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Introduccion
El pulgon de la cafia de azGcar Melanaphis sacchari Zehntner (Hemiptera: Aphididae), es un

insecto-plaga originario de Africa. 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 cafia de aztcar (Schenck y Lehrer. 2000). En
el afio 2013 se report6 la presencia de esta plaga en sorgo, causando pérdidas econémicas en
América del Norte (Armstrong et al., 2015). Pero el dafio al sorgo es considerablemente mas grave.
Veinte estados de USA vy los estados productores de sorgo en México, han sufrido pérdidas
economicas desde la aparicion de la plaga en 2013 (Bowling et al., 2016; Harris-Shultz et al.,
2017). El control bioldgico de plagas como depredadores y parasitoides es una alternativa para el
manejo de plagas, Sin, embargo estos 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), pero el uso inadecuado de insecticidas afecta
negativamente la biodiversidad. Un ejemplo preocupante es el colapso de colonias de abejas y
cambian su comportamiento social (Medrzycki et al., 2003). Dodonaea viscosa pertenece a la
familia Sapindaceae, antecedentes bibliograficos reportan que D. viscosa ha demostrado tener
actividad antidiarreica, antibacterial, analgésica, antiviral, antiulcera, antioxidante y
antiinflamatoria y antiartritica (Rajamanickam et al., 2010; Anilreddy et al., 2009; Khurranm et
al., 2009; Pengelly et. Al., 2008; Khalil et al. 2006; Alagarsamy et al. 2000, Salinas-Sanchez et al.
2012, Salinas-Sanchez et al. 2015); ademas present6 un efecto disuasorio frente a Myzus persicae
y Rhopalosiphum padi (Diaz et al., 2015). El objetivo de este trabajo es evaluar la actividad
afidicida en bioensayos en dieta artificial de un extracto de diclorometano de Dodonaea viscosa

en condiciones in vitro, contra adultos apteros de Melanaphis sacchari.




Antecedentes

El sorgo (Sorghum bicolor L. Moench)

El sorgo es uno de los cereales mas importantes en la mayor parte de centro América y su
produccidn de este es accesible en la mayoria de los sitios. Para 2016/17, el 73 % de la produccion
mundial de sorgo se concentro en ocho paises: Estados Unidos, que participa con el 18 % del total;
Nigeria y México, que participan con alrededor de 10 % cada uno; Sudéan e India, cada uno con
una participacion cercana a 9 % del total mundial; y con menores participaciones se encuentran
Etiopia, Argentina y China. (Fina 2016).

La produccion del sorgo ha sido de manera masiva gracias a su factibilidad, ya que este cuenta con
caracteristicas que la hacen aceptable a cualquier suelo. Es muy comdn que puedan confundir este
género con otros, ya que anatdbmicamente esta puede confundirse pues pese a diferentes
propiedades, la hacen de las mas resaltantes de los géneros. Sus caracteristicas pueden variar desde
su estructura intransigente que le da soporte, también tienen propiedad que le permite almacenar
grandes cantidades de agua lo cual ha sido viable en distintos paises, por las grandes sequias esta
puede tolerarlas hasta nuevas lluvias; posee propiedades que la hacen importante en el ambito
alimentario, tiene inflorescencias en panojas; cada panicula pude contener de 400 a 8,000 granos,
con un valor energético aproximado de 1,08 Mcal/kg; comparado con el maiz es un poco mas rico
en proteinas, pero mas pobre en materia grasa deficitaria en lisina. El color del grano varia desde
un blanco trasllcido hasta un pardo rojizo muy oscuro, con gradaciones de rosado, rojo, amarillo,
pardo y colores intermedios; sus semillas son esféricas y oblongas, de aproximadamente 3 mm de
tamafo. Las flores tienen estambres y pistilos, pero se han encontrado en Sudan sorgos dioicos.

Su semilla es gruesa, comprimida, oval y deshuda, y presenta varios colores como café, azuloso,




negro, blanco, rojizo y amarillo, entre otros. Es una planta que puede crecer desde 0 a los 1 500
msnm, pero la mejor altura para su cultivo esta entre 0 y 800 m (Pérez et al., 2010).

México ocupa el segundo lugar de produccion a nivel mundial, con 6.5 millones de toneladas en
el ciclo agricola 2016/17, se cultiva en todas las entidades federativas de la RepUblica Mexicana,
y en Morelos en el periodo otofio-invierno de 2019 (riego + temporal), se obtuvieron 1,063 ton

(Salinas-Sanchez et al. 2020).

Clasificacion taxonémica del sorgo

Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Poales
Familia Poaceae
Subfamilia Panicoideae
Tribu Andropogoneae

Género Sorghum Moench,
1974 Figura 1 Planta de sorgo

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 dafio, se alimenta desde el cogollo hasta llegar

a las hojas formando ventanillas. Otra plaga muy agresiva del sorgo es el gusano soldado




Spodoptera exigua Hibner (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. EI gusano trozador Agrotis ipsilon Hufnagel (Lepidoptera: 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
0 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:
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) y el pulgon de la cafia de azOcar Melanaphis sacchari Zehntner
(Hemiptera: Aphididae) siendo este ultimo sujeto de estudio en este trabajo de investigacion

(Villanueva et al., 2014).

El pulgon de la cafia de azacar Melanaphis sacchari (Hemiptera: Aphididae)

El pulgén de la cafia de azlcar se ha convertido rapidamente en la plaga nimero uno en el cultivo
del sorgo en varios estados de México. Reportes en Tamaulipas, Coahuila, Sinaloa, Guanajuato,

Jalisco y Nayarit, han demostrado su agresividad y capacidad de desplazarse rapidamente en el
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pais, atacando tanto a sorgos de grano como forrajeros. Es una especie fitofaga de reciente

introduccién en México. Puede atacar durante todas las etapas del sorgo, pero se ha demostrado

que tiene mayor pérdida econdémica después del periodo vegetativo. El dafio que ocasiona es

gracias a que succiona la savia de las hojas, ocasionado que tengan una coloracion marrén; las

plantas atacadas presentan un retraso en su crecimiento y reducen el llenado, y formacion de grano,

afectando el rendimiento. M. sacchari, fue descubierto por primera vez en regiones americanas,

en Hawai, EU, en cafia de azUcar (Zimmerman, 1948), por lo que su nombre comun en ese pais

derivo a Sugarcane aphid (SCA). Pulgon de la cafia de azucar, aunque recientemente tanto en

Estados Unidos como en México las poblaciones han mostrado marcada preferencia por el sorgo

Sorghum spp., convirtiéndose en el ciclo (2013-2017) en la plaga méas importante de este cultivo

en ambos paises. (Rodriguez et al., 2016).

Figura 2 Pulgon de la cafia de azicar Melanaphis sacchari ninfas y adulto (Texas A&M
AgriLife Extension Service photo by Dr. Pat Porter)
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Clasificacion Taxonomica de Melanaphis sacchari

Reino: Animalia
Filo: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Hemiptera
Familia: Aphididea
Género: Melanaphis

Especie: sacchari

Enemigos naturales

Se han reportado mas de 47 especies de enemigos naturales de M. sacchari en todo el mundo,
aunque estos no evitan en su totalidad la acumulacion 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) encontr
que el hongo Verticillium lecanii (Zimm.) es un importante agente de control biolégico 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 pulgon amarillo.

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 y trigo),
Imidacloprid (en cafia de azUcar, cebada, cartamo, maiz, sorgo y trigo) y Thiametoxam (en maiz,
y trigo), se recomienda aplicar en el estrato de la planta donde haya mayor poblacion y areas

criticas (SENASICA, 2014). Los neonicotinoides son potentes insecticidas sistémicos para la
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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).EI1 uso prolongado de las diferentes sustancias quimicas nocivas utilizadas en los cultivos
dafa principalmente a los trabajadores que estan expuestos en la primera linea del contacto, por lo
que debemaos recordar que las personas que estan alrededor del cultivo también sufren graves dafios
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.

Insecticidas botanicos

Ante tal panorama, es necesario buscar otras alternativas que permitan contrarrestar los efectos
negativos de los plaguicidas quimicos sintéticos, como la utilizacion 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
utilizan como productos farmacéuticos, agroquimicos, sabores y fragancias, aditivos para

alimentos y bioplaguicidas (Ramachandra y Ravishankar, 2002).
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Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios se han utilizado a lo largo del tiempo en investigaciones en el campo
farmacoquimico por su factibilidad de producir y acumular compuestos de naturaleza quimica
diversa. Estos metabolitos secundarios poseen propiedades biologicas, muchos desempefian
funciones ecologicas y se caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones como medicamentos,

insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros.

Los metabolitos secundarios que contienen nitrogeno incluyen a los alcaloides, aminoacidos,
aminas, glucésidos cianogénicos y glucosinolatos. Los no nitrogenados se dividen en terpenoides,

poliacetilenos, policétidos y fenilpropanoides (Sepulveda et al., 2007).

Las plantas producen una gran variedad de compuestos orgdnicos que no se encuentran
involucrados en el metabolismo primario, es decir, que no poseen roles reconocidos en los
procesos de asimilacion, respiracion, transporte y diferenciacion y que también difieren de los
metabolitos primarios, por tener una distribucion restringida en el reino vegetal, lo que significa que
un producto secundario en particular, el metabolito secundario, generalmente se halla solo en una

especie 0 en un grupo de especies taxondmicamente relacionadas (Taiz y Zeiger, 2002)

Dodonaea viscosa (Sapindaceae)

Dodonaea viscosa también conocida como aria, cuerno de cabra, chapulixtle, chapuliz, granadina
entre otras. Es un arbusto dioico o0 monoico de tallo multiple o arbol pequefio de tallo simple de
hasta 7 m. alto, corteza negruzca, de rugosidad variable, delgada y exfoliante en tiras largas y
delgadas. Fue encontrada en Ameérica y distribuido desde el sur de Estados Unidos hasta el sur de

Sudamérica. Se ha registrado en Aguascalientes, Baja California Norte, Baja California Sur,
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Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco,
Estado de México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro,
Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Veracruz, Yucatan (Villasefior y

Espinosa, 1998).

Se puede encontrar en comunidades secundarias, etapas sucesionales de bosques perturbados
(especialmente encinares y matorrales xer6filos) y tipos de vegetacion mesofila, bordes de arroyos,
barrancos y taludes, claros de bosque, lugares expuestos, pastizales deteriorados, terrenos

erosionados y matorrales (Rzedowski y Rzedowski, 2001).

Se utiliza como artesanal, medicinal, como pesticida y combustible. Se recomienda para la
reforestacion de terrenos deterioradas también se utiliza como ornamental en zonas aridas y existen
variedades mejoradas. Segun Anilreddy (2009) Muchas de sus propiedades medicinales han sido
utilizadas por pueblos nativos de todas las regiones donde se encuentra. Es una medicina
tradicional en todo el mundo, administrada por via oral 0 como cataplasma para tratar una gran
variedad de dolencias. Las infusiones de tallo u hojas se usan para tratar el dolor de garganta;
Infusiones de raiz para tratar resfriados. Los tallos y las hojas se usan para tratar la fiebre, y las
semillas (en combinacion con las de otras plantas y cubiertas de miel) para tratar la malaria. Los
tallos se usan como fumigantes para tratar el reumatismo. Las hojas se usan para aliviar la picazon,
la hinchazon de la fiebre, los dolores y se pueden usar como un agente antiespasmaodico, las hojas
y las raices como analgesico para calmar los dolores de cabeza y dolores de cabeza y una locion
hecha de partes de plantas no especificadas para tratar esguinces, contusiones, quemaduras y
heridas. Los trastornos del sistema digestivo, que incluyen indigestion, Ulceras, diarrea y
estrefiimiento, se tratan comunmente en la medicina tradicional con una decoccién administrada

por via oral de las hojas o las raices. El tracoma se trata con aplicaciones de jugo de hojas, y se
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dan hojas en polvo para expulsar gusanos redondos. Las raices pulverizadas son un componente
de las preparaciones antihelminticas. Las raices, bien en decoccion o fresco, son tomadas por
mujeres del este de Africa para estimular la produccion de leche después del parto y para tratar la
dismenorrea y la menstruacion irregular. Las flores se utilizan como un sustituto “casero™ para
otorgar un sabor amargo, y también como un ténico. Se extrae un tinte rojo de la fruta. En la India,

las semillas se usan como veneno para peces.

Se han identificado de D. viscosa metabolitos secundarios de tipo flavonoide y terpenoide. Hsu y
Chen (1971) aislaron de las hojas de D. viscosa un diterpeno llamado &cido 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 alcoholico 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).
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Definicion del problema

El pulgon de la cafia de azGcar Melanaphis sacchari ingres6 a México en el afio 2013, y
actualmente se encuentra presente en todos los estados de la Republica Mexicana donde se cultiva
sorgo, el uso inadecuado de insecticidas de origen sintético representa la opcion maés eficaz para
su control, pero el uso de estos productos son cuestionados por sus efectos negativos hacia la salud
humana y en general a la biodiversidad; una alternativa mas ecoldgica es el uso de insecticidas de
origen botanico, los cuales podrian ser mas amigables con el medio ambiente y la salud de los

Seres Vivos.

18




Pregunta de investigacion

¢Los extractos de polaridad intermedia de Dodonaea viscosa tendrén un efecto afidicida en

bioensayos en dieta artificial contra Melanaphis sacchari in vitro?

Justificacion

México, es el segundo productor méas importante de sorgo a nivel mundial, pero este cereal es
severamente afectado por el pulgén de la cafia de aztcar (M. sacchari), los agricultores recurren
frecuentemente a la aplicacion de insecticidas sintéticos, que en general son téxicos para la salud
de los seres vivos y la biodiversidad, por lo tanto, es necesaria la busqueda de nuevos compuestos
que cuenten con actividad insecticida y que estos sean menos tdxicos en comparacion con los
productos que se encuentran actualmente en el mercado, los insecticidas botanicos pueden ser un
alternativa para el control de M. sacchari. En la literatura reciente existen reportes sobre la
actividad afidicida de extractos de polaridad alta de Dodonaea viscosa, pero no existen reportes
de extractos de polaridad intermedia, de tal forma que estos extractos puedan representar una
alternativa para el control de M. sacchari, por lo cual en esta investigacion pretendemos evaluar
la efectividad de los extractos de polaridad intermedia de Dodonaea viscosa contra M. sacchari in

vitro.
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Objetivo general

Evaluar la actividad afidicida en bioensayos en dieta artificial de Dodonaea viscosa frente a

Melanaphis sacchari in vitro.

Particulares

« Obtener un extracto de acetona de las hojas de Dodonaea viscosa

» Evaluar el efecto afidicida de extractos de diclorometano de hojas de Dodonaea viscosa

por medio de bioensayos en dieta artificial in vitro.

« Conocer los compuestos quimicos presentes en el extracto de Dodonaea viscosa, mediante

pruebas fitoquimicas clasicas y cromatografia en capa fina.
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Materiales y Métodos

Colecta del material vegetal

La colecta del material vegetal de Dodonaea viscosa se realiz6 en el mes de febrero de 2020 en el
campus norte de la Universidad Autdnoma del Estado de Morelos. La especie fue identificada por

el experto taxonomo MC. Gabriel Flores Franco, con numero de herbario HUMO-26620.

Obtencioén del extracto de diclorometano

Las hojas de Dodonaea viscosa se secaron a la sombra a temperatura ambiente. El material seco
se triturd de forma manual, hasta obtener particulas de 2-5 mm aproximadamente. Se maceraron
200 g de D. viscosa con el disolvente diclorometano. La extraccion se realizd durante tres dias por
triplicado (por cada kg de planta seca se utilizaron 5 L de disolvente). El disolvente se elimin6
totalmente con un rotavapor (Buchi 205, Flawil, Switzerland) a 45°C y a presion reducida, y se

dejaron en refrigeracion para su posterior uso.

Insectos

Se colectaron pulgones en cultivos de sorgo en la comunidad de Tenango, Morelos, y se
identificaron mediante (Guia ilustrada para la identificacion de los pulgones (Hemiptera:
Aphididae) de cereales en México; Pefia-Martinez et al. 2017). Los afidos identificados como
Melanaphis sacchari fueron establecidos en plantas sanas de sorgo hibrido, variedad M550©
(Majestic Seeds Co., Hodges, Carolina del Sur, EUA), de 40 cm de altura, en macetas de plastico,
a una temperatura de 24 £ 2 °C, con 60% de humedad relativa y un ciclo de luz: oscuridad 12: 12,
para la reproduccion en el invernadero del Centro de Investigacion en Biodiversidad y

Conservacion de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos. A estas plantas de sorgo se les
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proporciond riego durante su crecimiento, para mantener su turgencia. Los afidos fueron

suministrados con nuevas plantas de sorgo segtn fue necesario para mantener la cria.

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, lztapalapa- México, México) y agua
embotellada, se complemento 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 diseno a partir de dos copas de plastico desechables translacidas de 40 mm de diametro 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 retiré y la parte superior se invirti6 en la taza
con dieta. Se uso una tira de Parafilm para sellar las tazas juntas. En cada camara de alimentacion
se colocaron 2 mL de la dieta, combinada con los extractos vegetales en concentraciones de 10,000,
5,000, 2,500 y 1,000 ppm, estas muestras se homogenizaron con ayuda de un bano ultrasoénico
(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 4pteras partenogénicas. Cada camara se consideré como una repeticion
y se realizaraon cinco repeticiones por tratamiento en un disefio completamente al azar con dos
réplicas. La variable respuesta fue el porcentaje de mortalidad de los afidos a las 24, 48 y 72 horas

posteriores.
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Analisis de cromatografia de capa fina

Los extractos se analizaron por cromatografia de capa fina fase normal (CCF; silica gel 60 F254)
y se utilizaron reveladores para la identificacion de grupos de compuestos de origen vegetal. Los
extractos se aplicaran en un extremo de la placa de aluminio recubierta de una fina capa de
adsorbente (fase estacionaria: silice). Posteriormente se colocaron en una camara a diferentes
sistemas de polaridad (eluyente o fase mévil). A medida que la mezcla de disolventes asciende por
capilaridad a través del adsorbente, se produce un bandeo diferencial de los productos presentes
en la muestra entre el disolvente y el adsorbente. El proceso de adsorcidn se debe a interacciones
intermoleculares de tipo dipolo-dipolo o enlaces de hidrogeno entre el soluto y el adsorbente. El
adsorbente debe ser inerte con las sustancias a analizar y no actuar como catalizador en reacciones
de descomposicion. Las placas se revelaron con 4- hidroxibenzaldehido (Komarovsky, deteccion
de terpenoides) y sulfato cérico amoniacal al 1% en H2SO4 2N. Posteriormente se observaron en
una lampara compacta de luz UV 95-0021-12 (115v) Uvp Uvgl-25 254/365nm donde se marcaron

las bandas de compuestos.

Pruebas fitoquimicas clasicas

Para identificar los grupos de metabolitos secundarios presentes en las dos especies vegetales 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 y Bladt 1996).
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Los reactivos Dragendorff, Mayer y Wagner se usaron para determinar la presencia de alcaloides.
La solucion de Dragendorff (a) se prepar6 con 106 mg de nitrato de bismuto y 1.25 g de acido
tartarico disuelto en 5 ml de agua. Para la solucion de yoduro de potasio (b), se disolvié 1 g de
yodo en 2.5 ml de agua. Se mezclaron voliumenes 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
100 uL de reactivo de Dragendorff en un tubo de ensayo. El reactivo de Mayer estaba compuesto
de (a): 680 mg de cloruro mercdrico 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 realizé colocando 1.5 ml de los extractos en un tubo de ensayo y agregando 100 pL 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 afiadieron 100 pL 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. 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 afiadié una pequefia pieza de banda
de magnesio (5 x 5 mm) y 100 uL. de HCI al 36%. Un cambio de color después de 24 horas indic6
flavonoides. Para determinar los taninos, se prepararon las siguientes soluciones: (a) solucion 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 solucién de gelatina al 1% a partir de 125 mg de gelatina (Merck) disuelta en
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12.5 ml de agua destilada; (c) para obtener gelatina y solucion 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 afiadieron 100 puL de cada solucion preparada. La presencia de un precipitado en las
soluciones (a), (b) y (c) indico un resultado positivo, mientras que la presencia de un precipitado
en la solucion (d) mostré un resultado negativo. Para analizar las saponinas, se agregaron 5 mL de
los extractos de D. viscosa en un tubo colocado en un bafio 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 preparo el reactivo Liebermann-Burchard con 2.5 mL de
anhidrido acético y se afiadieron 2.5 mL de acido sulfdrico 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 que se agregaron 5 mL de cloroformo. Los
tubos se agitaron y después de la separacion de la fase organica, se eliminé 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.
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Disefio estadistico

Los datos de mortalidad se transformaron por la funcion Arcoseno antes de someterse a su analisis
estadistico, en un diseno completamente al azar, por medio de un modelo simple, utilizando un
procedimiento lineal general. La comparacion de medias se efectué mediante la prueba Tukey, a
un nivel de significancia de P < 0.05. La concentracién letal media (CLsg) se estim6 mediante un
analisis Probit. Todos los analisis se realizaron en el programa estadistico SAS ver. 9.0 (SAS

2002).
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Resultados y discusion

Los extractos secos se compararon mediante cromatografia en capa fina (TLC). Debido a su
similitud quimica, los extractos se mezclaron, dando un rendimiento total del 2.03%. Los extractos
secos se compararon mediante cromatografia en capa fina (TLC). Debido a su similitud quimica,
los extractos se mezclaron, dando un rendimiento total del 2.03%. En la placa 1 del extracto de
diclorometano, se pueden observar manchas que de acuerdo al revelado con luz UV 95-0021-12
(115v) Uvp Uvgl-25 254/365nm, podemos inferir que se trata de compuestos del tipo flavonoide
en el caso de las manchas de colores verde, amarillo y naranja; las manchas obscuras pueden

corresponder a compuestos del tipo terpenoide.

"
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Figura 3 Placa 1. Extracto diclorometano

luz UV 95-0021-12 (115v) Uvp Uvgl-25 254/365nm

Actividad insecticida de Dodonaea viscosa

En la Tabla 1 se muestran los promedios de mortalidad acumulada de los afidos, en funcion del
tiempo de evaluacion. El efecto insecticida de los productos aplicados se manifesté desde las 24
h; a este tiempo, el porcentaje mayor se observo para la concentracion de 10,000 ppm (24%). A
las 48 h, se observo un aumento en la mortalidad en todos los tratamientos; el mayor efecto se
produjo a una concentracion de 10,000 ppm (39%); sin embargo, los mayores porcentajes de
mortalidad se observaron a las 72 h; los tratamientos a 10,000 y 5,000 ppm causaron mortalidades
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de 72 y 41% de mortalidad, respectivamente. La concentracion letal media (CLso) del extracto de
diclorometano de D. viscosa fue de 6,008 ppm en 72 h. Todos los tratamientos fueron menores y

estadisticamente diferentes al control positivo.

Tabla 1. Efecto de la fraccion de diclorometano de Dodonaea viscosa, en cuatro concentraciones,

en adultos &pteros de Melanaphis sacchari, en bioensayos en dieta artificial.

Porcentaje de mortalidad (+ DE)

Tratamientos ppm Horas despues de la aplicacion
24 h 48 h 72 h

10,000 24 £ 0.5 b* 39+1.2b 72+10b
5,000 4+05¢c 9+04c 41+2.4Db
2,500 0+0c 6+05¢c 16+14c
1,000 0+£0c 8+£0.7¢c 14+10c
Control positivo 100£0a 100+ 0a 100+ 0a
Control negativo 0+0c 0x0c 4+05¢c

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

de comparacion multiple de medias Tukey (P < 0.05). (LC50 = 6,008 ppm en 72).

No existen reportes en la literatura sobre la actividad insecticida extractos de polaridad intermedia
de D. viscosa contra alguna especie de afidos, pero si de algunas plantas de la familia Sapindaceae
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). 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) mostro el mejor efecto
insecticida del 100 %, a 2 uL / 100 mL en el sexto dia de aplicacion del extracto (Raja and Suresh,
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2017). 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
de extractos de polaridad intermedia mostraron 72 % de mortalidad a concentraciones de 10,000

ppm contra M. sacchari.

Pruebas fitoquimicas del extracto de diclorometano

Los grupos de compuestos presentes en el extracto de diclorometano de hojas de D. viscosa son:
alcaloides, cumarinas, flavonoides, taninos, saponinas, triterpenos y/o esteroides y antracenos
(Tabla 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 é&cido 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 reportd tres diterpenos ent-labdanos en

un extracto etanolico de D. viscosa (Quintana de Oliveira et al. 2012).

La bibliografia reciente muestra poca informacion sobre el efecto de extractos de D. viscosa contra
M. sacchari, Sotelo-Leyva et al. (2020) aislaron a un flavonoide glicosilado llamado rutina de una
fraccion metanodlica de hojas de D. viscosa, logrando un porcentaje de mortalidad del 70 % en un

bioensayo en dieta artificial.
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Tabla 2. Grupos de metabolitos secundarios presentes en el extracto de diclorometano de

Dodonaea viscosa.

Grupos de Ensayo Resultados Reaccion observada
metabolitos
++
Reaccion de Wagner Cambio de color a café
Alcaloides . + Cambio de color a amarillo
Reaccion de Mayer L
y precipitacion
+
Reaccion de Dragendorff Cambio de color a marrén
y precipitacion
Cumarinas Test de fluore_scenua en + Fluorescencia amarilla
papel filtro
+++ Cambio de color de
Flavonoides Adicion de Mgy HCI amarillo a rojo después de
24 horas.
Cloruro férrico ++ Halo verde
Solucién de gelatina - Precipitado blanco
Taninos
Solucion salina 'y gelatina + Precipitado blanco
Solucién de gelatina - -
. . ++ Formacion de espuma
Saponinas Formacién de espuma .
persistente
Triterpenos y Reaccion de Liberman- ++ Cambio de color a verde,
esteroides Burchard azul o rojo
Reaccion de Salkoswski i Pre_(:lpltado blanco y .
cambio de color a naranja
Derivados del NaOH 5% ++

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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