mas a fondo a las hojas debido a su
rendimiento y abundancia de este material vegetal. El fraccionamiento en columna

(CC) y la cromatografia en capa fina (CCF) del extracto de n-hexano de hojas de R.
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communis permitio obtener fracciones basadas en su contenido quimico en siete
categorias (F1-F7). Los resultados de mortalidad de las fracciones en bioensayos
de contacto se muestran en la figura 17. De todas las fracciones evaluadas, F3 fue
estadisticamente similar en todas las concentraciones en efectividad a las 72 h, en

comparacion con imidacloprid.
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Figura 17. Porcentaje de mortalidad (xDE) de apteros de Melanaphis sacchari en
bioensayos de contacto de varias fracciones y concentraciones de Ricinus
communis en 72 h comparado con el imidacloprid como control positivo. Medias
con diferente letra en la misma columna de cada fraccidn, son significativamente

diferentes; comparacion multiple de medias (P<0.05).

F3 presentd un efecto insecticida mayor que las otras fracciones y fue
estadisticamente similar al control positivo. Por lo tanto, se realizdé una purificacion
en columna cromatogréafica para conocer la composicion de la fraccion; esa

separacion aisl6 dos compuestos mayoritarios, (acido miristico y acido esteérico)
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(Fig. 18) los cuales fueron identificados por CG-MS, arrojando los siguientes datos:
acido tetradecanoico o acido miristico (Fig. 18A) (6,8 min, 228 uma [M] + para
C14H2802) y para &cido octadecanoico o &cido esteérico (Fig. 18B) (8,4 min, m/z

284 uma [M + H] + C1sHz60y).

Figura 18. Compuestos mayoritarios aislados de la fraccion F3 del extracto de

hexano de hojas de R. communis, A) acido miristico B) acido estearico.

La fraccion F3 del extracto de hojas de R. communis, mostré un potente efecto
insecticida, y el fraccionamiento de F3 revelo la presencia de &cido miristico y
estearico. Si bien no hay informes recientes de actividad insecticida de estos dos
acidos grasos contra las especies de pulgones, se ha demostrado que tienen
efectos insecticidas contra los lepidopteros (Devanand y Rani 2008; Ramos-Lépez
et al., 2012; Sharma y Gupta 2009). Sin embargo, en un estudio de la composicién
guimica y la actividad insecticida de diferentes especies de musgos, el extracto

hexanico de Polytrichastrum formosum (Hedw. GL) condujo a una mortalidad del
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70.33% en Sitophilus granarius, y el acido laurico, miristico y palmitico se
comprobd por CG- MS, mediante bioensayos de toxicidad por contacto de estos
acidos grasos, el acido miristico present6 la mayor tasa de mortalidad del 53.34 %
(Abay et al., 2013). En nuestro trabajo, la mezcla de acido miristico y estearico
mostré una mortalidad del 90% en M. sacchari a las 72 h. Se ha demostrado que
los acidos de cadena saturada como el &cido esteérico inhiben la oviposicion y
matan los huevos de Callosobruchus maculatus (Lienard et al., 1993). La actividad
insecticida del acido laurico (C12H2402), que es un acido graso cuya estructura es
muy similar al &cido miristico y al acido esteérico, mostré actividad insecticida
contra los pulgones en un modelo de exposicién topica con una mortalidad del
100%. Los sintomas de la toxicidad del &cido laurico incluyen contracciones
abdominales, deshidratacion y necrosis dentro de las 24 h, lo que demuestra que la
accion téxica del acido laurico en los pulgones no se debe solo a la asfixia, sino a
cambios en la cuticula y a la desecacion de las células debido a caracteristicas

guimicas del acido laurico (Sy Mohamad et al., 2013).

Actividad afidicida en bioensayos en dieta artificial

Los bioensayos en dieta artificial de los extractos de n-hexano, acetona y metanol
de las hojas de R. communis se muestran en la tabla 9, el extracto de metanol fue
quien provoc6 el mas alto porcentaje de mortalidad de los &fidos (52%), seguida del
extracto de acetona y n-hexano con un 47 y 42%, respectivamente, a 10,000 ppm,
a las 72 h. Concentraciones bajas producen menores mortalidades como el
extracto de metanol y acetona provocaron una mortalidad del 37% para ambas
concentraciones y del 27 % para el extracto de n-hexano, a 5,000 ppm, en 72 h.

Ningun tratamiento fue estadisticamente comparable con el control positivo.
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Tabla 9. Porcentaje de mortalidad (+tDE) de apteros de Melanaphis sacchari en

bioensayos en dieta artificial de diferentes extractos de hojas de Ricinus communis.

3 Mortalidad (%)
Tratamientos Concentracion
(ppm) 24 h 48 h 72 h
10,000 25+05° 15+1.3% 42 +1.1%¢
Hexano 5,000 0+0.° 10+0.8% 27 +(Q.5bcde
2,500 5+0.5° 125+05% 15+0.5¢%
10,000 0+0° 10+1.1% 47 +1.7°
Acetona 5,000 0+0° 5+1°¢ 37 + 2 bed
2,500 0+0° 25+05¢ 20+ 1.4%¢
10,000 10+1.4° 15+ 1 "¢ 52+09°
Metanol 5,000 0+0P° 25+0.5° 37 + 2 bod
2,500 5+05° 75+05P% 27 +1,2 bede
Tween 20 (Control negativo) 2,000 0+0P 0x0° 6+£05¢
Imidacloprid (Control positivo) 10,000 10002 100+0? 100+0?

Las medias en cada columna con una letra diferente fueron significativamente

diferentes, prueba de comparacion multiple de Tukey (P < 0.05).

En la literatura reciente no se reporta la actividad insecticida por ingesta de

extractos de R. communis, pero en un estudio de Olaifa et al., (1991) determinaron

gue el pulgon verde del durazno Myzus persicae, cuando se alimento de la hoja de

R. communis murié de 8 a 24 h después, el HPLC revelo la presencia de ricinina en

los pulgones. La ricinina es un alcaloide presente en diversas partes de R.

communis, incluyendo a las hojas (Ribeiro et al., 2016). Esto puede indicar que los

compuestos de alta polaridad presentes en el extracto de metanol de las hojas de

R. communis podrian estar relacionados con el efecto toxico contra M. sacchari.




Serjania schiedeana

Actividad afidicida en bioensayos de contacto

Los resultados de los bioensayos de contacto de tallos de S. schiedeana contra M.
sacchari se muestran en la tabla 10, la fraccién de acetato de etilo a 10,000 ppm
fue la que present6 el mayor efecto afidicida con el 78 % de mortalidad, seguida del
extracto de metanol con un 42%, y finalmente, la fraccibn acuosa fue la que
presentd el menor efecto afidicida con un 38 %, a las 72 h, el control negativo solo
presentd el 4 % de mortalidad en 72 h y el control positivo imidacloprid logré una
mortalidad del 100 % a las 24 h. Ningun tratamiento fue estadisticamente similar al
control positivo. En la tabla 11 se puede observar que la concentracion letal media
(CLso) de la fraccion de acetato de etilo de tallos de S. schiedeana, fue de 6,008

ppm en 72h.

La fraccion de acetato de etilo de S. schiedeana, fue la que present6 el mas alto
porcentaje de mortalidad (78% en 72 h), mediante un estudio de CG-MS se
identificaron a 12 constituyentes (tabla 12), siendo el palmitato de metilo el
compuesto mayoritario presente en el extracto (38.66%). Este es el primer reporte
de los compuestos presentes en el extracto de acetato de etilo de S. schiedeana y
hasta el momento no conocemos reportes de la actividad insecticida de los
extractos de baja polaridad de S. schiedeana, ni del palmitato de metilo contra M.

sacchari, pero si se ha reportado la actividad acaricida (Wang et al., 2010).




Tabla 10. Porcentaje de mortalidad (+DE) de apteros de Melanaphis sacchari en

bioensayos de contacto de extracto y fracciones de tallos de Serjania schiedeana.

Tratamientos

Mortalidad (%)

Concentracion

(ppm) 24 h 48 h 72 h

10,000 10+09« 16 +0.8 ¢ 42 +1.2°%¢
Extracto de metanol 5,000 4+05¢ 8+0.4¢ 20+1.3¢
2,500 0+0¢ 6+0.7¢ 16 +1.4¢
1,000 0+0¢ 12+0.7¢ 14+1.0¢
10,000 14+05°¢ 26+1.0° 38+0.7%

Fraccion acuosa 5,000 4+05¢ 12 +0.4¢ 22 +2¢d
2,500 2+04¢4 10+ 0.6 ¢ 20+1.7¢
1,000 0+0¢ 10+ 0.9 ¢ 16 + 0.5 ¢

10,000 24+0.5° 42 +1.2° 78 +1.0°
Fraccién acetato de etilo 2,000 4£05° 8£0.4° 46£24°%
2,500 0+0¢ 6+05¢ 16+1.4¢
1,000 0+0¢ 12 +0.7 ¢ 14+1.0¢

Control negativo 0 0+0¢ 0+0¢ 4+0.51
Imidacloprid 10,000 100+0¢@ 100+0¢@ 100+0¢@

Las medias en cada columna con una letra diferente fueron significativamente diferentes,

prueba de comparacion multiple de Tukey (P < 0.05).

Tabla 11. Concentracion letal media (CLso y CLoo) e intervalos de confianza de la

fraccion de acetato de etilo en bioensayos de contacto de Serjania schiedeana.

Intervalo de Intervalo de
Tratamiento| ClLso Confianza CLoo Confianza
Inferior  Superior Inferior  Superior
Fraccion de
acetato de 6,008 4,599 7,385 15,037 10,994 33,453
etilo
O
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Tabla 12. Composicién quimica de la fraccion de acetato de etilo de Serjania

schiedeana.
Constituyentes Tiempo de Cantidad Férmula
retencion (%) molecular
(min)
Fitol 17.72 1.18 C20H400
Fitona 17.79 1.13 C1sH360
Palmitato de metilo 18.61 38.66 C17H3402
Araquinato de metilo 19.57 1.05 C21H4202
4,8,12,16-tetrametilheptadecan-4-olido 20.24 15.99 C21H4002
Linoleato de metilo 20.30 17.17 C19H3402
Oleato de metilo 20.51 341 C19H3602
Estearato de metilo 22.27 1.23 C19H3802
Behenato de metilo 22.58 2.07 C23H4602
Tetracosanoato de metilo 24.39 12.97 Ca2s5H5002
(4- (2,6-di-terc-butil-4-metoxifenoxi) -3-nitro- 29.45 4.13 C28H44N207
4-oxobutil) prolinato de terc-butilo
Total 98.99

Actividad afidicida en bioensayos en dieta artificial

Los resultados en dieta artificial de los extractos de tallos de S. schiedeana contra
M. sacchari se muestran en la tabla 13. El resultado mas notable fue producido por
la fraccién acuosa con porcentajes de mortalidad del 82, 56, 36 y 34 a 10,000,
5,000, 2,500 y 1,000 ppm en todo el tiempo experimental de 72 h, seguido del
extracto de metanol con un 76 % a 10,000 ppm y finalmente, la fraccion de acetato
de etilo con un menor porcentaje de mortalidad 46 % a 10,000 ppm en 72 h. El
control negativo sélo present6 el 4 % de mortalidad en 72 h y el control positivo
imidacloprid logré6 una mortalidad del 100 % a las 24 h. Ningun tratamiento fue

estadisticamente similar al control positivo. En la tabla 14 se puede observar que la
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concentracion letal media (CLso) de la fraccion acuosa de tallos de S. schiedeana,

fue de 3,373 ppm en 72h.

Tabla 13. Porcentaje de mortalidad (+DE) de apteros de Melanaphis sacchari en

bioensayos en dieta artificial de extracto y fracciones de tallos de Serjania

schiedeana.

Tratamientos

Mortalidad (%)

Concentracién

(ppm) 24 h 48 h 72 h

10,000 26 +1.9° 50+ 1.7 76 +£1.4°
Extracto de metanol 5,000 18+1.0 30+09¢ 54 +1.4%
2,500 12+1.0 24+1.4¢ 34+15¢
1,000 0+x0° 18+ 1.2 28 +1.3¢

10,000 20+£1.2°%¢ 54 +0.8° 82+16%2
Fraccién acuosa 5,000 12 +0.8 "¢ 48 +0.8 P 56 + 1.3
2,500 6+0.5"% 30+1.0¢ 36 +0.5¢
1,000 4+£05¢ 20+ 1.0 ¢ 34+0.8
10,000 20+ 0.6 "¢ 34 + 0.5 bed 46 +0.5
Fraccion acetato de etilo 5,000 14£1.2% 32+1.2%0  38+1.2%
2,500 8+0.7" 20+ 0.6 9 28+1.0¢
1,000 0x0°¢ 14 +1.0¢ 18 +1.0 9

Control negativo 0 0x0° 0+0¢ 4+05¢
Imidacloprid 10,000 100+x0¢° 100+x0+¢° 100+x0¢°

Las medias en cada columna con una letra diferente fueron significativamente diferentes,

prueba de comparacion multiple de Tukey (P < 0.05).

Tabla 14. Concentracion letal media (CLso y CLgo) € intervalos de confianza de la

fraccion acuosa en bioensayos en dieta artificial de Serjania schiedeana.

Intervalo de Intervalo de
Tratamiento|  CLso Confianza CLso Confianza
Inferior  Superior Inferior  Superior
Fraccion 3,373 2,228 4,869 28,877 14,908 126,200
acuosa
W
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Debido a que la fraccidon acuosa de tallos de S. schiedeana logro el porcentaje de
mortalidad mas alto en bioensayos en dieta artificial (82%) y una CLso de 3,373
ppm se estudid mas a fondo para conocer el/los compuestos presentes en la
fraccion acuosa. Métodos fitoquimicos clasicos de la fraccién acuosa de tallos de S.
schiedeana indicaron una presencia débil de flavonoides y una fuerte presencia de
alcaloides y taninos (tabla 15). Los metabolitos secundarios presentes en la
fraccion acuosa pueden estar relacionados con el efecto afidicida contra M.
sacchari.

La figura 20 muestra el cromatograma de HPLC de comparacién directa entre un
compuesto estdndar de proantocianidina (Fig. 20A) epicatequina—(4p308)—
epicatequina-(4B o 8, 2B o O o 7) (Fig. 19), previamente aislado de esta especie
vegetal (Salinas-Sanchez et al., 2017), con la fraccion acuosa de tallos de Serjania
schiedeana (Fig. 20B). La comparacion mostré6 un compuesto principal con un
tiempo de retencién de 8.8 minutos y una absorbancia en el rango ultravioleta de

218 a 279 nm. Los compuestos se observaron en la fraccion acuosa.




Tabla 15. Grupos de metabolitos secundarios presentes en la fraccion acuosa de

tallos de Serjania schiedeana.

Grupos.de Ensayo Resultados Reaccion observada
metabolitos
Reactivo de Wagner +++ Cambio de color a café
Alcaloides Reactivo de Mayer 4 Cambio de c_ol_or q,amarillo y
precipitacion
Reactivo de + Cambiador de color a
Dragendorff marron y precipitacion
Prueba de
Cumarinas fluorescencia en - Fluorescencia amarilla
papel de filtro
El color cambia de amarillo
Flavonoides  Adicion de Mg y HCI + a color rojo después de 24
horas
Cloruro férrico +++ Halo color verde
Taninos Soluci_(')n de gelaf[ina + Prec?p?tado blanco
Gelatina y solucion + Precipitado blanco
salina
Solucion salina - -
: Formacion de Formacién de espuma
Saponinas - .
espuma persistente
Triterpenos _ Reactivo de i Cambio de color_ a verde,
yio Liberman-Burchard azul o rojo
esteroides Reactivo de Precipitado con cambio de
Salkoswski i color a naranja
Derivados 5% NaOH -
antr(;j;\ileno 0.5% Acetato de Mg ] Cambio a coloracion rojiza

(- ) no detectado, ( +) Prueba positiva débil, (++) Prueba positiva, (+++) Prueba

positiva fuerte
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Figura 19. Estructura quimica de epicatequin — (48 — 8) —epicatequin — (48 — 8,

2B — O — 7), identificada en la fraccion acuosa de tallos de Serjania schiedeana.
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La fraccion acuosa de tallos de S. schiedeana presenté un efecto insecticida
importante, comparable estadisticamente con el control positivo. La mayoria de las
investigaciones de actividad insecticida frente a afidos con extractos botanicos es
mediante bioensayos de contacto. Estudios realizados por Asiry (2015) con el &fido
Rhopalosiphum padi L. (Hemiptera: Aphididae) utilizando extractos acuosos de
diferentes partes de Citrullus colocynthis (Cucurbitales: Cucurbitaceae), reportd que
los extractos acuosos de los tallos fueron los que presentaron un mayor porcentaje
de mortalidad del 75% a 100,000 ppm, en nuestra investigacion la fraccion acuosa
de S. schiedeana mostré un efecto insecticida del 82% a una concentracion de
10,000 ppm. Se ha reportado que las infusiones de Polygonum hydropiper L. y
Azadirachta indica A. Juss cuentan con un potencial afidicida contra Aphis
craccivora Koch (Hemiptera: Aphididae) entre un 87.6-94.5% de mortalidad (Das et
al., 2008). En nuestro trabajo también se presentaron mortalidades similares que
variaron de acuerdo al tiempo de exposicion entre 36-82% en diferentes
concentraciones. Por otro lado, Moawad y Al-Barty (2011) realizaron un estudio de
plantas medicinales y ornamentales de extractos de etanol y agua, frente al &fido
de la granada Aphis punicae Passerini (Hemiptera: Aphididae), demostrando que
los extractos de etanol de Ruta chalepensis L. cuentan con un efecto repelente
(75%) e insecticida (79.5%) a una concentracion del 0.015%. En nuestros
bioensayos de ingesta también se demuestra que los extractos de polaridad alta
son efectivos. En otra investigacion Kim et al. (2005) evaluaron extractos
metanolicos de 28 muestras de 22 especies de plantas contra diversos insectos,
incluyendo a los é&fidos Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae) y Myzus

persicae Sulzer (Hemiptera: Aphididae), los extractos de las hojas de Ficus carica
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L. y frutos de Gardenia jasminoides J. Ellis cuentan con un potente efecto
insecticida con porcentajes de supervivencia de 2.4% contra los dos afidos. Pavela
et al., (2009) probaron el efecto de extractos metandlicos contra Myzus persicae,
demostrando que el extracto mas activo fue el de Impatiens parviflora DC. con 99.7
y 90.0% de mortalidad a las 54 h de exposicién en concentraciones de 0.5y 0.1 %,
respectivamente. Los resultados de nuestra investigacién a concentraciones de
5000 ppm (= 0.5%) logr6 una mortalidad del 56% en 72 h.

Hasta el momento no se encontraron reportes en la bibliografia de la actividad
insecticida de Serjania schiedeana contra &fidos. Se han reportado escasos
estudios de sustancias aisladas de plantas de la familia Sapindaceae contra afidos.
Diaz et al., (2015) reporta que un extracto etandlico foliar de Dodonaea viscosa
mostré actividad disuasoria contra dos especies de afidos Rhopalosiphum padi y
Myzus persicae; Lupeol, Stigmasterol y Stigmast-1-en-3-ol fueron aislados, los
compuestos 1 y 3 fueron activos contra M. persicae y el compuesto (3) tuvo
actividad con ambos afidos. Otro estudio fitoquimico de una Sapindaceae
Allophylus edulis (A. St.-Hil.) (extracto etandlico de ramas) produjo el aislamiento
de varios productos naturales de los cuales el 6,7-epoxycaryophyllene, lupeol y -
sitosterol demostraron ser repelentes contra M. persicae. (Diaz et al., 2014).

El estudio fitoquimico de la fraccion acuosa de S. schiedeana revel6 la presencia
de alcaloides, flavonoides y taninos, confirmandose con el andlisis de HPLC a los
principales constituyentes quimicos en la fraccion acuosa, quienes fueron
identificados como proantocianidinas. Estos compuestos fendlicos han presentado
actividad bioldgica frente a insectos, como por ejemplo, Muema et al. (2016)

identificaron a las proantocianidinas como componentes principales en el extracto
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metandlico de Camellia sinensis (Theaceae) la cual logré6 una mortalidad larvaria
del 100% a 25 ppm, contra Anopheles arabiensis y A. gambiae. En nuestra
investigacion, también fueron detectadas proantocianidinas en la fraccion acuosa

de S. schiedeana, la cual logré una mortalidad del 82% contra M. sacchari.



https://www.google.com/search?q=Theaceae&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3MCqPN6haxMoRkpGamJyamAoAcQawpxgAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiZiseSmIziAhUKSq0KHeEsAHsQmxMoATAhegQIDRAN

CONCLUSIONES

Se aislé un compuesto de tipo flavonoide llamado rutina en la fraccion activa
del extracto de metanol de las hojas de Dodonaea viscosa.

La fraccidon activa rica en rutina presentd un efecto afidicida contra M.
sacchari en bioensayos en dieta artificial.

Rutina presenté una mortalidad del 62% en bioensayos en dieta artificial
contra M. sacchari.

Se identificd en la fraccidon activa del extracto de n-hexano de las hojas de
Ricinus communis a dos acidos grasos (miristico y estearico),

El extracto de n-hexano y los dos &cidos grasos presentaron un efecto
afidicida importante en bioensayos de contacto.

Se identific6 en la fraccibn acuosa de Serjania schiedeana a una
proantocianidina como compuesto mayoritario, el cual cuenta con actividad
afidicida contra M. sacchari.

La fraccion acuosa de Serjania schiedeana mostro un efecto afidicida contra
M. sacchari en bioensayos en dieta artificial.

Con los resultados obtenidos se puede concluir que el los extractos de baja
polaridad son los responsables de la actividad afidicida en bioensayos de
contacto, los extractos de intermedia y alta polaridad mostraron un menor
efecto.

Los extractos de polaridad alta presentaron una mayor actividad afidicida en
bioensayos en dieta artificial, en contraste con los extractos de polaridad

intermedia y baja quienes presentaron una menor actividad afidicida.
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Si bien ya se ha descrito el efecto insecticida de D. viscosa y de R.
communis, este es el primer reporte que indica el potencial afidicida contra
M. sacchari de estas especies vegetales.

Este trabajo de investigacion, reporta por primera vez el efecto insecticida de

S. schiedeana.

Esta investigacion apoya el uso de D. viscosa, R. communis y S. schiedeana
y sienta las bases para sean tomadas en cuenta en el control integrado de

plagas.
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PERSPECTIVAS

e Continuar con el estudio quimico de D. viscosa y R. communis, con la
finalidad de aislar otros posibles compuestos con actividad afidicida.

e Realizar un fraccionamiento quimico que permita aislar otros productos
naturales presentes en las especies vegetales y de las sub-fracciones que
presentan actividad afidicida.

e Realizar un estudio quimico biodirigido a Serjania schiedeana, especie que
presenta una importante actividad afidicida y de la cual no hay reportes en la
literatura de esta actividad bioldgica.

e Promover el desarrollo de un insecticida botanico eficaz de estas especies
vegetales contra M. sacchari.

e Evaluar el efecto afidicida de extractos, fracciones y/o compuestos puros de
las tres especies vegetales en bioensayos en invernadero o campo, para

conocer su potencial en condiciones no controladas.
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Insecticidal compounds in Ricinus communis L.
(Euphorbiaceae) to control Melanaphis sacchari Zehntner
(Hemiptera: Aphididae)

César Sotelo-Leyva*, David Osvaldo Salinas-Sanchez>*, Guadalupe Penia-Chora?,
Adriana Gabriela Trejo-Loyo’, Manasés Gonzalez-Cortazar**, and Alejandro Zamilpa*

Abstract

The sugarcane aphid, Melanaphis sacchari Zehntner (Hemiptera: Aphididae), is recognized as an important pest of sorghum cultivation. The use of
natural products in the form of botanical extracts represents an alternative for its control. In this investigation, we evaluated the insecticidal activ-
ity of hexanic, acetonic, and methanolic extracts of leaves, fruits, and roots of Ricinus communis L. (Euphorbiaceae). These were applied in contact
bioassays at different concentrations to control apterous adults of M. sacchari. We found that the chemical components of lower polarity contained
in the hexane extract of leaves (RcLH) produced the best biological effect, with 96% mortality at 72 h. Thin layer chromatography allowed fractions of
this extract to be grouped into 7 categories (F1-F7) based on their chemical content. The F3 category produced 90% mortality at 10,000 ppm at 72
h in contact bioassays. The 'H and “*C nuclear magnetic resonance analysis in addition to the gas chromatography-mass spectrometry of F3 revealed
the presence of myristic and stearic acid. Our results showed that the hexanic extracts of R. communis and their fatty acids may be an alternative for
the development of new insecticides, constituting a better option in terms of effectiveness and lower toxicity compared with the synthetic products
currently on the market used for their control.

Key Words: hexane extracts; aphids; myristic acid; stearic acid

Resumen

El pulgdn de la cafia de azlicar Melanaphis sacchari Zehntner (Hemiptera: Aphididae), es reconocido como una plaga importante para el cultivo de
sorgo. El uso de productos naturales en forma de extractos botanicos representa una alternativa para su control. En esta investigacion, evaluamos
la actividad insecticida de los extractos hexdnicos, acetdnicos, y metandlicos de hojas, frutos y raices de Ricinus communis L. (Euphorbiaceae). Estos
se aplicaron en bioensayos de contacto a diferentes concentraciones contra adultos dpteros de M. sacchari. Descubrimos que los componentes
quimicos de menor polaridad contenidos en el extracto de hojas de hexano (RcLH) producian el mejor efecto bioldgico, con una mortalidad del 96%
a las 72 horas. La cromatografia en capa fina permitié que las fracciones de este extracto se agruparan en siete categorias (F1-F7) en funcién de
su contenido quimico. F3 produjo 90% de mortalidad a 10.000 ppm a las 72 horas en bioensayos de contacto. El analisis de resonancia magnética
nuclear (RMN) *H y C, ademas de la cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-MS) de F3 reveld la presencia de acido miris-
tico y estedrico. Nuestros resultados mostraron que los extractos hexanicos de R. communis y sus acidos grasos pueden ser una alternativa para el
desarrollo de nuevos insecticidas, constituyendo una mejor opcidn en términos de efectividad y menor toxicidad en comparacién con los productos
sintéticos actualmente en el mercado.

Palabras Clave: extractos de hexano; afidos; acido miristico; acido estearico

Worldwide the USA and Mexico are the most important producers  in many areas of Africa, Asia, Australia, and the Far East, but it is a se-
of sorghum (Sorghum bicolor [L.] Moench; Poaceae) (FIRA 2016). His-  vere sorghum pest in the USA and Mexico (Singh et al. 2004).
torically, this ancient commodity is one of the most important cereals In 1970, M. sacchari entered the USA as a pest of sugar cane
for animal feed (Chuck-Hernandez et al. 2011). Melanaphis sacchari ~ (Schenck & Lehrer 2000). By 2013, outbreaks of this pest were found
Zehntner (Hemiptera: Aphididae) is an economically important insect  in sorghum crops causing economic losses in North America (Arm-
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strong et al. 2015). Although the buds of sugar cane can be infested
with M. sacchari, no significant damage occurs to that crop (Medina
et al. 2017). However, damage to sorghum by this aphid is consider-
ably more serious. About 20 US states and sorghum-producing areas
in Mexico have suffered severe damage since the introduction of this
pest in 2013 (Bowling et al. 2016; Harris-Shultz et al. 2017). Accord-
ing to Nibouche et al. (2018) the change of host from sugar cane to
sorghum may be due to a change in host preference, or the arrival of a
new biotype of yellow aphid specializing in sorghum.

In Mexico, chemical insecticides such as neonicotinoids have been
used to control this aphid (Tejeda-Reyes et al. 2017). The negative
effects of these chemical compounds on human health have been
reported (Muller et al. 2005), and they have been implicated in bee
colony collapse (Medrzycki et al. 2003). In view of this situation, it is
necessary to search for new alternatives for the control of agronomic
pests, such as those from botanical extracts that are generally more
environmentally friendly and less damaging to the health of humans
as well as other non-target organisms (Isman 2008).

A plant species of possible interest for use to control M. sacchari is
Ricinus communis L. (Euphorbiaceae), commonly known as “higueril-
la.” This plant is native to Africa, although some authors suggest that it
may have originated from India or China (Worbs et al. 2011). Currently,
this plant species is widely distributed worldwide and has many in-
dustrial, ornamental, and medicinal applications (Rana et al. 2012). To
date, a total of 83 compounds have been isolated from various parts of
R. communis, including alkaloids, terpenoids, flavonoids, benzoic acid
derivatives, coumarins, tocopherols, and fatty acids. These compounds
have demonstrated cytotoxic, insecticidal, anti-inflammatory, antioxi-
dant activity, and anti-asthmatic properties, among others (Ribeiro et
al. 2016). We report here our investigations with polarity extracts of
leaves, fruits, and roots of R. communis for their insecticidal effective-
ness against M. sacchari, and to identify active compounds responsible
for their bioactivity.

Materials and Methods

PREPARATION AND ANALYSIS OF PLANT EXTRACTS

Leaves, fruits, and roots of R. communis were collected in the com-
munity of Yautepec, Morelos, Mexico (18.8248611°N, 99.0963333°W)
in Jan 2018. A specimen of the plant was identified by M.C. Gabriel
Flores Franco, specialist taxonomist, at the Herbarium of the Centro
de Investigacién en Biodiversidad y Conservacién, at the Universidad
Auténoma del Estado de Morelos, México, where it was deposited un-
der catalog number 34874.

Prior to extraction, 100 g of leaves, 50 g of fruit, and 150 g of R.
communis roots were dried outdoors in the shade for 15 d. Each plant
part was macerated consecutively in 500 mL of 3 solvents of ascend-
ing polarity (n-hexane, acetone, and methanol) for 72 h. This process
was conducted in triplicate. The solvent was removed by distillation
under reduced pressure using a rotary evaporator (Buchi 205, Flawil,
Switzerland). Extracts obtained were named depending on the solvent
and part used: n-hexane extracts: leaf, fruit, and root; acetone extracts:
leaf, fruit, and root; methanol extracts: leaf, fruit, and root.

The n-hexane leaf extract showed a higher mortality of aphids
(96%), compared with the extracts of acetone (56%) and metha-
nol (54%), and was further investigated to determine the bioactive
components. Seven g were fractionated in a glass column previously
packed with 60 g of silica gel 70-230 mesh (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany). A gradient of n-hexane and ethyl acetate was used as the
mobile phase, starting with 100% n-hexane and ending with 100% of
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the solvent of higher polarity, collecting 10 mL samples at each gradi-
ent. This process was monitored by thin layer chromatography. Thin
layer chromatography was used to obtain fractions based on chemical
contentinto 7 categories (F1-F7): F1 (2.4 g, 95:5), F2 (0.69 g, 90:10), F3
(1.5 g, 85:15), F4 (0.64 g, 80:20), F5 (0.13 g, 50:50), F6 (0.16 g, 30:70),
and F7 (0.19 g, 100% ethyl acetate), then subsequently evaluated in
contact bioassays described later.

The most active fraction (F3, 1.5 g) isolated from n-hexane extract:
leaf was subjected to a column chromatographic fractionation packed
with silica gel (25 g, 70-230 mesh, Merck KGaA, Darmstadt, Germa-
ny). A gradient of n-hexane and ethyl acetate was used as the mobile
phase, starting with 100% n-hexane and ending with 100% ethyl ac-
etate. A total of 433 mg of a fraction obtained from F3 was separated
in a reverse phase column packed with silica gel (1 g, RP-18, 40-63 um,
Merck KGaA, Darmstadt, Germany) with water and acetonitrile as the
mobile phase. Analysis of F3 using thin layer chromatography revealed,
with Komarovsky reagent, the presence of 2 major products: myristic
acid (25.4 mg) and stearic acid (26.3 mg). These were subsequently
identified by nuclear magnetic resonance spectra recorded on a Bruker
Advance Il HD-600 at 600 MHz for 'H nuclear magnetic resonance and
C nuclear magnetic resonance in CDCl,. The mass-coupled gas chro-
matograph data was obtained using an Agilent 5975C equipped with
a long-duration ion multiplier triple-axis detector in electronic impact
mode.

BIOASSAYS

Laboratory colonized adult M. sacchari maintained in a greenhouse
at Centro de Investigacion en Biodiversidad y Conservacion, at the Uni-
versidad Autdonoma del Estado de Morelos, México were used in this
study. Insects were maintained at the optimum temperature for insect
reproduction of 25 * 2 °C and fed hybrid sorghum variety M550 (Ma-
jestic Seeds Co., Hodges, South Carolina, USA).

Contact bioassays consisted of placing a 5 x 5 cm sorghum leaf into
a 30 cm’ plastic Petri dish with filter paper on the bottom. One mL of
distilled water was added to prevent the sorghum leaf from drying out.
Ten M. sacchari were placed on a leaf using a camel hair brush. Ten L
of Tween 20 (0.2%) was added to each of the n-hexane and acetone
extracts to allow them to be homogenized in 2 mL of water. A standard
airbrush (Truper® Aero-35, Estado de México, México) was used to
spray 0.15 mL of each mixture at concentrations of 2,500, 5,000, and
10,000 ppm onto the aphids. Two replicates were carried out with 5
repetitions per extract concentration in a completely randomized de-
sign. Percent aphid mortality was recorded at 24, 48, and 72 h after
treatment. The synthetic chemical insecticide Confial® (active ingredi-
ent: 1% imidacloprid) and Tween 20 (0.2%) were used as controls.

STATISTICS

Mean percent mortality data were arcsine transformed prior to sta-
tistical analysis using an initial ANOVA test within a randomized study
design. Post-hoc comparison of means was carried out using the Tukey
test at (P < 0.05) using SAS 9.0 (SAS 2002). Untransformed means are
presented.

Results

The yield of R. communis leaves, fruit, and root obtained from
the extracts were as follows: n-hexane leaf (8%), fruit (2%), and root
(0.5%); acetone leaf (2%), fruit (4%), root (0.9%); methanol leaf (16%),
fruit (4%), and root (3.8%). In general, hexane extracts provided the
highest mortality (96%) at 10,000 ppm at 72 h (Table 1). Aphid mor-
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Table 1. Mean percent mortality (+ SD) of apterous Melanaphis sacchari from contact bioassays of various hexane extracts of Ricinus communis plant parts.

% Mean mortality

Treatments Concentration (ppm) 24 h 48 h 72 h
n-hexane extract — leaf 10,000 60 + 2.0 94 +1.3° 96 +0.8°
5,000 50+ 1.0™ 70 £1.2% 74 +1.1°
2,500 20 + 0.4 38 +1.2¢ 42 + 1.4
n-hexane extract — fruit 10,000 66+ 1.6™ 78 +1.7* 84 +1.5™
5,000 22 +1.9% 32+1.6" 44 +0.8*
2,500 26 +1.6“ 42 +2.3% 42 +£2.3°
n-hexane extract — root 10,000 76 +1.5° 86+1.6° 88 +1.3*®
5,000 32+2.3¢ 46 +2.3% 60 + 2.4
2,500 28+ 1.7% 36 +2.0™ 54 +1.6“
Tween 20 (negative control) 2,000 0° 0° 6+0.5
Imidacloprid (positive control) 10,000 100° 100° 100°

Means in each column with different letters were significantly different, Tukey multiple comparison test (P < 0.05).

tality between 5,000 and 10,000 ppm was not significantly different
during this period of time. At 10,000 ppm, hexane leaf mortality was
not significantly different from that of hexane root and fruit, and the
positive control, imidacloprid, at 72 h. At 48 h, hexane leaf at 5,000 and
10,000 ppm also showed no significant difference compared with the
positive control, exhibiting mortalities of 70 and 94%, respectively. In
the same way, hexane fruit and root at 10,000 ppm were not signifi-
cantly different from the positive control at 48 h.

All acetone extracts were less effective compared with hexane ex-
tracts (Table 2). At 10,000 ppm, acetone leaf and root had the highest
aphid mortality (56%), and were significantly lower than the positive
control. On the other hand, it was observed that the percentage of
mortality at 48 h of the 3 treatments was below 50%, with the excep-
tion of acetone root at 10,000 ppm, which had a mortality of 52%.
Statistically, no treatment was as effective as the positive control (imi-
dacloprid). Methanolic extracts of R. communis were also less effective
than the hexane and acetone extracts (Table 3).

Of all the fractions evaluated, F3 was statistically equal at all con-
centrations in effectiveness compared with imidacloprid (Fig. 1). The
F3 category consisted of myristic and stearic acids. The 'H nuclear mag-
netic resonance analysis of this fraction showed 4 multiple signals of &
0.89 to 2.30 ppm, characteristic of fatty acids, and was confirmed with
C nuclear magnetic resonance spectra by & signals 13.82 to 43.81. In

addition, the presence of a carbonyl confirmed the presence of these
acids. Gas chromatography-mass spectrometry analysis yielded the fol-
lowing data: tetradecanoic (myristic) acid (6.8 min, 228 uma [M] * for
C,H,,0,) and octadecanoic (stearic) acid (8.4 min, m / z 284 uma [M +

H] * C,H,.0,).

Discussion

The yellow aphid M. sacchari is an invasive species and the
most important pest associated with sorghum cultivation. This in-
sect has caused economic losses to farmers in the USA and Mexico,
the top producers worldwide of this crop. The use of insecticides
of synthetic origin represents the most effective option for their
control because they are broad spectrum. The search for botani-
cal alternatives for the control of M. sacchari is necessary because
the use of bioinsecticides represents a more friendly option for the
environment while minimizing the adverse impact to non-target or-
ganisms. Plants can defend themselves against the attack of aphids
by producing secondary metabolites that can be used to control
these insects. Ricinus communis is an interesting plant species with
documented insecticidal activity (Rana et al. 2012). However, a lit-
erature search revealed little to no information regarding the use

Table 2. Mean percent mortality (+ SD) of apterous M. sacchari from contact bioassays of various acetonic extracts of Ricinus communis plant parts.

% Mortality + SD

Treatments Concentration (ppm) 24 h 48 h 72 h
acetone extract — leaf 10,000 32+1.0° 46 +1.8® 56 +1.4°
5,000 26+ 1.3 38 +1.6* 42 +1.3®
2,500 10 + 1.0 14 +0.5¢ 26 +0.8¢
acetone extract — fruit 10,000 28 + 1.0 34 +1.6™ 46 +1.6®
5,000 8+0.8™ 18 + 0.8 26+1.1¢
2,500 4+0.5" 16 + 0.8« 22 +0.4¢
acetone extract — root 10,000 40+0.7° 52+1.7° 56+1.8°
5,000 16+1.1% 40 + 1 50+1.2°
2,500 16 + 0.5 24 + 1.3 36+ 1.6
Tween 20 (negative control) 2,000 (o} 0° 6+0.5°
Imidacloprid (positive control) 10,000 100° 100° 100°

Means in each column with different letters were significantly different, Tukey multiple comparison test (P < 0.05).
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Table 3. Mean percent mortality (+ SD) of apterous Melanaphis sacchari from contact bioassays of various methanolic extracts of Ricinus communis plant parts.

% Mortality + SD

Treatments Concentration (ppm) 24 h 48 h 72 h
methanol extract — leaf 10,000 40+2.09° 46 +3.0° 54 +2.0°
5,000 28 +0.8" 40+ 1.5% 50 + 1.0”
2,500 20 +2.3* 34+1.1 46 + 1.1
methanol extract — fruit 10,000 4+0.8" 6+0.8 22 +1.6%
5,000 0+0° 4+0.5 20+ 1.0%
2,500 0+0° 4+0.8 16 +0.8¢
methanol extract — root 10,000 20+ 0.7 32 +0.8"* 44 + 0.8
5,000 12 +1.3" 18 £ 0.8 40 + 1
2,500 10+ 0.7 12 +0.8* 22 +1.3%
Tween 20 (negative control) 2,000 0 0’ 6+0.5
Imidacloprid (positive control) 10,000 100° 100° 100°

Means in each column with different letters were significantly different, Tukey multiple comparison test (P < 0.05).

of extracts from this species for control of M. sacchari. Thus, to our
knowledge, this is the first report on this subject. In our study, it
was shown that hexane extracts from different parts of R. commu-
nis resulted in the highest mortality, compared with other extracts
that were bioassayed with rates of 88 to 96% mortality occurring at
10,000 ppm, 78 to 94% at 5,000 ppm, and 60 to 76% at 2,500 ppm at
72 h. This is consistent with previous reports of other plant species
for control of aphids. For example, Ateyyat and Abu-Darwish (2009)
evaluated hexane bark extracts of Rhamnus dispermus (Ehrenb. ex
Boiss.) (Rhamnaceae) to control the aphid Pterochloroides persicae
(Cholodkovsky) (Hemiptera: Aphididae), reporting 40% mortality at
10,000 ppm in 72 h. Moreover, results of our investigation during
the 48-h time period revealed insecticidal activity with ranges from
78 to 94% at 10,000 ppm, 32 to 70% at 5,000 ppm, and 38 to 42% at
2,500 ppm. This is similar to previous studies, such as that of Arya et
al. (2014), who tested the oil ether extracts of R. communis seeds to
control the aphid Lipaphis erysimi (Kaltenbach) (Hemiptera: Aphi-
didae) with concentrations of 10,000 ppm and 5,000 ppm causing

100% and 75% mortality, respectively, in 48 h. Hewage et al. (1997)
reported that the hexane extract of Pleiospermium alatum (Wight
& Arn.) Swingle (Rutaceae) produced 90% mortality at 4,000 ppm at
48 h for the aphid Aphis craccivora (Koch) (Hemiptera: Aphididae).
Another investigation, conducted by Rodriguez et al. (2012), dem-
onstrated that oil ether extracts from Picrasma crenata (Vell.) Engl.
(Simaroubaceae) produced 75% mortality at 6,000 ppm at 48 h in
Myzus persicae Sulzer (Hemiptera: Aphididae).

Our studies showed that the insecticidal action of hexane extracts
24 h after application of the treatments exerted an insecticidal effect,
with mortality rates of 60 to 76% at 10,000 ppm and 22 to 50% at
5,000 ppm. These rates were similar to those published by Singh et al.
(1988) to control the mustard aphid, L. erysimi, where hexane extracts
from seeds of Azadirachta indica (A. Juss) (Meliaceae) produced 48%
mortality at 5,000 ppm in 24 h. In addition, an investigation by Nia et
al. (2015) showed that the Artemisia herba-alba (Asso) (Asteraceae)
petroleum ether extract produced 40% mortality at 10,000 ppm in 24
h for the aphid M. persicae.
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) . = cl a a

{1007 a, T 2241 e 7
z o | 1N, N HTE
© 50 - 7% Al ’ﬁ : B b : 'ﬁ %
5 e |
= 4 Ml " 1 é |
S 20 55 55 ﬁ : cl ﬁ $
S 0 1 N gl 0
S g A Al 2k Al Al

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
Treatments

Fig. 1. Mean percent mortality (+ SD) of apterous Melanaphis sacchari from contact bioassays of various hexane leaf fractions and concentrations of Ricinus
communis at 72 h compared with imidacloprid as a positive control. Means with different letters for each fraction were significantly different, Tukey’s multiple

comparison test (P < 0.05).
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Considering that the cuticle of aphids is mainly composed of alkyl
esters, the methyl esters of fatty acids, triacylglycerides, and free fatty
acids (Brey et al. 1985), it is possible that the effectiveness of hexane
extracts is due to the chemical affinity of low-polarity compounds pres-
ent in the extract with the aphid cuticle. In contrast, the acetone and
methanol extracts produced low mortality rates due to low affinity to-
ward the fatty body of M. sacchari.

Our bio-directed study led us to the identification of 2 major fatty
acids (myristic acid and stearic acid) which were present in the F3 frac-
tion of hexane leaf. This mixture possessed the highest mortality (90%)
at 10,000 ppm in 72 h. These 2 fatty acids had been identified previ-
ously in R. communis (Bigi et al. 2004; Ramos-Lopez et al. 2012). We
are not aware of reports on the insecticidal activity of these 2 fatty
acids for control of aphids. In conclusion, hexane extracts were found
to possess very effective insecticides for control of M. sacchari. Ricinus
communis may represent a plausible avenue in the development of
novel biorationale products for agronomic crop pest control for control
of aphids.
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Aphidicidal Effect of a Fraction of Dodonaea viscosa' Flavonoids against
Melanaphis sacchari?
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Victor Lopez-Martinez®, Manasés Gonzalez-Cortazar’, y Alejandro Zamilpa™

Resumen. EIl objetivo principal de este estudio fue identificar el compuesto
mayoritario de una fraccion (F3) de hojas de Dodonaea viscosa con actividad
afidicida contra Melanaphis sacchari. El 3-O-rutindsido de quercetina (rutina) fue
aislado de F3 por técnicas cromatograficas convencionales e identificado por
resonancia magnetica nuclear y analisis de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC). La fracciéon F3 obtenida de un extracto metandlico de D. viscosa (DvEM),
exhibié una actividad afidicida del 70% frente a M. sacchari en una concentracion de
10,000 ppm a las 72 horas en dieta artificial. El insecticida imidacloprid produjo 100%
de mortalidad de los afidos, mientras que la mortalidad en el control fue 5%. Pruebas
fitoquimicas clasicas comprobaron la presencia de alcaloides, flavonoides, taninos,
cumarinas, antracenos, saponinas, triterpenos, y/o esteroides, en DvEM, para
identificar los grupos de compuestos presentes y asi llevar a cabo la estrategia de
separacion quimica. EIl perfil qguimico de DvVEM realizado por HPLC indica que la
fraccion F3 esta constituida por flavonoides, destacando la presencia de rutina. Este
flavonol aislado de F3 fue caracterizado por RMN de 'H y *C. Los resultados
demostraron que este tipo de flavonoides mayoritarios en DvEM pueden ser
considerados como una alternativa para el desarrollo de nuevos insecticidas,
constituyendo una opcién ante los productos quimicos toxicos que actualmente se
encuentran en el mercado.

Abstract. The main objective of this study was to identify the majority compound of
a fraction (F3) of Dodonaea viscosa leaves that have aphidicidal activity against
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Melanaphis sacchari. Quercetin 3-O-rutinoside (rutin) was isolated from F3 by
conventional chromatographic techniques and identified by nuclear magnetic
resonance imaging and high-resolution liquid chromatography (HPLC) analysis. The
F3 fraction obtained from a methanolic extract of D. viscosa (DvVEM) exhibited an
aphidicidal activity against M. sacchari of 70% at a concentration of 10,000 ppm
during 72 hours on an artificial diet. The insecticide imidacloprid eliminated 100% of
the aphids, while 5% of the check were dead. Classic phytochemical tests checked
the presence of alkaloids, flavonoids, tannins, coumarins, anthracens, saponins,
triterpenes, and/or steroids in DvEM and identified the groups present and thus used
a chemical separation strategy. The chemical profile of DVEM by HPLC indicated the
F3 fraction consisted of flavonoids, highlighting the presence of rutin. This flavonol,
isolated from F3, was characterized by 'H and '3C NMR. The results showed this
type of major flavonoids in DVEM can be considered an alternative for development
of new insecticides, constituting a better option than toxic chemicals currently used.

Introduccion

El pulgén de la cafia de azucar Melanaphis sacchari Zehntner (Hemiptera:
Aphididae), es originario de Africa, y actualmente, se encuentra distribuido a nivel
mundial, teniendo preferencia por el sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) (Harris-
Shultz et al. 2017). En México ingresé en 2013 provocando pérdidas de 30 al 100%
en la produccion del sorgo (Huerta-Rodriguez et al. 2018). M. sacchari se alimenta
de la savia de la hoja y tallo del sorgo, siendo vector importante del virus sugarcane
yellow leaf virus. Otro dafio importante a la planta es la presencia de fumagina
(Capnodium spp.) que interviene en la eficacia de la fotosintesis (Perales-Rosas et
al. 2017).

Para su control, se aplican insecticidas neonicotinoides, como imidacloprid, el
cual mantiene la densidad de la poblacion por debajo del umbral de dafo econdmico
de 50 individuos por hoja a partir de los 7 dias después de la aplicacion (Tejeda-
Reyes et al. 2017). Los plaguicidas quimicos han jugado un rol importante en el
control de los insectos plaga, beneficiando el incremento de la produccién agricola,
pero estos productos ingresan a la cadena alimenticia causando afectaciones en
organismos vivos (Mekuaninte et al. 2011). Se ha reportado, que altas dosis y
aplicaciones frecuentes de insecticidas quimicos han causado envenenamientos en
los humanos, principalmente en paises en desarrollo, los insecticidas botanicos
pueden ser efectivos para la proteccion de los cultivos contra el ataque de insectos
plaga, ademas de ser menos costosos, biodegradables, y seguros para el ser
humano y el medio ambiente (Silva et al. 2002, Isman 2008, Nava-Pérez et al. 2012).
Una especie vegetal de interés es Dodonaea viscosa Jacq. (Sapindaceae)
ampliamente distribuida en muchas partes del mundo incluyendo México (Ramirez-
Davila y Pérez 2008). Se utiliza para tratar multiples enfermedades humanas, debido
a la presencia de distintos compuestos quimicos como los di y triterpenos, saponinas,
flavonoides, y una mezcla compleja de otros compuestos fendlicos (Sandhya et al.
2009). Tambien ha mostrado actividad repelente frente al afido de los cereales
Rhopalosiphum padi L. (Hemiptera: Aphididae) (Diaz et al. 2015). El objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto afidicida de los extractos de polaridad ascendente de D.
viscosa, y mediante una separacidén cromatografica, aislar e identificar al compuesto
mayoritario presente en las hojas de esta especie vegetal.
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Materiales y Métodos

Las hojas de Dodonaea viscosa se colectaron en la localidad de Barranca
Honda, Yautepec, Morelos, México (18° 49'.29.5” N, 99° 05' 46.8” W), en octubre de
2017, y fue identificada por Gabriel Flores Franco (Centro de Investigacién en
Biodiversidad y Conservacion, Universidad Autébnoma del Estado de Morelos) y un
ejemplar preservado se depositd en el herbario HUMO del CIByC-UAEM, con
numero de folio 34892. EIl material seco y molido (500 g) fue extraido con n-hexano
(DVEH), acetona (DVEA) y metanol (DvVvEM), 2.5 | de cada disolvente por separado
por maceracion durante 3 dias/tres veces. EIl disolvente fue eliminado a presion
reducida usando un evaporador giratorio (Buchi 205, Flawil, Switzerland). Los
extractos secos fueron comparados por cromatografia en capa fina (CCF). Debido
a su similitud quimica, los extractos fueron mezclados, dando los siguientes
rendimientos totales: DVEH (2%), DVEA (12%), y DVEM (24%).

DVEM (7g) fue fraccionado en una columna de vidrio previamente empacada
con 60 g de silica gel 60 g, 70-230 mesh (Merck KGaA Darmstadt, Germany). Se
utilizd un gradiente de diclorometano/metanol como fase movil y aumento de
polaridad del 5%. Este proceso fue monitoreado por cromatografia en capa fina
(CCF), analisis que permitio llevar a cabo la agrupacion de cuatro fracciones en
funcién de su contenido quimico (F1-F4). La fraccién mas activa (F3, 1.2 g) aislada
de DVEM se sometio a un fraccionamiento cromatografico en una columna de fase
reversa con silica gel (10 g, RP-18, 40-63 um, Merck) con agua/acetonitrilo como
fase movil (muestras de 10 ml). Obteniendo 5 sub-fracciones (F3A1-5). La fraccion
F3A-4, contenia una sustancia amarilla-verdosa como compuesto mayoritario, la cual
produce una coloracion amarilla en cromatografia en capa fina al ser tratada con
reactivo NP-PEG (2-aminoetildifenil borinato), indicando la presencia de un
flavonoide, el cual fue elucidado por RMN como 3-O-rutinésido de quercetina (rutina):
32 mg, p.f. = 241-242°C. La RMN se registré en un equipo Varian Inova 400 MHz
con sonda de deteccion inversa de dos canales de radiofrecuencia 'H/15N-31PPFG
(Bmm) disuelto en CDCIs. Los desplazamientos quimicos son reportados en ppm,
mientras que el tetrametilsilano se utilizé como referencia interna.

Ademas, tambiéen se utilizé HPLC para la identificacion del compuesto aislado
de F3-DVEM, con un equipo de moddulos de separacion Waters 2695 equipado con
detector de matriz de fotodiodos Waters 996 y un software Empower Pro (Waters
Corporation). La separacion quimica se logré utilizando una columna Discovery® C-
18 (250 x 4.6 mm, 5 ym, SUPELCO). La fase movil consistié en agua al 0.5% de
acido trifluoroacético como solvente A y acetonitrilo como solvente B. El sistema fue
un gradiente como se describe a continuacién: 0-1 min, 0% B; 2-3 min, 5% B, 4-20
min, 30% B; 21-23 min, 50% B; 24-25 min, 80% B; 26-27 100% B; 28-30 min, 0% A.
El flujo se mantuvo a 0.9 mL/min, y el volumen de inyeccidén de la muestra fue de 10
pl. La absorbancia se midido a 280 nm, el pico del flavonoide fue identificado por
comparacion directa de los tiempos de retencion y espectros UV con un estandar
comercial de referencia (Sigma-Aldich). Para identificar los grupos de metabolitos
secundarios de la DVEM se utilizaron métodos fitoquimicos clasicos para observar la
presencia-ausencia de alcaloides, cumarinas volatiles, flavonoides, saponinas,
taninos, triterpenos, y esteroides, asi como derivados del antraceno (Harborne 1973,
Stahl 1973, Lock1994, Wagner y Bladt 1996).

Se colectaron pulgones en la comunidad de Tenango, Morelos, y se
realizaron preparaciones permanentes para su identificacidon, con la ayuda de
Adriana Gabriela Trejo Loyo del Centro de Investigaciones Biologicas (CIB-UAEM)
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mediante las claves taxondmicas de Blackman y Eastop (1984). Para la actividad
afidicida in vitro se utilizaron adultos apteros de M. sacchari, de una colonia que
previamente se establecio sobre plantas de sorgo variedad M550 en condiciones de
invernadero, en el Centro de Investigacion en Biodiversidad y Conservaciéon de la
Universidad Auténoma del Estado de Morelos (CIByC-UAEM). La colonia se
mantiene a 25 + 2°C. La dieta artificial utilizada se baso en Toledo-Hernandez et al.
(2018), y el sistema de alimentacion lo descrito en Torres-Quintero et al. (2013).

En cada sistema de alimentacion se colocaron dos ml de la dieta artificial
adicionando los tratamientos y homogenizados en un bafio ultrasénico (Cole-
Parmer®) en concentraciones de 2500, 5000, y 10000 ppm, con un control positivo
(Confial® imidacloprid 1%) y uno negativo (dieta artificial). Dentro de cada sistema
de alimentacion se colocaron 10 adultos apteros y se incubaron por 72 horas a una
temperatura entre 23 + 2°C. Cada unidad experimental consistié de un sistema de
alimentacion, se realizaron dos replicas con cinco repeticiones por tratamiento, en
un diseno completamente al azar. La variable respuesta fue el porcentaje de
mortalidad de los afidos a las 24, 48, y 72 horas.

Los datos de mortalidad se transformaron en Arcoseno antes del analisis
estadistico utilizando una prueba ANOVA, dentro de un disefio de estudio aleatorio.
La comparacion de medias se realizo mediante la prueba Tukey (P = 0.05) utilizando
SAS 9.0 (SAS 2002). Se presentan datos no transformados.

Resultados y Discusion

Nuestro trabajo representa el primer reporte, a nuestro entender, de la
actividad afidicida por ingesta de extractos botanicos contra M. sacchari. EI DvEH a
concentraciones de 2,500, 5,000, y 10,000 ppm, logré una mortalidad del 10, 17,y
25% de los afidos. El control positivo imidacloprid al 1% eliminé 95% de los insectos
y el control negativo (dieta artificial) obtuvo un porcentaje de mortalidad del 5% en
todo el tiempo experimental de 72 h. EI DVEM de D. viscosa evaluado a 2,500, 5,000,
y 10,000 ppm redujo 22, 47,y 62%, a M. sacchari. Este extracto fue mas activo que
los otros extractos de menor polaridad analizados en este trabajo. Los reportes en
bioensayos de actividad afidicida por contacto con extractos de polaridad alta son
escasos y éstos tienen un mejor efecto repelente (Pavela et al. 2009).

Las fracciones obtenidas de DvEM (F1-F4), se evaluaron a diferentes
concentraciones por ingesta en M. sacchari (Fig. 1). De todas las fracciones
evaluadas, la F3 a 10,000 ppm a las 72 h fue la que presenté un mayor porcentaje
de mortalidad (70%), no habiendo diferencias estadisticas significativas con el
control positivo, seguida de la fraccion F4 con un 60%, y F1 y F2 con un 20 y 10%,
a 10,000 ppm. Ademas, F3 y F4 lograron una buena mortalidad afidicida del 60 y
55% a 5,000 ppm, y de 52 y 50% a 2,500 ppm, a las 72 h, siendo diferentes
estadisticamente al control positivo.

Los grupos de compuestos presentes en el DvEM son: alcaloides,
cumarinas, flavonoides, taninos, saponinas, triterpenos, y/o esteroides y antracenos
(Cuadro 2). Estudios fitoquimicos previos indican que D. viscosa contiene
metabolitos secundarios del tipo flavonoides y terpenoide. Hsu y Chen (1971)
aislaron de las hojas de D. viscosa un diterpeno llamado acido hautriwaico. Sachdev
y Kulshreshtha (1983) aislaron diversos flavonoides de una fraccion de cloroformo
de D. viscosa como santina, penduletina, 5-hidroxi-3,6,7,4-tetrametoxi-flavona,
pinocembrina, 5,7,4’-trihidroxi-3,6-dimetoxiflavona. Sachdev y Kulshreshtha (1986),
reportaron la presencia de viscosol un flavonoide prenilado aislado las hojas de D.
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viscosa. Cao et al. (2009) aislaron de las raices de D. viscosa dos saponinas
triterpenoides dodoneasidos. También en las partes aereas D. viscosa se reporto
tres diterpenos ent-labdanos en un extracto etandlico de D. viscosa (Quintana de
Oliveira et al. 2012). Es importante conocer los compuestos reportados previamente
en D. viscosa, debido a que alguno de ellos podria presentar alguna actividad
bioldgica, incluida la insecticida.

En el cromatograma de HPLC de la fraccion mas activa (F3), se identificé un
pico de expresion correspondiente a la rutina (RT: 8.9 min). Este pico fue muy similar
al estandar comercial de rutina (RT: 9.0 min) (Fig. 2). El espectro de RMN de 'Hy
13C revelaron la presencia de un esqueleto de flavonol y la presencia de dos azlcares
unidos en posicidon 1°°" de ramnosa con 6" de la glucosa el cual es conocido como
rutindsido, por lo que los datos espectroscopicos y la comparacion con los datos
reportados en la literatura (De Oliveira et al. 2013, Akkol et al. 2015). Se determina
que este compuesto corresponde a 3-O-rutinésido de quercetina (Fig. 3): 'H-RMN
(400 MHz, CD30D); 6 6.20 (1H, d, 2.3 Hz, H-6), 6.39 (1H, d, 2.3 Hz, H-8), 7.67 (1H,
d, 2.3 Hz, H-2’), 6.87 (1H, d, 8.5Hz, H-5"), 7.63 (1H, dd, 2.3, 8.5 Hz, H-6"), 5.1 (1H, d,
7.4 Hz, H-1"), 3.26-3.48 (4H, m, H-2"; H-3”, H-4", H-5" ), 3.39 (1H, m, H-6a"), 3.81
(1H, d, 10.9 Hz, H-6b"), 4.52 (1H, d,1.56 Hz, H-1"""), 3.63 (1H, m, H-2""), 3.54 (1H, dd,
9.5, 9.5 Hz, H-3""), 3.27 (1H, m, H-4""), 3.44 (1H, m, H-5""), 1.12 (3H, d, 6.2, H-6"");
13C-RMN (100 MHz, CDz:0D); & 158.6 (C-2), 135.7 (C-3), 179.4 (C-4), 163.0 (C-5),
100.1 (C-6), 166.4 (C-7), 95.0 (C-8), 159.4 (C-9), 105.6 (C-10), 123.2 (C-1’), 116.1
(C-2’), 145.9 (C-3’), 149.9 (C-4"), 117.8 (C-5’), 123.8 (C-6’), 104.8 (C-1"), 75.8 (C-2"),
78.2(C-37),71.4 (C-47),77.2 (C-5"),68.6 (C-6"), 102.5 (C-1""), 72.3 (C-2""), 72.2 (C-
37), 74.0 (C-4""), 69.8 (C-5""), 18.1 (C-6’").

010000 ppm ©O5000 ppm m2500 ppm ®1000 ppm & lImidacloprid

100 - 2 2 a_
90 -
80 -
70 -
60 -
50
40 -
30 -
20 -
10 - b b

I_-—l b b i
o - Ions B3

F1 F2

Mortalidad (%)

Tratamientos

Fig. 1. Porcentaje de mortalidad (tDE) de Melanaphis sacchari en dieta artificial de
varias fracciones y concentraciones de DvVEM a las 72 h, en comparacion con
imidacloprid. Las medias con letras diferentes para cada fraccidon son
significativamente diferentes.

Fig. 1. Percentage of mortality (xSD) of Melanaphis sacchari fed an artificial diet of
various fractions and concentrations of DVEM at 72 h, compared with imidacloprid as
a positive check. Means with different letters for each fraction are significantly
different.
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Cuadro 2. Grupos de Metabolitos Secundarios en DVEM
Table 2. Groups of Secondary Metabolites of DVEM

Grupos de
metabolitos Ensayo Resultados Reaccion observada
Reaccion de Wagner ++ Cambio de color a café
., Cambio de color a amarillo
. Reaccion de Mayer + L
Alcaloides y precipitacion
Reaccion de + Cambio de color a marrén y
Dragendorff precipitacion
) Test de fluorescencia en . .
Cumarinas . + Fluorescencia amarilla
papel filtro
Flavonoides  Adicién de Mgy HCI ++4  —amblo de color de amarilio
a rojo despues de 24 horas
Cloruro férrico ++ Halo verde
. Solucion de gelatina - Precipitado blanco
Taninos Solucién salina
. y Precipitado blanco
gelatina +
Solucion de gelatina - -
. ., Formacion de espuma
Saponinas Formacion de espuma ++ persistente
Reaccién de Liberman- - Cambio de color a verde,
Triterpenos y Burchard azul o rojo
esteroides ., : Precipitado blanco y
++ . .
Reaccién de Salkoswski cambio de color a naranja
Derivados del NaOH 5% ++ Cambio a coloracién rojiza
antraceno Acetato de Mg a0.5% -

( -) no detectada, ( +) prueba positiva debil, (++) prueba positiva, (+++) prueba
positiva fuerte

(-) not detected, (+) weak positive test, (++) positive test, (+++) strong positive test

OH

OH

HO

-0

OH o 1|n
oH OH

Fig. 3. Estructura quimica del 3-O-rutindsido de quercetina (rutina).
Fig. 3. Chemical structure of quercetin 3-O-rutinoside (rutin).
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Hasta el momento, no existen reportes en la bibliografia sobre estudios de
actividad afidicida, de extractos botanicos ni de compuestos bioactivo en dieta
artificial, algunos autores reportan a la rutina con un efecto tdxico contra otros
insectos como Silva et al. (2016), evaluaron en concentraciones de 1.0, 2.0, y 3.0
mg/g"! en dieta artificial frente a Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae), mostrando un prolongamiento en el tiempo de desarrollo larvario,
reduccion del peso y viabilidad de larvas y pupas. El compuesto mayoritario presente
en la fraccidn mas activa F3 de DvEM fue identificado como el flavonoide rutina. Esto
permite proponer que el efecto afidicida de DvEM se debe principalmente a la
presencia de rutina. Esta investigacion puede permitir el desarrollo de productos de
D. viscosa estandarizados en el contenido de rutina para el control de M. sacchari.
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Aphidicidal Activity of an Aqueous Fraction of Serjania schiedeana' against
Melanaphis sacchari?

César Sotelo-Leyva®, David Osvaldo Salinas-Sanchez*%*, Juan Manuel Rivas-
Gonzalez®, Oscar Dorado®, Dulce Maria Arias®, Manasés Gonzalez-Cortazar’,
and Alejandro Zamilpa’*

Abstract. Aphidicidal activity of an aqueous fraction of stems of Serjania schiedeana
Schitdl. (Sapindaceae) was evaluated in laboratory bioassays by artificial diet against
adult female apterous sugarcane aphid, Melanaphis sacchari (Zehntner) (Hemiptera:
Aphididae). The aqueous fraction of stems of S. schiedeana at concentrations of
1,000, 2,500, 5,000, and 10,000 ppm Kkilled 34, 36, 56, and 82% of the aphids,
respectively, during the 72-hour experimental period. The positive check imidacloprid
(Confial®) at 1% killed 100% of the aphids and the negative check (artificial diet) killed
only 4%. The mean lethal concentration (LCso) of the aqueous fraction treatments
was 3,013 ppm. A phytochemical profile of the aqueous fraction of stems of S.
schiedeana was positive for alkaloids, flavonoids, and tannins. Tannins were also
major compounds by HPLC analysis, revealing the presence of proanthocyanidins.
Results suggested S. schiedeana might have important potential for development of
new bioinsecticides, providing a better option than synthetic insecticides.

Resumen. Se evaludé la actividad afidicida de una fraccién acuosa de tallos de
Serjania schiedeana Schltdl. (Sapindaceae), en bioensayos de laboratorio mediante
dieta artificial frente a hembras adultas apteras de Melanaphis sacchari (Zehntner)
(Hemiptera: Aphididae). La fraccion acuosa de tallos de S. schiedeana caus® una
mortalidad de los afidos de 34, 36, 56, y 82% a concentraciones de 1000, 2500, 5000,
y 10000 ppm, respectivamente, en todo el tiempo experimental de 72 horas.
Mientras que el control positivo Imidacloprid (Confial®) al 1% elimind el 100% de los
afidos y el control negativo (dieta artificial) sélo presenté una mortalidad del 4%. La
concentracion letal media (CLso) de los tratamientos de la fraccion acuosa fue de
3,013 ppm. Un perfil fitoquimico de la fraccion acuosa de tallos de S. schiedeana
resulté positivo para alcaloides, flavonoides, y taninos, estos ultimos también
fueron encontrados como compuestos mayoritarios mediante un analisis de HPLC,
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revelando la presencia de proantocianidinas. Estos resultados sugieren que S.
schiedeana puede ser una especie vegetal con un potencial importante para el
desarrollo de nuevos bioinsecticidas, constituyendo una mejor opcion ante el uso de
productos quimicos sintéticos.

Introduction

The sugarcane aphid, Melanaphis sacchari (Zehntner) (Hemiptera:
Aphididae), is widely distributed mostly in tropical and subtropical regions where
sorghum, Sorghum bicolor (L.) Moench (Poaceae), and sugarcane, Saccharum
officinarum L. (Poaceae), hosts are cultivated (Blackman and Eastop 2000, Singh et
al. 2004). In Mexico, the sugarcane aphid is an invasive species, observed for the
first time in late 2013 at Tamaulipas at the same time it was severely infesting and
causing significant loss of production of sorghum crops in the United States (Maya
and Rodriguez del Bosque 2014). Losses ranged from 30 to 100% at Tamaulipas,
with significant loss in seed production at Jalisco, Nayarit, and Sinaloa (Rodriguez
del Bosque and Teran 2015). At Guanajuato 2 years later in 2015, early planted
sorghum suffered as much as 20% damage, and most late plantings were almost
completely destroyed (Delgado-Ramirez et al. 2016). That year, the sugarcane aphid
was found for the first time in the State of Morelos, causing severe damage with loss
of 40 to 100% (Hernandez-Arenas et al. 2016).

Neonicotinoid insecticides usually are used for control (Tejeda-Reyes et al.
2017). However, indiscriminant use of insecticides negatively affects biodiversity,
such as bee colony collapse (Medrzycki et al. 2003). Such harmful effects have led
to increasing controversy over use of insecticide (Ramos-Lopez et al. 2014).
Considering these issues, it is important to search for new insecticidal compounds
and/or natural substances that are environmentally friendly. Plants with
bioinsecticide potential are an important component in integrated pest management
(Ansante et al. 2017, Martinez et al. 2017).

Serjania Mill., the most speciose American genus of the Sapindaceae family,
has about 230 species (Ferrucci and Medina-Lemos 2013). It is distinguished from
related genera by schizocarpic fruit with three mericarps, with the seminiferous
portion distal and the wing proximal. Fifty-three species are reported in Mexico, six
of those at Morelos (Villasefior 2016). Serjania schiedeana Schltdl. (Sapindaceae)
(Fig. 1) is characterized by obtusely triquetrous stems, densely tomentose with yellow
to white trichomes, and five foliolate leaves, similar to Serania triquetra Radlk.
(Sapindaceae), also at Morelos, that has nine leaflets. The flowers are 5-6 mm long
and arranged in axillary or terminal thyrses, with five sepals and four petals. Fruit is
2-3 cm long and densely pubescent. The species is distributed at Morelos mostly in
tropical dry forest (Miranda and Hernandez 1963) at altitudes of 940 to 1,500 m.

There are no reports of S. schiedeana activity against insects. The objective
of this study was to determine insecticidal activity by in vitro ingestion of an aqueous
fraction of stems of S. schiedeana against adult female apterous M. sacchari and
characterize groups of phytochemical constituents in the aqueous fraction.
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Fig. 1. Serania schiedeana herbarium sheet: A = main branch with leaves and
inflorescences, B = upper and lower leaves, C = flower, D = tendril, and E = stem.

Materials and Methods

Stems of S. schiedeana (3.7 kg) were collected in September 2017 at the
Sierra de Huautla Morelos Biosphere Reserve in Mexico. The species was identified
by specialists M. C. Juan Carlos Juarez Delgado and M. C. Jorge Calonico, and one
voucher specimen was deposited as accession number 23690 at the Herbarium of
the Autonomous University of the State of Morelos. The plant material was dried in
the dark at room temperature for 1 month, then the stems were ground in a Model 95
Pulvex mill (Molinos Pulvex SA de CV, Mexico).

The dry, pulverized plant material was put with 2.5 liters of methanol per 500
g of plant material in an Erlenmeyer flask. Extraction was done in triplicate for 3 days,
filtered, and the solvent was distilled under reduced pressure with a rotary evaporator
(Laborota 4000, Heidolph Instruments, Schwabach, Germany). The extract was
fractionated by a partition process using water and ethyl acetate (1:1). The aqueous
fraction yielded 35%. It was vacuum dried and stored in a 250-ml Erlenmeyer flask
and frozen at -20°C until used in bioassays.
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For in vitro bioassays, adult female apterous M. sacchari from a colony
previously established on potted sorghum plants were used. The breeding stock was
maintained at 25 + 2°C, the optimum temperature for reproduction of the species, in
the greenhouse at the Center for Biodiversity Research and Conservation of the
Autonomous University of the State of Morelos.

The artificial diet for the bioassay of intake was the same as reported by
Toledo-Hernandez et al. (2018). The feeding system for the sugarcane aphid was
reported by Torres-Quintero et al. (2013). In each feeding system, 2 ml of artificial
diet at concentrations of 1,000, 2,500, 5,000, and 10,000 ppm of aqueous fraction of
stems of S. schiedeana, positive check (imidacloprid), or negative check (artificial
diet) were used. All treatments were previously homogenized in an ultrasonic bath
(Cole-Parmer®). Ten aphids in each feeding system were incubated for 72 hours at
23 = 2°C. Each experimental unit was a feeding system with 10 aphids, two
replications, and five replications per treatment, in a completely randomized design.
The response variable was the percentage of aphids dead at 24, 48, and 72 hours
after treatment.

To identify secondary metabolite groups of the aqueous fraction of stems of S.
schiedeana, traditional phytochemical methods were used to observe alkaloids,
volatile coumarins, flavonoids, saponins, tannins, triterpenes, and steroids, as well as
anthracene derivatives (Harborne 1973, Stahl 1973, Lock 1994, Wagner and Bladt
1996). A Waters 2695 separation module equipped with a Waters 996 photodiode
array detector and Empower Pro software (Waters Corporation) were used for
chromatographic analysis. Chemicals were separated by a Discovery® C-18 column
(250 x 4.6 mm, 5 um, Supelco). The mobile phase consisted of 0.5% trifluoroacetic
acid water as solvent A and acetonitrile as solvent B. The system used a gradient of
0-1 minute, 0% B; 2-3 minutes, 5% B, 4-20 minutes, 30% B; 21-23 minutes, 50% B;
24-25 minutes, 80% B; 26-27 minutes, 100% B; and 28-30 minutes, 0%. A Flow was
maintained at 0.9 ml per minute, and the injection volume of the sample was 10 pl.
Absorbance was measured at 280 nm; a mixture of proanthocyanidins was identified
by direct comparison of retention times and UV spectra with a reference standard.

Mortality data were analyzed using one-way ANOVA and the Tukey test (P =
< 0.05) to evaluate pairwise differences between treatments. The mean lethal
concentration (LCso) was calculated using Probit regression. The SAS (2002)
statistical program was used for all analyses.

Results

The aqueous fraction of stems of S. schiedeana at 1,000, 2,500, 5,000, and
10,000 ppm killed 4, 6, 12, and 20% of the aphids, respectively, by 24 hours after
treatment (Table 1). The positive check imidacloprid (1% Confial®) killed 42% of M.
sacchari, and the negative check (artificial diet) killed 2%. The LCsowas 3,013 ppm.

The aqueous fraction of stems of S. schiedeana at 48 hours post treatment
killed more aphids than at 24 hours. Twenty, 30, 48, and 54% of M. sacchari died at
1,000, 2,500, 5,000, and 10,000 ppm, respectively. The positive check imidacloprid
(1% Confial®) killed 76%, and the negative check (artificial diet) killed 4%.

Likewise, the effect of the aqueous fraction of stems of S. schiedeana
increased during a longer exposure time of 72 hours, with concentrations of 1,000,
2,500, 5,000, and 10,000 ppm killing 34, 36, 56, and 82%, respectively, of the aphids.
The positive check imidacloprid (1% Confial®) killed 100%, and the negative check
(artificial diet) killed 4%.
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Classical phytochemical methods with the aqueous fraction of stems of S.
schiedeana indicated a weak presence of flavonoids and strong presence of alkaloids
and tannins (Table 2). The secondary metabolites might be related to insecticidal
effect against M. sacchari.

Fig. 2 shows the HPLC chromatogram of direct comparison between standard
proanthocyanidin compound (Fig. 2A) epicatechin—(4—8)—epicatechin — (43 — 8,

Table 1. Effect of the Aqueous Fraction of Stems of Serjania schiedeana at
Concentrations of 1,000, 2,500, 5,000, and 10,000 ppm and Positive (Imidacloprid)
and Negative (Artificial Diet) Checks on Melanaphis sacchari (% Mortality £ SD) in
Intake Bioassays

Percentage of mortality (+ SD)
Hours after application

Treatment (ppm) 24 48 72
1,000 4 + 0.5¢c 20 £+ 1de 34 + 0.8c
2,500 6 £ 0.5bc 30 + 1cd 36 = 0.5¢c
5,000 12 £ 0.8bc 48 + 0.8bc 56 + 1.3b
10,000 20+ 1.2b 54 + 0.8b 82 + 1.6a
Positive check 42 + 0.8a 76 £+ 1.1a 100 %+ Oa
Negative check 2+ 0.4c 4 + 0.5e 4 + 0.5d

Means followed by the same letter in a column are not significantly different (p < 0.05),
(LCs0 = 3,013 ppm).

Table 2. Groups of Secondary Metabolites in the Aqueous Fraction of Stems of
Serjania schiedeana Evaluated against Melanaphis sacchari

Group of
metabolites Test Result Reaction observed
Wagner reagent +++ Color change to brown
Color change to yellow and
Alkaloids Mayer reagent * precipitation
Dragendorff reagent + Color chang-e _to _t)rown and
precipitation
Coumarins Fluorescence test on filter paper - Yellow fluorescence
Flavonoids Addition of Mg and HCI 4  Color change from yellow to
red after 24 hours
Ferric chloride +++ Green halo
T . Gelatine solution + White precipitate
annins . ) . S
Gelatin and saline + White precipitate
Saline solution - -
Saponins Foaming - Persistent foam formation
Triterpenes  Liberman-Burchard reagent - Color chan%? :gdgreen, blue,
and / or Precipitate with color change
steroids Salkoswski reagent P 9
to orange
Anthracene 5% NaOH - Color change to reddish
derivatives

0.5% Mg Acetate -
(-) not detected, (+) weak positive, (++) positive, (+++) strong positive
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2B —» O — 7) (Fig. 3), previously isolated from the plant species (Salinas-Sanchez et
al. 2017), with the aqueous fraction of stems of Serjania schiedeana (Fig. 2B). The
comparison showed a major compound with a retention time of 8.8 minutes and
absorbance in the ultraviolet range of 218 to 279 nm. The compounds were observed
in the aqueous fraction.

OH

OH

HO oL 2

HO

Fig. 3. Chemical structure of epicatechin — (43 — 8) —epicatechin — (43 — 8, 23 —
O — 7) identified from the aqueous fraction of stems of Serjania schiedeana.

Discussion

The aqueous fraction of S. schiedeana stems had a strong insecticidal effect
statistically comparable to the positive check. Most study of insecticidal activity of
botanical extracts against aphids uses contact bioassays. Asiry (2015) used different
parts of Citrullus colocynthis L. Schrad (Cucurbitaceae) and found that 100,000 ppm
of aqueous extracts of stems killed 75% of the aphid Rhopalosiphum padi L.
(Hemiptera: Aphididae). Treatment with an aqueous fraction of stems of S.
schiedeana at a concentration of 10,000 ppm killed 82%. Chandra et al. (2008)
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reported that hot water extracts of Polygonum hydropiper L. (Polygonaceae) and
Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae) killed 87.6 and 94.5% of Aphis craccivora
Koch (Hemiptera: Aphididae). We found similar mortalities of 36 and 82% that varied
according to exposure time at different concentrations. Moawad and Al-Barty (2011)
studied ethanol and water extracts of medicinal and ornamental plants and found that
ethanol extracts of Ruta chalepensis L. (Rutaceae) at a concentration of 0.015% were
repellent (75%) and insecticidal (79.5%) against Aphis punicae Passerini (Hemiptera:
Aphididae). We showed that high-polarity extracts were effective. Kim et al. (2005)
evaluated methanolic extracts of 28 samples of 22 plant species against various
insects, including the aphids Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae) and
Myzus persicae Sulzer (Hemiptera: Aphididae); extracts of leaves of Ficus carica L.
(Moraceae) and fruit of Gardenia jasminoides J. Ellis (Rubiaceae) had powerful
insecticidal effects, killing 97.6% of the two species of aphids. Pavela et al. (2009)
tested the effect of methanolic extracts against Myzus persicae Sulzer (Hemiptera:
Aphididae) and found the most active extract was from Impatiens parviflora DC.
(Balsaminaceae) at concentrations of 0.5 and 0.1% that killed 99.7 and 90.0%,
respectively, by 54 hours after exposure. Concentrations of 5,000 ppm (= 0.5%) killed
56% by 72 hours.

We know of no previous reports of insecticidal activity of S. schiedeana against
aphids, and there are few studies of substances isolated from plants of the family
Sapindaceae against aphids. Diaz et al. (2015) reported that ethanolic extract of
Dodonaea viscosa leaves deterred the aphids R. padi and M. persicae; Lupeol (1),
Stigmasterol (2) and Stigmast-1-en-3-ol (3) were isolated, compounds 1 and 3 were
active against M. persicae and compound (3) had activity against both aphids. In a
phytochemical study of Sapindaceae Allophylus edulis (A.St.-Hil.), ethanolic extract
of branches found several natural products, of which 6,7-epoxycaryophyllene, lupeol,
and R-sitosterol were repellent against M. persicae.

Our phytochemical study of the aqueous fraction of stems of S. schiedeana
revealed the presence of alkaloids, flavonoids, and tannins, and HPLC analysis
confirmed the main chemical constituents were proanthocyanidins. The phenolic
compounds previously have been shown to have biological activity against insects.
For example, Muema et al. (2016) identified proanthocyanidins in methanolic extract
of Camellia sinensis L. Kuntze (Theaceae) that killed of 100% larvae at 25 ppm
against Anopheles arabiensis and A. gambiae. In  our investigation,
proanthocyanidins also were detected in the aqueous fraction of stems of S.
schiedeana that killed 82% of M. sacchari. In conclusion, the aqueous fraction of S.
schiedeana stems at different concentrations had aphidicidal activity against M.
sacchari. Polyphenolic compounds in the aqueous fraction of stems of S. schiedeana
could be related to aphidicidal activity. It is important to identify and isolate the
molecules responsible for the activity. Therefore, we suggest a bio-guided
phytochemical study. The high polarity of the aqueous fraction of stems of S.
schiedeana could facilitate development of a commercial botanical insecticide. The
overall aim of this research was to use extracts from plant species with bioinsecticidal
potential to control insect pests of crops.
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