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The first principle is that you must not fool yourself. and you are the easiest
person to fool.

Richard P. Feynman

For instance, on the planet Earth, man had always assumed that he was more
intelligent than dolphins because he had achieved so much—the wheel New
York, wars and so on—whilst all the dolphins had ever done was muck about in
the water having a good time. But conversely, the dolphins had always believed
that they were far more intelligent than man—for precisely the same reasons.

Douglas Adams, The Hitchhiker's Guide to the Galaxy

It has yet to be proven that intelligence has any survival value.

Arthur C. Clarke
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RESUMEN

En el estado de Oaxaca se utiliza una
mezcla acuosa de hojas de Haplophyton y
raices de Tephrosia en el combate de plagas
del ganado. A pesar de este uso, poco se
sabe acerca de la causa de la actividad
biologica de estas plantas y los efectos que
tienen en otros organismos: como pueden
ser insectos e incluso mamiferos. La
evaluacion de extractos o compuestos en
distintos modelos bioldgicos es necesaria
para definir su actividad y las perspectivas
que tomaria su  aplicacion eg.
farmacologica, alimentaria o agrondmica.
Se estudiaron especies de los géneros
Haplophyton 'y Tephrosia. La literatura
informa que  Haplophyton  contiene
principalmente alcaloides como
compuestos activos. Aunado a lo anterior,
a partir de la decoccidn de hojas se fabrica
un ungiiento repelente de insectos y una
pasta para combatir las cucarachas. De
manera similar, en el género Tephrosia es
caracteristica la presencia de rotenoides y
flavonoides, ademads varias especies son
usadas como piscicidas, raticidas e
insecticidas.

Los extractos de hojas y tallos de
Haplophyton cimicidum y de raices de
Tephrosia sp. se obtuvieron utilizando
hexano, acetato de etilo y metanol como
disolventes. Los extractos se examinaron
con pruebas quimicas para detectar la
presencia de los principales grupos de
metabolitos secundarios. Asimismo, se
evalué la actividad biologica de los
extractos en el desarrollo de Spodoptera
frugiperda mediante ensayos con dieta
artificial y se determind su toxicidad en un

modelo murino administrandolos por via
intraperitoneal.

Los resultados de las pruebas con
reveladores en los perfiles cromatograficos
tanto de tallo como de hoja de H.
cimicidum indicaron la presencia de
terpenoides en los extractos de hexano y
acetato de etilo. Los extractos de éste
ultimo disolvente tambien mostraron
resultados positivos para alcaloides. Para
Tephrosia sp., las placas cromatograficas
reveladas de los extractos hexanicos y de
acetato de etilo evidenciaron la presencia
de terpenoides. Los flavonoides se
detectaron en los extractos de acetato de
etilo y metanol. Ambos grupos fueron mas
notorios en el extracto de acetato de etilo.

Respecto a la evaluacion del efecto sobre el
desarrollo de S. frugiperda, se encontr6 que
los extractos hexanicos en general
causaron el mayor porcentaje de
mortandad, siendo el extracto obtenido de
hoja el mas activo. Ademas, los extractos
de tallo de H. cimicidum y raiz de Tephrosia
sp provocaron un incremento en la
duracion de los periodos de larva y pupa.
La viabilidad de los insectos fue baja en
todos los tratamientos, los organismos
tratados con extracto de raiz tuvieron el
menor aumento en peso y en la evaluacion
de la talla, el menor valor lo presentaron
los tratamientos con extracto de hoja.

Para los extractos de acetato de etilo, la
mortandad mas alta en los insectos se
detect6 con los tallos y hojas de H
cimicidum. El extracto de raiz de Tephrosia
sp. prolongo6 el tiempo en estado larval y
redujo el pupal. Todos los tratamientos
redujeron la viabilidad larval pero la
viabilidad de pupa solamente fue afectada
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por el extracto de raiz de Tephrosia sp. La
mayor disminucion de peso y talla se
obtuvo en el tratamiento que usé extracto
de hojas.

Los extractos metanodlicos no tuvieron
efecto en la mortandad de los insectos. Los
tiempos de desarrollo larval y de pupacion
se prolongaron en los tratamientos con los
extractos de hojas y tallos. La viabilidad
larval con los extractos de raiz fue baja,
por otro lado el tratamiento con extracto
de hojas tuvo los menores valores de peso
y talla.

En las pruebas con ratones para evaluar la
DLso, los extractos de Haplophyton no
resultaron toxicos, a diferencia de los
extractos hexdnicos de raiz de Tephrosia
que fueron toxicos.

Palabras clave: Haplophyton, Tephrosia,
Spodoptera, metabolitos secundarios,
actividad bioldgica.



ABSTRACT

Species from the genera Haplophyton and
Tephrosia were studied. An aqueous mixture
of Haplophyton leaves and Tephrosia roots is
applied to combat cattle ectoparasites in the
state of Oaxaca. Albeit this acknowledged
use of the plants, little is known about the
cause of its biological activities or its effects
exerted on other organisms such as insects
or even mammals. The extracts or
compounds evaluation over different
biological models is necessary to determine
the types of activities and define its
utilization perspectives, e.g. pharmacological,
nutritional or agronomical. The literature
reviewed mentions alkaloids as the principal
active components found in Haplophyton.
Furthermore, the leaves decoction is used to
prepare an insect repellent ointment as well
as a dough bait to kill cockroaches. As
regards to the genus  Tephrosia  is
characteristic the presence of flavonoids and
rotenoids, and some species are used as

piscicides, raticides and insecticides.

Leaves and stems of Haplophyton cimicidum
and roots of Tephrosia sp. were extracted
successively with hexane, ethyl acetate and
methanol. Chemical qualitative tests were
performed on the resulting extracts to search
for the presence of the main groups of
secondary metabolites. The extracts were
also evaluated by means of artificial diet
assays for its biological activity on the
development of Spodoptera frugiperda. Toxicity
were assessed on a murine model
intraperitoneally administered.

Chromatographic plates of H. cwicidum
leaves and stems extracts were sprayed with
specific reagents, the results revealed the
presence of terpenoids in the hexane and
ethyl acetate extracts. The latter were also
positive in the alkaloids test. Tephrosia sp.
chromatographic plates showed terpenoids
presence in the hexane and ethyl acetate
extracts. Flavonoids were detected on the
ethyl acetate and methanol extracts of
Tephrosia sp. Both metabolite groups were
more evident in ethyl acetate extract of the

1roots.

The evaluation results of the effect on the
development of . frugiperda showed that the
higher mortality percentage was caused by
the hexane extracts, being the most active
the leaf extract of H. cmicidum. The extracts
of H. cmicidum stems and Tephrosia sp. roots
prolonged pupal and larval periods. Insect
viability were found low in all treatments,
individuals treated with root extract had the
lowest weight gain, the minimal size
corresponded to H. cmicidum leaf extract
treatments.

The ethyl acetate extracts of H. cmicidum
caused the highest percentage of insect
mortality. Tephrosia sp. root extract prolonged
the larval stage and reduced the pupal stage
developmental times. All treated groups had
reduced larval viability but the same pupal
variable were only affected by Tephrosia sp.
extracts. Leaves extract of H. cmicidum
caused maximum weight and size reduction.

Methanolic extracts had no effect on insect
mortality.  Larval and  pupal  stage
developmental times were prolonged by H.
cmicidum  extracts. Larval viability were
diminished in the roots extract treatment.
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Weight and size values were low in
organisms treated with leaves extract.

The outcome of the toxicity tests on mice to
determine LD,, showed non toxic H.
comicidum  extracts, whereas Tephrosia  sp.
resulted toxic.

Keywords: Haplophyton, Tephrosia, Spodoptera,
secondary metabolites, biological activity.



1. INTRODUCCION

Las plantas sintetizan una amplia variedad de compuestos que se clasifican en metabolitos
primarios y secundarios en funciéon de que formen parte del metabolismo necesario para
sustentar la vida de la planta o que se produzcan como respuesta a condiciones de estrés
(Anaya, 2003). Aun cuando la funcion de la mayoria de los metabolitos secundarios (MS) no
ha sido totalmente establecida, se considera que desempefian funciones importantes en la
supervivencia y adaptacion de los vegetales participando en interacciones biodticas que
abarcan desde las relaciones benéficas hasta las perjudiciales, para uno o ambos de los
participantes (Wink, 1993). Estos MS, poseen una diversidad de actividades bioldgicas que
ofrece multiples oportunidades de aplicaciones practicas desde las perspectivas
farmacologica, alimentaria y agronomica (Cuadro 1). La presencia de MS en las especies
vegetales afecta de distintas maneras a los herbivoros que las consumen, cuya mayoria son
insectos — lepiddpteros, coledpteros y ortdpteros - pudiendo tener drganos o funciones como
blancos especificos dentro de sus sistemas: nervioso, digestivo y endocrino (Schoonhoven,
1993). Los distintos modos de accidn que involucran las interacciones de los compuestos
quimicos con dichos blancos pueden ser aprovechados para reducir el riesgo de formacién

de resistencia a insecticidas en poblaciones de plagas insectiles (Arnason et al., 1993).

En comunidades del estado de Oaxaca son utilizadas plantas de los géneros Haplophyton y
Tephrosia en el combate de plagas. La decoccion de hojas de Haplophyton sp. combinada con
manteca se usa como ungiiento repelente. También se prepara en México una mezcla de
masa' con hojas de Haplophyton sp. machacadas para combatir las cucarachas (Martinez y
Matuda, 1979; Standley, 1924). Por su parte, varias especies de Tephrosia son usadas
alrededor del mundo como piscicidas, raticidas e insecticidas (Grainge y Ahmed, 1988;

Fagerstrom et al., 2002; Amede et al., 2006).

! En las fuentes no se especifica si la masa es de maiz, trigo o alguna otra semilla.



En esta investigacion se realizo un estudio quimico preliminar para determinar los
principales grupos de metabolitos secundarios presentes en las partes aéreas de Haplophyton
cimicidum y las raices de Tephrosia sp. Asimismo se evalu6 la influencia de los extractos
organicos de ambas especies en el desarrollo de S. frugiperda, mediante ensayos con dieta

artificial y se determind la DLso en ratones de los extractos.

La estructura del escrito agrupa cada una de las partes de la investigacién, con su discusion

correspondiente.



2. ANTECEDENTES

2.1. Metabolismo secundario e interacciones entre organismos

2.1.1. Defensas quimicas de las plantas contra patdgenos y herbivoros

Las plantas estan sometidas de manera natural por diversas condiciones externas a
situaciones de estrés, que como respuesta producen cambios en su metabolismo. El estrés
vegetal es definido como cualquier factor biotico o abidtico que reduce o aumenta
significativamente algtn proceso fisiologico como el crecimiento o la fotosintesis. Dentro de
los factores abioticos se encuentran la temperatura, sequia, luz; y dentro de los bioticos,
organismos patogenos o herbivoros, entre otros. Se ha propuesto que la presion de seleccién
que causan los herbivoros, principalmente los insectos, sobre las poblaciones de especies
vegetales, es responsable de la aparicion de defensas de tipo fisico (tejidos lignificados,
tricomas, espinas) y quimico (toxinas). El efecto a corto plazo que la mencionada presion
tendrd sobre la planta dependera del estado fisioldgico de ésta, su edad y el nivel de dafio

causado (Dirzo, 1984).

La composicién quimica de la planta, ademas de algunas caracteristicas fisicas, le permite a
un insecto identificarla como alimento, sitio idéneo para ovipositar o por el contrario lo
disuaden de consumirla o lo repelen (Anaya, 2003). Se han caracterizado numerosos
compuestos quimicos aislados de las plantas que actiian como estimulantes o toxicos para los
insectos, estas sustancias varian en su origen y estructura y son producto del metabolismo
secundario. Los metabolitos secundarios son compuestos de bajo peso molecular sintetizados
por la célula vegetal, que no participan directamente en el metabolismo basico que la
mantiene con vida, i.e. fotosintesis y respiracion. Tienen una distribucion que se restringe a
algunas especies o familias vegetales, y en ocasiones a un érgano o tejido dentro de la planta
por lo que pueden ser utilizados como marcadores taxondmicos (Berembaum y Rosenthal,
1992). La produccion de losMS puede ser constitutiva o provocada como respuesta al ataque

de un herbivoro. Los niveles de produccion y acumulacion varian con la etapa de desarrollo
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de la planta, los estimulos ambientales como la luz y la disponibilidad de nutrientes o agua.

Este amplio conjunto de compuestos tiene su origen en unas cuantas vias metabdlicas que

parten del metabolismo primario, y que en algin punto se diversifican y vuelven propias de

una especie o grupo taxonomico (Fig. 1).

Eritrosa-4-fosfato

v
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Figura 1. Vias del metabolismo secundario de las plantas para compuestos: nitrogenados, fendlicos, y
terpenoides (Taiz y Zeiger, 2002).

2.1.2. Metabolitos secundarios involucrados en interacciones ecoldgicas

Se estima que solamente el 10% del nuiimero total de especies vegetales conocidas se ha

estudiado con el fin de buscar compuestos que posean actividad bioldgica. Dichos estudios

han permitido conocer las estructuras de mas de 200 000 MS (Hartmann, 2007; Chinou, 2008)

que contribuyen de distintas maneras a la supervivencia del organismo, funcionando como

(Dixon, 2001):

o



e Atrayentes de polinizadores o dispersores de semillas
e Alelopaticos

® Mecanismo de respuesta ante dafios fisicos

e Protectores contra luz UV

e Defensa contra depredadores y patogenos

Los MS también pueden clasificarse en dos grupos desde el punto de vista funcional y
adaptativo (Anaya, 2003):

1) Semioquimicos - Compuestos que intervienen en las relaciones entre organismos de
la misma especie
- Autotoxinas: son toxicos para la misma especie
- Autoinhibidores adaptativos: controlan el nimero de individuos en la
poblacién
- Feromonas: actian como mensajes en la comunicacion entre organismos
(reproduccion, defensa, territorialidad)
2) Aleloquimicos - Compuestos que determinan la relacion entre dos organismos de
diferente especie
- Alelomonas: dan ventaja al organismo que las produce
- Kairomonas: dan ventajas al organismo que las recibe
- Depresores: que no dan ventaja al organismo que las produce pero perjudican

al que las recibe

Los MS que funcionan como defensas quimicas contra insectos herbivoros también pueden
agruparse en: repelentes, antialimentarios, reguladores del crecimiento y toxinas. Los
repelentes evitan que los adultos o larvas se posen en la superficie vegetal para ovipositar o
alimentarse. Los antialimentarios inhiben o disuaden la alimentacién de los insectos. Los
reguladores del crecimiento alteran procesos bioquimicos esenciales en el desarrollo del
insecto. Las toxinas matan o inmovilizan a los organismos que las consumen (Arnason,

1993).



Cuadro 1. Principales grupos de metabolitos secundarios involucrados en interacciones planta-animal

Clase Estructuras descritas * Distribucién Actividad fisiologica
COMPUESTOS NITROGENADOS
Alcaloides 6500 Amplia en angiospermas. Muchos tdxicos y de
Especialmente en raiz, hoja y fruto sabor amargo
Aminas 100 Amplia en angiospermas. Muchas de olores
Frecuentemente en flores repelentes, algunas
alucindgenas.
Aminoacidos no 400 Especialmente en leguminosas. Muchos son toxicos
proteinicos Semillas.
Glucosidos 30 Esporadicos. Especialmente en hoja Venenosos (como HCN)
cianogénicos y fruto
Glucosinolatos 75 Tipicos en Brassicaceae (Cruciferae) Sabor acre y amargo
y otras diez familias. (como isotiocianatos)
TERPENOIDES
Monoterpenos 1000 Amplia, en aceites esenciales. Aromas agradables
Lactonas 1500 Principalmente  en  Asteraceae Algunas son amargas y
sesquiterpénicas (Compositae), pero tambien en otras toxicas, también
angiospermas. alergénicas
Diterpenoides 2000 Amplia, especialmente en latex y Algunos son téxicos
resinas
Saponinas 600 En unas 70 familias. Hemodlisis
Limonoides 100 Principalmente en Rutaceae, Sabor amargo
Meliaceae y Simaroubiaceae.
Cucurbitacinas 50 Principalmente en Cucurbitaceae. Sabor amargo y toxicas
Cardendlidos 150 Especialmente comunes en Toxicas y amargas
Apocynaceae, Asclepiadaceae y
Scrophulariaceae.
Carotenoides 500 Universales. En  hojas, con Coloridos
frecuencia en flor y fruto.
COMPUESTOS FENOLICOS
Fenoles simples 200 Universales. En hojas, con frecuencia Antimicrobianos
en otros tejidos.
Flavonoides 4000 Universales en angiospermas, Con frecuencia coloridos
gimnospermas y helechos.
Quinonas 800 Amplia, especialmente en Coloridos
Rhamnaceae.
OTROS
Policétidos 650 Principalmente en Asteraceae Algunos son toxicos

(Compositae) y Umbeliferae.

* Ntimero aproximado. Adaptado de: Harborne, 1988.
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2.1.3. Efectos de los metabolitos secundarios en el desarrollo de los insectos

La actividad que muestren los MS en insectos depende de: la especie que los consuma,
estadio de desarrollo y su sensibilidad al compuesto. Resultan afectados de diversas formas:,
modificacion de la conducta de oviposicion, activacion o inhibicién de quimiorreceptores
dando por resultado atraccion, disuasion, fagoestimulacion o efecto antialimentario, pueden
retardar o acelerar el crecimiento, alterar la replicacion del ADN, reducir la digestibilidad de
la planta, inhibir la actividad de enzimas hidroliticas del proceso digestivo o interferir en su
ciclo de vida o provocar muerte rapida a causa de la interrupcion de las rutas bioquimicas

principales. (Arnason, 1993).

Respecto a la efectividad, sdlo algunas substancias vegetales tienen la rapida actividad letal
que provocan los insecticidas sintéticos, muchos son insectistaticos, ocasionan efectos
subletales que podrian aprovecharse para controlar la plaga modificando su alimentacion,
crecimiento, desarrollo u oviposicion. Los MS son importantes en el reconocimiento y
aceptacion de la planta hospedera por parte de los insectos adultos; por ejemplo, cuando la
mariposa o polilla hembra se posa sobre una planta, generalmente camina en la superficie de
la hoja, la duracion de esta caminata y el inicio de la siguiente pauta de comportamiento son
dependientes de los estimulos que recibe de los compuestos en la superficie foliar. Algunas
especies efectiian toques reiterados con las patas anteriores cuando entran en contacto con
un hospedero potencial, otras sondean la superficie con las antenas. Estos comportamientos
provocan que los quimiorreceptores entren en contacto con sustancias que pueden

estimularlos y si es el caso inducir a la oviposicion (Simmonds, 2001).

Los extractos o compuestos aislados de plantas también pueden inhibir o regular las rutas
bioquimicas o procesos esenciales para al crecimiento y desarrollo de los insectos. Cuando
los efectos son nocivos, los organismos expuestos mueren a causa del término prematuro de
las etapas de desarrollo, los compuestos alteran la metamorfosis o interfieren con la

reproduccion. Los efectos pueden incluir la induccién de anormalidades morfologicas y
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genéticas que reduzcan el potencial reproductivo, los adultos emergen estériles o con

deformidades que les impiden aparearse (Kubo, 1993).

Respecto a los compuestos con actividad reguladora del crecimiento, estos pueden dividirse
de acuerdo a su modo de accidon especifica en inhibidores de la sintesis de quitina y
sustancias que interfieren con la accion de hormonas. Los primeros funcionan mayormente
como larvicidas, los organismos tratados se desarrollan hasta el tiempo de la muda pero no
la completan a causa de la incapacidad para sintetizar la quitina de la nueva cuticula, y en
consecuencia no llegan a la etapa de adultos. El segundo grupo es efectivo en las etapas
iniciales de embriogénesis y metamorfosis, tales como el comienzo de la fase pupal y el
huevo. Su acciéon resulta en estadios supernumerarios, pupacion anormal y formacion de
organismos con caracteristicas mezcladas de larva y pupa (Ishaaya, 2001; Tunaz y Uygun,

2004).

La alimentacién del insecto puede alterarse a causa de inhibidores. Estos son compuestos
que, luego de una prueba sensorial, provocan que el insecto deje de alimentarse y muera por
inanicion. Algunas plantas sintetizan proteinas que interfieren en la digestion del herbivoro
impidiendo la accién de las enzimas degradadoras de carbohidratos (e.g. amilasas) o
proteinas (e.g. tripsina). Existen ademads proteinas (e.g. ricina) que inactivan ribosomas y por

tanto la produccion de otras proteinas (Carlini y Grossi de Sa, 2002).

2.2. Actividad bioldgica insecticida

2.2.1. Plantas empleadas en el combate a insectos

Alrededor de 2000 especies vegetales pertenecen a sesenta familias que poseen propiedades
insecticidas (Cuadro 2). De éstas, las familias Compositae, Flacourtiaceae, Leguminosae,
Liliaceae y Solanaceae han presentado especies de valor comercial tanto en el pasado como
en el presente. El conocimiento empirico de las plantas tutiles para combatir plagas de

insectos ha sido acumulado durante un largo tiempo por diferentes culturas en diversas
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partes del mundo. Por ejemplo, desde tiempos védicos (1500 afios A.C.) se emplea en la India
y paises vecinos el neem (Azadirachta indica) para el control de infestaciones por insectos en
granos, vestimenta, etc. En Irdn y Yugoslavia las cabezas de la flor de crisantemo
(Chrysanthemum cinerariaefolium Vis.) han sido usadas como producto insecticida desde el
siglo XVIIL Las propiedades insecticidas del tabaco (Nicotiana tabacum L.) fueron conocidas
por los nativos americanos y posteriormente en el siglo XVII los granjeros europeos

comenzaron a usar sus extractos (Dev y Koul, 1997).

A partir de 1940 comenzaron a utilizarse en mayor escala los plaguicidas sintéticos, fue hasta
entonces que se desplazaron con efectividad las sustancias insecticidas en uso, que incluian
las preparaciones botanicas. (Isman, 2006) Estos productos se mostraron eficaces para
controlar las poblaciones plaga, su aceptacion fue rapida y permitio el crecimiento de la
industria. Sin embargo, la aplicacion fue indiscriminada y se hizo sin tomar en cuenta la
posibilidad de un efecto nocivo a largo plazo en el ambiente y para la salud humana. La
seleccion de insectos resistentes y la persistencia de residuos toxicos en los alimentos son
algunos de los efectos no deseados, otros son los dafos a la salud de quienes los aplican, la
acumulacién de compuestos toxicos en las cadenas tréficas y la mortandad de parasitos,

depredadores y polinizadores (Pimentel, 2005).

2.2.2. Principios activos aislados de plantas con actividad insecticida

Diversos compuestos de origen vegetal han sido aislados y sus derivados sintéticos se
emplean con éxito, tal es el caso de los piretroides y carbamatos (Khambay et al., 1997), que
comparten con los insecticidas organofosforados y organoclorados un modo de accién
general neurotdxico, rapido y eficaz. La busqueda de compuestos se ha acentuado en
aquellos que tienen distinto modo de accion, tales como los disuasivos, los inhibidores de la
muda, los reductores del crecimiento o la fecundidad y los inhibidores respiratorios
(Arnason, 1993). Es importante mencionar que debido los efectos anteriores la mayoria son

insectistaticos y no insecticidas.
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Cuadro 2. Familias de plantas con especies que poseen actividad insecticida

e Acanthaceae e Lamiaceae

e Agavaceae e Lauraceae

¢ Annonaceae e Leguminosae (Fabaceae)
e Apocynaceae e Liliaceae

e Araceae e Loganiaceae

e Aristolochiaceae e Lycopodiaceae

e Asclepiadaceae e Magnoliaceae

e Balanitaceae e Malvaceae

e Berberidaceae e Meliaceae

e DBoraginaceae e Menispermaceae
e Brassicaceae e Mpyristicaceae

e Burseraceae e Myrtaceae

e Capparidaceae e Papaveraceae

e Celastraceae e DPiperaceae

e Chenopodiaceae e DPoaceae

e Compositae (Asteraceae) e DPolygonaceae

e Convulvulaceae e Polypodiaceae

e Cucurbitaceae e Ranunculaceae

e Dioscoreaceae e Rosaceae

e Ebenaceae e Rubiaceae

e FEricaceae e Rutaceae

e Euphorbiaceae e Sapindaceae

e Flacourtiaceae e Sapotaceae

e Guttiferae e Simaroubaceae

e Helleboraceae e Solanaceae

e Hippocastanaceae e Stemonaceae

e Hypericaceae e Taxaceae

e [lliaceae e Theaceae

e Juglandaceae e Umbelliferae (Apiaceae)
e Labiatae e Verbenaceae

(Dev y Koul, 1997).

De algunas especies de la familia Meliaceae se extraen limonoides como nimbina, nimbidina,
salanina y azadiractina, que tienen principalmente efecto antialimentario, ovicida, larvicida y
regulador del crecimiento. La azadiractina reduce el nivel de ecdisona y hormona juvenil en
los insectos holometdbolos y hemimetabolos, provocando en los juveniles reduccion de la
movilidad y extension del tiempo en fase larval, muchas veces ocurren deformidades o la
muda es imperfecta (Kubo, 1993). La familia Piperaceae es fuente de piperamidas, lignanos y

derivados del dcido benzdico. Las piperamidas tienen actividad neurotdxica e inhibidora del
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citocromo P450 (Scott et al., 2008). El crisantemo (Chrysanthemum cinerariaefolium) pertenece a
la familia Asteraceae, su principio activo son las piretrinas y su accion insecticida,
caracteristica por su rapidez, es resultado de su neurotoxicidad. Estos compuestos bloquean
los canales de sodio activados por voltaje presentes en los axones neuronales. Su labilidad
frente a los rayos UV motivo el desarrollo de derivados sintéticos mas estables, los

piretroides (Isman, 2006).

Otro producto botanico con un modo de accion parecido al de los piretroides, a pesar de no
tener similitud estructural, es la sabadilla, que se obtiene de las semillas de la planta
Schoenocaulon officinale Gray. (Liliaceae), la cual se distribuye en centro y sudamérica (Frame,
2001). Las semillas contienen 2-4% de veratrina, la mezcla bioldgicamente activa de
alcaloides; uno de ellos, la cevadina, es muy téxico para mamiferos (la DLso para ratones es
3.5 mg/Kg) sin embargo, las preparaciones comerciales dan un margen de seguridad ya que

contienen menos de 1% de ingredientes activos (Ujvary, 2001).

Se obtiene a partir de la madera pulverizada de Ryania speciosa Vahl (Flacourtiaceae) cuyo
alcaloide activo es la rianodina, presente en una cantidad menor al 1%. Este compuesto
interfiere notablemente en el proceso de liberacion del calcio intracelular, necesario para el

funcionamiento del tejido muscular estriado (Isman, 2006).
2.2.3. Modelos para el estudio de la actividad insecticida

Numerosos vegetales contienen compuestos con actividad bioldgica susceptible de ser
evaluada utilizando modelos. Estos consisten en un sistema bioldgico bajo condiciones
estandarizadas y sirven para determinar, entre otras, la concentracion efectiva, la letalidad o
el modo de accion. El gran numero de resultados positivos obtenidos con diversos modelos,
es indicativo de una amplia diversidad de metabolitos secundarios de plantas que tienen
utilidad potencial como “insecticidas”, por ejemplo, por ser toxicos, disuasorios, inhibidores

o estimulantes, etc.
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Al realizar bioensayos es importante la seleccion de las especies de insectos. La elecciéon del
modelo escogido tendra influencia sobre los resultados debido a la variedad de posibles
respuestas que se presentan incluso intraespecificamente; el efecto de un compuesto sobre
una especie de insecto no es necesariamente el mismo para otra (Bellés, 1988). Los habitos
alimentarios influyen en la sensibilidad a sustancias quimicas por tanto en el resultado de la
prueba, los insectos generalistas son usualmente menos sensibles a los compuestos mientras
que lo contrario ocurre con los especialistas (Cole, 1994). Otros factores a considerar en la
seleccion son importancia economica, facilidad de crianza (Kubo, 1993) y etapa de desarrollo
en que se halla el insecto, se sabe que larvas neonatas o en los primeros estadios son mas

susceptibles al efecto de compuestos que aquellas mas desarrolladas (Lépez et al., 2003).

La necesidad de protegerse de algunos compuestos en el ambiente seria responsable de la
expresion de algunos genes que ocurre exclusivamente durante las etapas larvales y no en las
de huevo, pupa o adulto. Estos genes corresponden a enzimas de detoxificacion,
pertenecientes al grupo de los citocromos P450, cumplen entre otras, la funcion de
metabolizar xenobidticos tales como drogas, pesticidas y toxinas vegetales, su presencia
puede estar restringida al tejido de un organo (Berenbaum, 2002). Los mecanismos de
detoxificacion principalmente glutation s-transferasas y citocromos P450 permiten que los
insectos sobrevivan cuando se especializan en consumir determinada familia o especie, esta
puede ser causa de que los organismos polifagos respondan de manera distinta que los

oligofagos cuando son sometidos a un mismo tratamiento (Li, 2007).

Un aspecto importante a considerar durante la evaluacion del desarrollo de los insectos es el
tiempo transcurrido en cada etapa, ya que en ocasiones el efecto del tratamiento se ve
reflejado en la duracion de los lapsos entre mudas, el tiempo que toma el paso de larva a
pupa y aquel desde la eclosion hasta inclusive la emergencia de los adultos (Kubo, 1993;

Wheeler et al., 2001).

Existen alrededor de 70 000 especies plaga en el mundo, y de éstas sdlo el 10% se consideran

de importancia econdmica a causa de las pérdidas que ocasionan (Pimentel, 2005). Dentro de
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los géneros de insectos modelo en bioensayos, Spodoptera es uno del cual se emplean las
especies S. exigua Hiibner, S. littoralis Boisduval, S. litura Fabricius, S. eridania Stoll, S. exempta
Walker y S. frugiperda JE Smith. La ultima es conocida cominmente como “gusano
cogollero” por su habito de comer las hojas dobladas en desarrollo temprano, los meristemos
y las espigas inmaduras. Es una especie generalista holometdbola que generalmente presenta
6 instares o estadios larvales y que ataca cultivos de alfalfa, frijol, papa, tomate, sorgo y soya,
teniendo preferencia por los de maiz, con las repercusiones econdmicas que eso implica. Esta
especie presenta una distribucion amplia en América, sobre todo en regiones tropicales y
subtropicales. En México es la plaga mas importante del maiz y puede encontrarsele

practicamente en todas las regiones donde hay cultivos (Casmuz et al., 2010).

2.3. Géneros estudiados

2.3.1. Descripcion y distribucion del género Haplophyton

El género Haplophyton pertenece a la familia Apocynaceae y orden Gentianales, se le incluye
dentro de la subfamilia Plumeriodeiae debido a sus anteras no diferenciadas y la presencia
caracteristica de alcaloides inddlicos. Haplophyton tiene una distribucion exclusivamente
americana que abarca desde el sur de los Estados Unidos hasta Guatemala. Posee solo dos
especies, ambas presentes en México (Fig. 2), estas son Haplophyton crooksii L. Bent al norte en
los estados Sonora, Chihuahua y Coahuila en tanto que Haplophyton cimicidum A. DC. (Fig. 3)
se encuentra al sur del pais en Michoacan, Morelos, Puebla, Oaxaca, Tabasco y Chiapas

(Williams, 1995). Ambas especies son plantas arbustivas perennes.



A H. crooksii @ H. cwmicidum

Figura 2. Mapa de distribucién de las especies de Haplophyton en México (modificado de Williams,
1995).

El nombre Haplophyton deriva del griego amAovg (sencillo, simple) y ¢putdv (planta), por otra
parte cimicidum proviene del latin cimex (chinche) y caedere (cortar, matar). El uso anti-
insectos tradicional consiste en obtener una decoccion de las hojas que se mezcla con
manteca para aplicarse como ungiiento repelente, asi como una combinaciéon de hojas
machacadas con masa que es empleada en el combate contra las cucarachas, a partir de lo
cual toma su nombre popular de “hierba de la cucaracha” (Standley, 1924; Martinez y

Matuda, 1979).



2mm

Figura 3. Haplophyton cimicidum. —a. Rama con frutos. —b. Inflorescencia. —c. Corte de la flor. —-d. Semilla
(Alvarado-Cardenas, 2004).
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2.3.2. Actividad bioldgica y metabolitos secundarios aislados del género

Haplophyton

La monografia de Grainge y Ahmed (1988) informa acerca de Haplophyton que la actividad
anti insectos s.1.2 de sus hojas, tallos o raices ha sido evaluada en Autographa sp. (Lepidoptera:
Noctuidae), Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Pyralidae) y Udea rubigalis (Lepidoptera:
Crambidae). Aunado a lo anterior, se ha probado la actividad insecticida del género
Haplophyton en Anasa tristis (Hemiptera: Coreidae), Anastrepha ludens (Diptera: Tephritidae),
Blatella germanica (Blattaria: Blattellidae), Epicauta vittata (Coleoptera: Meloidae), Epilachna
varivestis (Coleoptera: Coccinellidae), Gargaphia solani (Hemiptera: Tingidae), Laspeyresia
pomonella (Lepidoptera: Tortricidae), Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae),
Musca domestica (Diptera: Muscidae), Oncopeltus fasciatus (Heteroptera: Lygaeidae), Ostrinia
nubilalis (Lepidoptera: Crambidae), Pieris rapae (Lepidoptera: Pieridae) y Spodoptera eridania

(Lepidoptera: Noctuidae).

Las publicaciones de los estudios fitoquimicos del género, efectuados hace ya mas de 50 afios
(Rogers et al., 1952; Snyder et al., 1954a; Snyder et a., 1954b; Saxton, 1965), mencionan
principalmente la presencia de alcaloides. De H. cimicidum se han aislado los alcaloides
haplofitina y cimicidina (Cuadro 3), estos compuestos presentan toxicidad por ingestion y
por contacto para la cucaracha, el barrenador europeo y otros insectos. Aunque en la
literatura consultada se indica que la DLso de la haplofitina es comparable con la de varios
insecticidas de uso comun, no se menciona la dosis ni cuales son esos insecticidas. Otros
estudios acerca de la especie establecieron la presencia y estructura de mas alcaloides
considerados exclusivos del género (Cuadro 3), estos son: haplocina, haplocidina (Cava et al.,
1963a), cimicina, cimicidina (Cava ef al., 1963b) haplocidifitina, norisohaplofitina (Adesomoju
et al., 1983a) y cimilofitina (Adesomoju et al., 1983b). También se registraron los alcaloides

eburnamina, isoeburnamina y O-metil eburnamina previamente descubiertos en otros

Modo de accién no definido; a diferencia del “insecticida”, que es letal
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géneros de Apocinaceas (Cava et al., 1963a), asi como los compuestos de tipo triterpénico:

bauerenol, monoestearato de eritrodiol, betulina y 3 sitosterol (Cava et al., 1967).

De la especie H. crooksii se han aislado y caracterizado estructuralmente los alcaloides
crooksiina, crookisidina, metoxitetrahidrosecodina, 10-metoxi-N1-metilpericiclivina, 16-
decarbometoxivinervinina, yohimbina,  yohimbina, akuammicina, akuammidina,
decarbometoxitetrahidrosecodina, tubotaiwina, lanceomigina, N-0xido de lanceomigina,
haplofitina, cimicina y cimicidina (Cuadro 3); todos muestran actividad inhibitoria de la
acetilcolinesterasa in vitro y se les atribuyen en conjunto los efectos toxicos de la planta,

aunque no se descartan otros modos de neurotoxicidad (Mroue y Alam, 1991; Mroue et al.,

1993; Mroue et al., 1996).
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Cuadro 3. Estructuras de alcaloides y triterpenos aislados de Haplophyton (Adesomoju et al., 1983a, 1983b; Cava et al., 1963a, 1967; Mroue y Alam, 1991;
Mroue et al., 1993, 1996).

CH,0R
HO
i SRR RN, haplofitina monoestearato de eritrodiol R=CO—C;7Hjs
cimilofitina norcimicifitina R:H
C,H;
HO
R beta sitosterol
haplocina R=Et;R=H
haplocidina R=Me;R'=H
19 18
15
R
5 eburnamina R = OH,({
T isoeburnamina R =0H, F RO
crooksidina-CO-CH, O-metil eburnamina R=0Me. (¢ bauerenol R=H

R! = OMe, R? = OH

crockeing metoxitetrahidrosecodina-CH,-CHy

CH,0H

HO

H betulina
OCHy 10-metoxi-NI1-metilpericiclivina

2 ot

16decarbometoxivinervinina



2.4.1. Descripcion y distribucion del género Tephrosia i }t

\ $//
El género Tephrosia pertenece a la familia Fabaceae (sinonimo: ;/
Vg
Leguminosae), la tercera mdas diversa dentro de las :(y{‘f
I "'
angiospermas, que agrupa entre 12 000 a 17 000 especies “ﬁ

clasificadas en 590 a 690 géneros, algunos de los cuales como.

Lonchocarpus, Derris, Mundulea y Tephrosia, de la subfamilia L W
Papilionoideae, se consideran relacionados entre si a causa 1 /,"

de los compuestos flavonoides y rotenoides aislados de ¥ 53

i W“'

sus especies (White, 1980).

(White, 1980), las cuales se distribuyen en América,
Africa, el sureste asiatico y Australia con preferencia
hacia el clima tropical y subtropical; alcanza su mayor
diversidad en México, donde existen alrededor de 50
especies endémicas (Fig. 4) que se pueden encontrar
desde los 0 hasta 2700 metros de altitud,
proliferando entre los 300 y 1500 metros. Las N
especies se localizan en las regiones lluviosas \
subtropicales de Oaxaca (la costa y el Istmo),
Jalisco, Guerrero (Sierra Madre Occidental) y

Nayarit (Fig. 5). Las plantas tienen habito

herbaceo o arbustivo, hojas alternas, pinadas y

nah ) LT T ST

comunmente pilosas (Fig. 4) (White, 1980, ’{

1
Dominguez et al., 1983; Gémez-Garibay et al., '-
1991; Goémez-Garibay et al., 1999; Goémez- A 3 3

Garibay et al., 2001). -

Figura 4. Dibujo de un ejemplar del género Tephrosia.
Tephrosia nitens Seem. a. Habito.-b. Flor (White, 1980).
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2.4.2. Actividad bioldgica y metabolitos secundarios del género Tephrosia.

El género Tephrosia contiene un grupo de compuestos llamados rotenoides, también
presentes en Lonchocarpus y Derris, motivo por el cual han sido usados en el control de plagas
desde hace mas de un siglo (Wink, 1993; Khambay y O’Connor, 1993; Khambay et al., 1997).
Los rotenoides tienen actividad insecticida y son tdxicos para otros animales por lo cual los
“preparados” con raices que los contienen son usados como piscicidas en Sudamérica. Del
rotenoide caracteristico, la isoflavanona rotenona, no se ha reportado formacion de
resistencia aun cuando fue un insecticida de uso mundial desde mediados del siglo XIX

hasta antes de la utilizacion del DDT (Wink, 1993).

Totales | endémicos en/ endémicos
por region la region para México

Figura 5. Mapa de distribucion de las especies de Tephrosia en México. Los circulos indican areas con
mayor concentracion de especies de Tephrosia en el pais y/o especies con particular importancia (e.g.
endemismo) (Gémez-Garibay et al., 2001).
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El uso de la rotenona fue retirado del mercado en la unién europea en 2007 (Schapira, 2010) y
posteriormente la mayoria de sus usos domésticos fueron voluntariamente cancelados en los

Estados Unidos, aunque contintia disponible como piscicida (U.S. EPA, 2007)

La rotenona es un potente inhibidor de la cadena de transporte de electrones mitocondrial,
actua sobre el complejo NADH reducido: ubiquinona déxidoreductasa (Complejo I) cuya
inactivacion resulta en la pérdida de la fosforilacion oxidativa por lo cual los niveles de ATP
caen y la célula muere (Liimmen, 1998). Otro efecto de esta inhibicion es el estrés oxidativo,
i.e. el incremento en especies reactivas de oxigeno y 6xido de nitrégeno, produccién de
radicales libres y la consecuente peroxidaciéon de lipidos en mitocondrias y organelos que

finalmente lleva a la apoptosis (Simmonds et al., 1990; Ujvary, 2001).

La disfuncién mitocondrial y el estrés oxidativo se asocian, entre otros factores genéticos y
ambientales, a la patogénesis del sindrome de Parkinson (Schapira, 2010, Tanner et al., 2011),
por lo cual se han hecho estudios para evaluar la relacion entre la exposicion a la rotenona y
la aparicion de sintomas y signos del la enfermedad. Por una parte se observé en ratones que
la exposicion aguda a la rotenona caus6 lesiones cerebrales similares a las presentes en el
sindrome, situacion que se aprovecho para obtener un modelo del de la dolencia con base en
la administracion del compuesto. Por otro lado, se observé una asociacion entre la presencia
de parkinsonismo en gente expuesta de forma croénica a la rotenona a causa de su actividad

laboral (Greenamyre et al., 2010; Tanner et al., 2011).

Como se menciond, varias especies de Tephrosia producen rotenona y otros flavonoides
usados como piscicidas e insecticidas y con tales fines han sido cultivadas, su potencial
plaguicida y mejorador de suelos es promovido como parte de programas de desarrollo en
algunos paises de Africa y Asia (Amede et al., 2006; Fagerstrom et al., 2002). Algunas especies
se han empleado como febrifugas, purgantes, contra afecciones: nerviosas, cutaneas, renales,
hepaticas y en el tratamiento de parasitosis dérmicas producidas por piojos, acaros, pulgas y

chinches (Gomez-Garibay, 2001).
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Céspedes y colaboradores (2001) en México, evaluaron la influencia de flavonoides obtenidos
de especies endémicas de Tephrosia sobre la fotofosforilacion y la transferencia de electrones.
El estudio se basa en informes previos acerca de la mencionada actividad desacoplante sobre
los procesos de transporte de electrones que ocurren en cloroplasto y mitocondria.
Efectuaron ensayos in wvitro sobre cloroplastos de espinaca con sustancias aisladas
principalmente de las raices de plantas colectadas en Jalisco (T. leiocarpa, T. major, T. tepicana,
T. viridifolia), Nayarit (T. crassifolia) y Oaxaca (T. abottiae). Se evaluaron los biflavonoides:
tepicanol y crasifolina, y los flavonoides: elongatina, tephrobotina, tephroleocarpina,
glabranina y metilglabranina. Todos los compuestos mostraron, dependiendo de Ia
concentracion, algin grado de actividad inhibitoria del metabolismo energético de la planta

en el nivel fotosintético.

En otro tipo de estudios, Muiva et al. (2009) evaluaron, con resultados positivos, la actividad
antiplasmodica de la (S)-elatadihidrochalcona, obovatachalcona, obovatina, éter metilico de
obovatina, deguelina, y el extracto crudo (MeOH/CH:Cl:, 1:1) de vainas de T. elata, una

especie africana.

Ganapaty et al. (2008) utilizaron T. pumila, una especie colectada en India, aislando de sus
raices dos flavonoides conocidos, tephrinona y rotenona, un nuevo isoflavan-4-ol
(pumilanol) asi como lupeol y estigmasterol. El pumilanol mostré actividad antiprotozoica
significativa en contra de Trypanosoma brucei rhodesiense, Trypanosoma cruzi y Leishmania
donovani con una Clso de 3.7, 3.5 y 12.2 ug/mlL, respectivamente. El pumilanol mostré ademas

una alta toxicidad (Cls de 17.12 pg/mL) hacia mioblastos esqueléticos L-6 de rata.

En una investigacion posterior con raices de T. calophylla, también colectada en India,
Ganapaty et al. (2009) obtuvieron un derivado de benzil, calofiona A, y tres derivados de
cumestan, tephcalostan B, C y D. Los compuestos fueron evaluados en busqueda de
actividad citotdxica con células macrofagas de ratén (RAW) y células de cancer de colon (HT-

29) asi como de actividad antiprotozoarios con T. b rhodesiense, T. cruzi, L. donovani y
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Plasmodium falciparum. En las pruebas con RAW y HT-29, el compuesto calofiona A tuvo el

doble de efecto en comparacion con el control, hidrocloruro de amrubicina.

Con respecto a las pruebas bioldgicas, muchas especies del género Tephrosia han mostrado
algtin tipo de actividad en contra de diversas plagas (Cuadro 4). Otros ensayos han evaluado
la actividad antialimentaria de los compuestos aislados: metilhidgartdol A, metilhildgartol B,
5-hidroxi-isoderricina (7-metil-glabranina), 7-O-metil-8-(3-metilbutadienil) flavanona y 5-
metoxi-isolonchocarpina, los dos primeros flavanos y las restantes flavanonas, fueron
aislados de T. hildebrandtii Vatke, T villosa, T. purpurea 'y T. vogelii. Todos mostraron actividad
antialimentaria estadisticamente significativa en un ensayo de preferencia con discos de fibra

de vidrio y larvas de S. exempta y S. littoralis (Simmonds et al. 1990).

Tres flavonoides: emoroidenona, emoroidona y emoroidocarpano se obtuvieron a partir de
las raices de T. emoroides, de origen africano. La prueba con discos de maiz y larvas de Chilo
partellus Swinhoe (Lepidoptera: Pyralidae) mostro una fuerte actividad antialimentaria de la

flavanona emoroidenona (Machocho et al., 1995).

Extractos de la raiz de T. hildebrandtii permitieron aislar un pterocarpano, la hildecarpina,
que exhibié actividad antialimentaria en un bioensayo con Maruca testulalis (Lepidoptera:
Pyralidae) (Lwande et al., 1986). Lapointe et al. (2003) evaluaron el potencial antialimentario
de T. candida DC para el gorgojo Diaprepes abbreviatus L (Coleoptera: Chrysomelidae) con

resultados positivos estadisticamente significativos.

2.4.3. Metabolitos secundarios aislados de especies mexicanas del género

Tephrosia.

Los estudios quimicos de algunas especies mexicanas de Tephrosia han revelado la presencia
de terpenos y diversos tipos de flavonoides, entre los que destacan: flavonas, flavonoles,
isoflavonas, flavanonas y chalconas (Cuadro 5) (Dominguez et al., 1983; Gémez Garibay et al.,

1991; Gomez Garibay et al., 1997; Gomez Garibay et al., 1999; Calderdn et al., 2001).

27 —



Cuadro 4. Especies de Tephrosia con actividad en contra de organismos plaga

Especie Parte Disolvente de Organismo plaga Actividad

extraccion

T. candida Raiz, alcohol Afidos, Aphis fabae (Hemiptera: Aphididae), Coccus viridis ~ Anti-insectos?,

madera, (Hemiptera: Coccidae), Crocidolomia binotalis (Lepidoptera: insecticida
semilla, Pyralidae), Epacromia tamulus (Orthoptera: Acrididae),
hoja, vaina Epilachna viginti-octopuntata, Euproctis fraterna (Lepidoptera:
Lymantriidae), Pericallia ricini (Lepidoptera: Arctiidae),
Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae), Toxoptera aurantii
(Hemiptera: Aphididae)

T. diffusa Raiz ND? Pediculus humanus capitis (Phthiraptera: Pediculidae) Insecticida
T. grandiflora Raiz ND ND Insecticida
T. heckmannia Hoja ND Cimex lectularius (Heteroptera: Cimicidae), Papaipema nebris Insecticida

(Lepidoptera: Noctuidae)
T. latidens Raiz ND Musca domestica Insecticida
T. lindheimeri Semilla ND Musca domestica Insecticida
T. macropoda  Raiz, tallo alcohol Afidos, Aphis fabae, Cheimatobia brumata (Lepidoptera: Anti-insectos,
Geometridae), polillas, Orgyia antiqua (Lepidoptera: insecticida
Lymantriidae), Pediculus humanus capitis, Selenia tetralunaria
(Lepidoptera: Geometridae)

T. nyikensis ND ND Toxoptera aurantii Anti-insectos

T. purpurea Hoja Agua, éter Orugas, Spodoptera litura (Lepidoptera: Noctuidae)

T. repentina ND ND ND Insecticida

T. toxicaria Raiz Agua, alcohol, Afidos, Attagenus  piceus  (Coleoptera: Dermestidae), Anti-insectos,

éter de petroleo

Cheimatobia brumata, Musca domestica, Oncopeltus fasciatus,
Tineola bisselliella (Lepidoptera: Tineidae), Toxoptera aurantii

insecticida,
antialimentario
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Cuadro 4 (Continuacion). Especies de Tephrosia con actividad en contra de organismos plaga

Especie Parte Disolvente

Organismo plaga

Actividad

T. villosa Hoja, semilla Eter de
petroleo

Callosobruchus chilensis (Coleoptera: Chrysomelidae), Coccus
viridis, Crocidolomia binotalis, Dactynotus carthani (Hemiptera:
Aphididae), Dysdercus koenigii (Hemiptera: Phyrrocoridae),
Lipaphis erysimi (Hemiptera: Aphididae), Spodoptera litura

Anti-insectos,
insecticida

T. virginiana Raiz, hoja Agua

Aphis gossypii (Hemiptera: Aphididae), Brevicoryne brassicae
(Hemiptera: = Aphididae),  Busseola  fusca(Lepidoptera:
Noctuidae), Ctenocephalus felis (Siphonaptera: Pulicidae),
Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae), Datana ministra
(Lepidoptera: ~ Notodontidae),  Echidnophaga  gallinaceae
(Siphonaptera: Pulicidae), Epilachna wvarivestis, moscas,
Goniocotes  gigas (Phthiraptera: Philopteridae), Goniocotes
hologaster, Holopsyllus affinis (Siphonaptera: Pulicidae),
Hypoderma  lineata  (Diptera:  Oestridae), Leptinotarsa
decemlineata, Malacosoma americana (Lepidoptera:
Lasiocampidae), Musca domestica, Myzus rosarum (Hemiptera:
Aphididae), Phtirius pubis (Phthiraptera: Pthiridae), Pulex
irritans (Siphonaptera: Pulicidae), Rhopalosiphum rufomaculata
(Hemiptera: Aphididae), Tricodectus canis

Anti-insectos,
insecticida

T. vogelii Hoja, semilla, Agua
vaina

Aphis citri, Aphis fabae, Cheimatobia brumata, Crocidolomia
binotalis,  Epilachna  varivestis, ~ Henosepilachna  sparsa
(Coleoptera: Coccinellidae), Orgyia antiqua, Pediculus humanus
capitis, Plutella xylostella, ratas, Selenia tetralunaria, thrips,
Toxoptera aurantii

Anti-insectos,
insecticida,
rodenticida

T. wallichii ND ND

ND

Insecticida

1. ND, Informacién no disponible. 2 Modo de accién no definido, a diferencia del “insecticida”, que es letal. (Grainge y Ahmed, 1988)
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2.5 Toxicidad de compuestos quimicos

Dado que los sitios blanco de los plaguicidas pueden ser similares en insectos y mamiferos,
es deseable la busqueda de productos que sean selectivos y no toxicos para los segundos. Se
define la toxicidad como la acumulacién de un dano, a lo largo de periodos cortos o largos
de tiempo, que provoca que un organismo sea incapaz de funcionar dentro de los limites de
su adaptacion (Rozman et al., 2001). De lo anterior puede inferirse que para cuantificar los
riesgos asociados con el uso de plaguicidas es necesario conocer no solamente los
compuestos activos, también la magnitud de la exposicion y de esta manera establecer las
dosis en las cuales se obtengan los efectos deseados sin producir dafios colaterales y
establecer un margen de seguridad de su uso. Las personas que trabajan aplicando y
manipulando pesticidas rutinariamente tienen contacto dérmico o por inhalacion, siendo los
valores de las dosis son generalmente mas elevados que los que arrojan otras vias de

administracion.

La toxicidad de los compuestos depende, entre otros factores, de las dosis empleadas. La
medicion de los efectos en los organismos involucra entonces la cantidad del agente en
relacién con el peso del organismo, asi la susceptibilidad de distintas especies o individuos
puede ser comparada con esta relacion expresada en términos de miligramos del agente por
kilogramo de peso corporal. La dosis efectiva 50 (EDso) es un estimado estadistico de la dosis
en la cual una sustancia produce un efecto especifico en el 50% de una poblacién bajo
condiciones experimentales definidas. Este pardmetro es ttil para determinar el limite
inferior de concentracion en la que no se produzca un efecto observable bajo las condiciones

del ensayo. La dosis letal 50 (DLs0) es un tipo de EDso en el que el efecto medido es la muerte.
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Cuadro 5. Estructuras de compuestos aislados de especies mexicanas del género Tephrosia.

N

OH O

5,6-dihidroxi-7-metoxi flavanona

(o) OMe

O OMe

4,5-dimetoxi-1,2-benzoquinona

abbotina

MeC

crassichalcona

OMe
elongatina R = OH
4-metil elongatina R = OMe

deguelina Ry =Ry =H OMe
toxicarol Ry = OH; Ry;=H
tephrosina Ry = H; R, = OH

enantiomultijuguina Ry = OMe; Rz = OAc
enantiomultijuguinol Ry = OMe; Rz = OH
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MeO\{TCHO

5-metoxi-furfuraldehido

5-metil toxicarol isoflavona

Ri=R3=OMe; R2=H

tephropaucifoliata B
Ri = R3 = H; R2 = OMe

HO.._

HO

amirina cadinol

OMe

dehidrodeguelina R = H

dehid t
hidroxitoxicarol R = OH SRS

fridelina gueijereno
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Cuadro 5 (Continuacion). Estructuras de compuestos aislados de especies mexicanas del género Tephrosia.

R=OH MeO R R=OMe
hildgartol metil hildgartol

0

makiano

MeO ~ OH

HO OH

ononitol

OH

Sacarosa

HOl

HO

Ko lupeol

Ry
R, o

Ry o
metil glabranina 21) Ry = OH; R, = OMe; Rz = CH2CH = C(Me),
glabranina 22) Ry = Ry = OH; R3 = CH2CH = C(Me)2
dimetilglabranina 23) Ry = Ry = OMe; R3 = CH2CH = C(Me),
24) R, = OH; Rz = OMe; R3 = CH,CH.C(Me),OH
quercetol C 25) Ry = H; Rz = OMe; R3 = CH= CH - CH= C(CH3);
tephroleiocarpina A 26) Ry = OH; R2 = OMe; R3 = CH = CHC = CHMe
tephroleiocarpina B 27) Ry = Rz = OMe; R3 = CHz - CH = C(CH;3)CH,0H
tephroleiocarpina C 28) Ry = Rz = OMe; R3 = CH = CH - C(CH3).0H

HO OH
HOlIre- < 1HOH
Z
MeO OH
pinitol

saxicolina BB
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macranol A

R = OMe. B 2 R=0H

metil obovatina obovatina

quercetina Ry =Rz2=0H
metilquercetina Ry = OMe; Rz = H

HO

sitosterol

macranol B

MeO o
oaxacacina

MeO R

quercetol B R= OMe
tephrowatsina A R= OH
dimetilprenilflavano R= H

stigmasterol
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Cuadro 5 (Continuacion). Estructuras de compuestos aislados de especies mexicanas del género Tephrosia.

sumatrol R =OH; R2=R3=H
rotenona Ry = R2=R3=H

villosina Ry = R3 = OH; Rz =H tephrobbottina R1=0OH; R2=H MeO (o] OMe OH
villosinol R4 = R2=0H; R3=H tiltephrobbottina R1I=OMe: R2=H i g g
villol Ry = R2 = R3 = OH B o = tephromexicanina tephromicrocarpanol

12-cis-hidroxirotenona Ry = R3 = H; R2 = OH quercetal . Ri=R2=0H

6-hidroxirotenona Ry = Rz = H; Ra = OH

MeO O
tephromicrocarpanona

MeO MeO
tephropaucifoliata A tephrowatsina B

Rz
Ry MeQ (o]
MeO (o]
#d OMe O
tephrowatsina DRy = OMe; Ry = H tephrowatsina E tepicanol viridiflorina

nitenina Ry = H; R=OH
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3. JUSTIFICACION

El estudio de la actividad bioldgica de los MS que los vegetales producen ayuda a
comprender las relaciones ecologicas y taxondmicas. Ademds puede servir para el desarrollo
de nuevos productos utiles para el hombre. Es el caso de aquellos MS que cumplen en las
plantas aparentes funciones de defensa quimica contra herbivoros y patdgenos, toman
relevancia en la busqueda de compuestos que se integren a una estrategia de control

bioldgico.

En el estado de Oaxaca, una mezcla acuosa de hojas de H. cimicidum y raices de Tephrosia sp.
es conocida como garrapaticida para ganado. A pesar de este uso, poco se sabe acerca de la
causa de la actividad bioldgica y los efectos que tiene en otros organismos: como pueden ser
insectos e incluso mamiferos. Salvo la investigacion de Simmonds et al. (1990) y la
informacion de Grainge y Ahmed (1988) respecto a T. wogelii, no se han encontrado
referencias acerca de estudios sobre la actividad en insectos para extractos o compuestos
obtenidos de las especies de Tephrosia distribuidas en nuestro pais, a pesar de los registros de
la presencia de rotenoides y flavonoides relacionados en especies como T. carrolli, T. cinerea,

T multifolia, T. abbotiae, T. pringlei, T. nitens, T. watsoniana y T. sinapou.

Es por ello que en este trabajo se planted llevar a cabo una evaluacion de los extractos
organicos de H. cimicidum y Tephrosia sp. con el fin de valorar su actividad bioldgica en dos
organismos (S. frugiperda y Mus musculus) iniciando la busqueda del modo de accién con
miras a un posterior andlisis fitoquimico biodirigido.Debido a que la cantidad de los
extractos obtenidos es limitada se decidid emplear los extractos de mayor y menor polaridad

asi como la via intraperitoneal en el ensayo con ratones.
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4. HIPOTESIS

Considerando acerca de los géneros: el tipo de compuestos reportados, los informes de
actividad insecticida, asi como el uso tradicional conocido, se espera que los extractos
organicos presenten una actividad diferencial en los modelos utilizados. Siendo en general

nocivos para insectos y toxicos para los ratones

5. OBJETIVOS

General
Contribuir al conocimiento de la actividad bioldgica de los géneros Haplophyton y Tephrosia,

utilizadas de manera tradicional en el control de plagas en Oaxaca.

Particulares
Determinar los principales grupos de MS presentes en los extractos de hexano, acetato de

etilo y metanol de hojas y tallos de H. cimicidum y de raiz de Tephrosia sp.

Evaluar el efecto sobre el desarrollo larval en los pardmetros de mortandad, talla, peso y
tiempo de desarrollo de S. frugiperda posterior a la administracion de dichos extractos en el

alimento que consumen.

Determinar la DLso producida por la administracién via intraperitoneal (i.p.) en raton (Mus

musculus), de los extractos hexanico y metandlico de H. cimicidum y Tephrosia sp.
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6. ANALISIS FITOQUIMICO DE H. cimicidum Y Tephrosia sp.

6.1. Materiales y métodos

6.1.1. Colecta y preparacion del material vegetal

La colecta del material vegetal se realizd en el municipio de Etla, Oaxaca, en el afio 2006, se
obtuvieron diferentes partes de Haplophyton cimicidum (hoja y tallo) y de Tephrosia sp. (raiz).
Dos ejemplares de cada especie fueron preparados como material de herbario para su
posterior determinacion taxonomica. El material fue trasladado al laboratorio, y secado en
una camara de ambiente controlado (30 + 2°C). Una vez secas, las diferentes partes de cada
planta (hojas y tallos de H. cimicidum y raices de Tephrosia sp.) se trituraron utilizando un

molino (Retsch SM 2000).

6.1.2. Obtencion de los extractos

La extraccion en frio de 170 g de hojas y 400 g de tallos de H. cimicidum y 2000 g de raices de
Tephrosia sp, se efectu6 empleando consecutivamente disolventes organicos de diferente
polaridad: hexano, acetato de etilo y metanol, que fueron renovados cada 48 horas durante
una semana cada uno (Figura 6). El disolvente se elimind a presion reducida en un rotavapor
(Biichi R205). Obtenidos los extractos se calculd el porcentaje de rendimiento para cada uno

(Cuadro 7).
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6.1.3. Deteccion de grupos de metabolitos secundarios.

El analisis preliminar de la composicion quimica permitié conocer de manera cualitativa los
grupos de metabolitos secundarios presentes en las especies estudiadas utilizando las
técnicas descritas por Dominguez (1985). Las pruebas se efectuaron con soluciones de 5
mg/mL de los tres tipos de extractos (hexano, acetato de etilo y metanol) obtenidos de las dos
especies. Se utilizaron: la prueba de Liebermann - Burchard, que detecta estructuras
esteroidales que pueden ser del tipo terpénico, la prueba de Dragendorff y del acido
silicotiingstico para detectar alcaloides, la prueba de Shinoda para flavonoides y la de

Molisch para glicdsidos. (Anexo B). Los resultados se muestran en el cuadro 8.

6.1.4. Analisis por cromatografia en capa fina de los extractos

Los extractos de ambas especies se separaron por medio de cromatografia en capa fina (CCF)
y sus principales grupos de metabolitos secundarios presentes se evidenciaron usando

reveladores.

Las placas de vidrio precubiertas de silica gel con indicador de fluorescencia UV 254 nm
(Macherey-Nagel, Art. No. 809 023) de 10 x 10 cm y 0.25 mm de espesor, fueron pre eluidas
con metanol y activadas a 100 °C durante 60 min antes de su uso. Las soluciones de cada uno
de los extractos se prepararon a una concentracion de 5 mg/mL (usando el disolvente en el
que fueron extraidos o algin otro que asegurara su total disolucion). Mediante un aparato
TLC4S (CAMAG,) se aplicaron 10 uL (50 pg) de cada extracto en bandas de 5 mm espaciadas
por 1 cm. El desarrollo de las placas se efectud en una camara (CAMAG) que se dejo6 saturar
por los vapores de la fase mévil durante 30 min, la distancia de desarrollo del cromatograma
fue de 9 cm. La placa se traslad6 a una campana de extraccion donde el disolvente se dejo
evaporar por 15 minutos a temperatura ambiente, luego se observd en un gabinete con una
lampara de luz UV a 365 y 254 nm. A continuacion las placas fueron reveladas con diferentes

reactivos especificos para grupos de metabolitos secundarios (Anexo A): Anisaldehido y
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Liebermann - Burchard para terpenos, revelador de productos naturales (RPN) para
flavonoides, Dragendorff y van Urk para alcaloides (Cuadro 6). Las placas fueron
fotografiadas con una camara digital (Canon A206) antes y después del revelado, se empled
el balance de blancos automatico y un tiempo de exposicion de 3 segundos para UV y 1/125

de segundo para VIS. Los resultados se muestran en las figuras 8 a 13.

Cuadro 6. Sistemas de elucién y reveladores empleados para la cromatografia en capa fina de los

extractos obtenidos.

Especie Extracto Sistema de elucion (v:v) Revelador
H. cimicidum Hexano Hexano: acetato de etilo 8:2 Anisaldehido (fig 7)
Liebermann (fig 7)
Hojas Acetato de etilo Hexano: acetato de etilo 6:4 Anisaldehido (fig 8)
RPN
Metanol Acetato de etilo: metanol 3:7 RPN (fig 10)
Hexano Hexano: acetato de etilo 8:2 Anisaldehido (fig 7)
Liebermann (fig 7)
Tallos Acetato de etilo Hexano: acetato de etilo Anisaldehido (fig 8)
6:4 RPN (fig 9)
Dragendorff
van Urk
Metanol Acetato de etilo: metanol 3:7 RPN (fig 10)
Dragendorff
van Urk
Tephrosia sp. Hexano Hexano: acetato de etilo 6:4 Anisaldehido (fig 11)
Liebermann (fig 11)
Acetato de etilo Hexano: acetato de etilo Anisaldehido (fig 12)
6:4 RPN (fig 12)
Metanol Acetato de etilo RPN (fig 13)
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6.2. Resultados y discusion

6.2.1. Rendimiento de los extractos

Los rendimientos de las extracciones realizadas se muestran a continuacion. El asterisco
indica las extracciones con mayor porcentaje de rendimiento de acuerdo con el material

vegetal del que se obtuvieron.

Cuadro 7. Rendimientos de los extractos de H. cimicidum y Tephrosia sp.

Material vegetal Hexano Acetato de etilo Metanol
(peso seco) Peso (g) (%) Peso(g) (%) Peso (g) (%)
Hojas de H. 11.19 658 * 4.39 2.58 14.4 8.47
cimicidum 170 g

Tallos de H. 12.31  3.08 10.2 2.55 3835 959 *
cimicidum 400 g

Raices de Tephrosia 16.0 0.80 59.0 295 * 108.4 5.42
sp. 2000 g

6.2.2. Deteccion cualitativa de grupos de metabolitos secundarios.

Las pruebas cromogénicas confirmaron la presencia de alcaloides e indicaron la de terpenos
en H. cimicidum, siendo mas notable la intensidad de la reaccion en el extracto metandlico,
seguido de los de acetato de etilo y hexano. El resultado de la prueba para glicdsidos en el
extracto hexanico de H. cimicidum es probablemente un falso positivo. Con respecto a
Tephrosia, las reacciones positivas mas intensas resultaron para flavonoides y glicésidos en el

extracto metandlico (Cuadro 8).

v
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Cuadro 8. Pruebas de deteccion de grupos de MS realizadas con los extractos de hoja y tallo de H.
cimicidum y raiz de Tephrosia sp.

Prueba
Especie Extracto Terpenos Alcaloides Alcaloides Flavonoides  Glicdsidos
(Liebermann  (Dragendorff) (ac. silicotiingstico) (Shinoda) (Molisch)
-Burchard
H. cimicidum  Hexano ++
(Hoja)
H. cimicidum  Hexano ++ +
(Tallo)
Tephrosia sp. Hexano +
(Raiz)
H. cimicidum Acetato + +
(Hoja) de etilo
H. cimicidum Acetato ++ + + ++
(Tallo) de etilo
Tephrosia sp. Acetato +
(Raiz) de etilo
H. cimicidum  Metanol +++ +++ +++ +
(Hoja)
H. cimicidum  Metanol + ++ +
(Tallo)
Tephrosia sp. Metanol ++ ++ +++ +++
(Raiz)

+ indican la intensidad de la coloracién en la prueba: + baja, ++ media, +++ alta. La ausencia de simbolo implica resultado
negativo.

6.2.3. CCF de extractos de H. cimicidum

Los cromatogramas hicieron evidente la presencia de terpenoides en los extractos de hexano
y acetato de etilo tanto de tallo como de hoja. Los perfiles cromatograficos de extractos de
acetato de etilo mostraron diferencias, el de hoja presenta un mayor niumero de manchas con
una mayor intensidad en comparacion con el de tallo. La aplicacion de reveladores
especificos para alcaloides dio resultados positivos en los extractos de hoja y tallo de acetato
de etilo, siendo mayor la intensidad de la mancha en el de hoja. El resultado apoya la
composicion quimica de Haplophyton descrita en la literatura, que menciona alcaloides y
triterpenos (Rogers et al., 1952; Snyder et al., 1954a; Snyder et al., 1954b; Cava et al. 1963a;
Cava et al. 1963b; Cava et al. 1967).
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a) b)

Figura 7. CCF del extracto hexanico de hojas y tallos de H. cimicidum. Sistema de elucion:
hexano:acetato de etilo 8:2. a: revelador de anisaldehido (vis). b: revelador de Liebermann (vis).

Hoja Tallo

a)

Figura 8. CCF del extracto de acetato de etilo de hojas y tallos de H. cimicidum. Sistema de elucién:
hexano:acetato de etilo 6:4. a: Revelador de anisaldehido (vis). b: RPN (254 nm).

\
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a)

Figura 9. CCF del extracto de acetato de etilo de hojas y tallos de H. cimicidum. Sistema de elucién:
hexano:acetato de etilo 6:4. a: Reactivo de van Urk (vis). b: Reactivo de Dragendorff (vis).

b)

Hoja Tallo

Figura 10. CCF del extracto metandlico de hojas y tallos de H. cimicidum. Eluyente: acetato de
etilo:metanol 3:7. RPN (254 nm).

\
>
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Los perfiles cromatograficos y las pruebas cromogénicas de H. cimicidum revelaron la
presencia de alcaloides. La produccion de alcaloides inddlicos es caracteristica de la familia
Apocynaceae, muchos de ellos actdan sobre los sistemas neurotransmisores opidceos,
GABAGérgicos, colinérgicos, muscarinicos, serotoninérgicos y dopaminérgicos. Destacan en la
familia los grupos estructurales del tipo eburnamina-vincamina, aspidospermina y ajmalina-

sarpagina (Cordell, 1979; Saxton, 1998; Pereira et al., 2007, Loizzo et al., 2008).

Los alcaloides del tipo eburnamina-vincamina tienen efectos sobre el sistema circulatorio,
antitumorales, y neuroprotectores entre otros, debido a lo cual se han sintetizado derivados
con el fin de caracterizar mejor los mecanismos responsables de su actividad y obtener
compuestos mas seguros al administrarse (Vas y Gulyas, 2005). Dentro del tipo
aspidospermina, las actividades son antiplasmodica y de bloqueo de la actividad adrenérgica
(Saxton, 1998), finalmente en los alcaloides del tipo ajmalina-sarpagina algunas actividades
bioldgicas registradas son de dilatacion de la coronaria y antiarritmicas (Seigler, 1998).
Muchos alcaloides inddlicos han mostrado actividad inhibidora de la acetilcolinesterasa
(AChE) (Houghton et al., 2006; Mukherjee et al., 2007) la cual se ha demostrado también en el
género Haplophyton, con la especie H. crooksii (Mroue y Alam, 1991; Mroue et al., 1993; Mroue
et al., 1996).

6.2.4. CCF de extractos de Tephrosia sp.

Las placas cromatograficas de los extractos hexdnicos y de acetato de etilo evidenciaron la
presencia de terpenoides, observandose mayor numero de manchas e intensidad en el

extracto de acetato de etilo (Figuras 11y 12).

El resultado de la CCF de Tephrosia sp. puso de manifiesto la presencia de flavonoides en los
extractos de acetato de etilo y metanol, los perfiles exhiben diferencias en cuanto a namero
de manchas y coloracion, siendo mayores en el extracto de acetato de etilo (Figuras 12 y 13).

Los colores observados indicaron presencia de flavonoles y flavonas. Es importante
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considerar la deteccion previa de glicosidos, lo que sugiere un estudio posterior donde se
efectiie una hidrolisis de los extractos con el fin de obtener las agliconas y facilitar la

identificacion de los compuestos.

a) b)

Figura 11. CCF de extracto hexdnico de raiz de Tephrosia sp. se utilizé hexano:acetato de etilo 6:4 como
eluyente. a: revelada con anisaldehido (vis). b: revelada con reactivo de Liebermann (vis)

\
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a) b) <)

Figura 12. CCF del extracto de acetato de etilo de raiz de Tephrosia sp. Se utilizé hexano:acetato de etilo
6:4 como eluyente. a: revelada con anisaldehido (vis), b: revelada con RPN (UV 254 nm) c: sin revelar
(UV 254 nm).

a) b)

Figura 13. CCF del extracto metanolico de raiz de Tephrosia sp. Se utiliz6 acetato de etilo como
eluyente. a: revelada con RPN (UV 254 nm) b: sin revelador (UV 254 nm).

\
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El cambio de coloracion de las manchas al aplicar el RPN y observar en UV-365 nm

proporciona informacion sobre la estructura de los compuestos. Los flavonoles quercetina,

miricetina y sus glicdsidos fluorescen en amarillo-naranja, el kaempferol, isorhamnetina y

sus glicosidos en amarillo-verde; las flavonas luteolina y sus glicosidos en naranja, la

apigenina y sus glucdsidos en amarillo-verde. Las manchas con fluorescencia azulada

pueden deberse a acidos carboxilicos fendlicos (e.g. acido caféico, acido clorogénico) y

cumarinas (e.g. escopoletina) (Liu et al., 1989; Wagner y Bladt, 1996).

Cuadro 9. Interpretacién de las coloraciones

derivatizadas.

tipicas de flavonoides en CCF sin derivatizar y

Color de la mancha

Luz UV? RPN Posible tipo estructural
Parpura oscuro Amarillo a) Flavonas (5-OH y 4OH)
Amarillo b) Flavonoles (5-OH y -OH)
Naranja c) Flavonas (5-OH y 3'4’-OH)
Naranja d) Flavonoles (5-OH y 3'4’-OH, 3-OH sustituido)
Puarpura oscuro Puarpura - café a) Flavanonas (5-OH, 4’-OH ausente o sustituido)
b) Flavonoles (5-OH , 4’-OH ausente o sustituido,
Parpura - café 3-OH sustituido)
c) Flavonoles (5-OH y 4’-OH y 6-OH)
Parpura
Amarillo palido  Amarillo a) Flavonoles (3-OH libre, con o sin un 5-OH libre)
Naranja Naranja a) Flavonoles (3-OH libre, 3, 4’-OH)
Azul palido Amarillo verdoso a) Flavonas (carentes de un 5-OH libre)
fluorescente Amarillo b) Flavonoles (carentes de un 5-OH libre,3-OH
sustituido)
Naranja ¢) Flavonoles (carentes de un 5-OH libre, 3, 4’-

OH)

2A=366 nm (Liu et al., 1989)

La CCF mostr¢ la presencia de flavonoides en los extractos de Tephrosia, la mayor cantidad

de manchas se obtuvo con el extracto de acetato de etilo. El resultado concuerda con los

obtenidos en otras especies del mismo género como T. purpurea (Gokhale y Saraf 2000), T.
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pumila (Ganapaty et al., 2008) y T. vogelii (Dzenda et al., 2008). El contenido de MS reflejado en
la CCF en el numero y color de las manchas podria variar dependiendo, entre otros factores,

del lugar, época, hora de colecta y tipo de extraccion de las muestras vegetales (Salmore y

Hunter, 2001; Lu et al., 2009; Douglas et al., 2010).

Algunos flavonoides con actividades insecticida y antialimentaria se conocen, asi como las
caracteristicas moleculares necesarias para expresar dicha actividad (Ohmura et al., 2000;
Morimoto et al., 2000; Duchowicz et al., 2009; Romanelli et al., 2010) pero respecto al
mecanismo de accion en los insectos solamente se conoce el efecto inhibitoriode los
rotenoides sobre el complejo I mitocondrial (Yamamoto, 1970), pues la mayoria de trabajos
(e.g. Wang et al., 2005; Codorniu-Hernadndez et al., 2007) se enfocan en sitios de interaccion de

importancia mas bien médica, utilizando otros organismos modelo.

Por otra parte, algunos flavonoides tienen la capacidad de inhibir la AChE (Houghton et al.,
2006; Loizzo et al., 2008; Khan et al., 2009), dicho efecto, junto a otros tales como
neuroproteccion, inhibicién de la formacion de fibrillas A{, reduccién de la formacién de
especies reactivas de oxigeno inducidas por H:0:, coloca a los flavonoides dentro de las
moléculas de interés en la investigacion de terapias y mecanismos de accion relacionados con

la enfermedad de Alzheimer (Sheng et al., 2009).

Dado que en los extractos se detecto la presencia de flavonoides, asi como a los informes
sobre el tipo encontrado en el género, se propone debido a su relativa sencillez y bajo costo,
utilizar la técnica de la CCF (Delfel, 1965; Delfel, 1966; Delfel y Tallent, 1969) para identificar

y cuantificar la presencia de rotenoides en las muestras.

v
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7. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE EXTRACTOS
ORGANICOS DE H cimicidum y Tephrosia sp. SOBRE EL
DESARROLLO DEL GUSANO COGOLLERQO, Spodoptera frugiperda

7.1. Material y método

7.1.1. Insectos utilizados

En los ensayos se utilizaron larvas neonatas de S. frugiperda proporcionadas por el
Laboratorio de Control bioldgico perteneciente al Centro de Investigacion en Biotecnologia,

de Universidad Auténoma del Estado de Morelos.

7.1.2. Ensayo biolégico

En cada concentracion y control se utilizaron 30 organismos. Cada ensayo tuvo tres réplicas
no simultaneas. La dieta se preparo6 de acuerdo a lo indicado en el anexo C (Mihm, 1989). Las
concentraciones de los extractos evaluados fueron 10, 100 y 1000 ppm. A 60 g de dieta
preparada se agregaron 35 oL de las disoluciones con la concentraciéon indicada de cada
extracto, o del vehiculo en el caso del control. El disolvente se dej6é evaporar durante 24
horas, terminado ese lapso, se colocaron porciones de 4 g de la dieta tratada en vasos de
poliestireno (Envases Cuevas®, Vaso No.0), en los cuales se introdujo posteriormente una
larva de S. frugiperda en su primer estadio. Los vasos se cerraron con tapas perforadas, que
permitieron el paso del aire pero no de larvas, y se colocaron aleatoriamente en charolas
dentro de una camara de crecimiento (LabLine, Biotronette Plant Grow Chamber) a 25 °C +,

65% de humedad relativa y un fotoperiodo 16/8 h de luz/oscuridad.

El peso, talla, muerte y etapa de desarrollo de los individuos se registré6 semanalmente. El
ensayo fue finalizado cuando mas del 95% de los insectos del grupo control llegaron a la

etapa de adulto. Los datos de dias en etapa larval se compararon mediante andlisis de
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varianza (ANDEVA) y prueba post hoc de Dunnett para lo cual se utilizd el programa

SigmaStat 3.5 (2006, Systat Software Inc.).

7.5. Resultados: Efecto de extractos en el desarrollo larval

7.5.1. Extractos hexanicos

Mortandad. En ambas especies, la concentracion de 1000 ppm tuvo el mayor porcentaje de
mortandad semanal, mientras que las concentraciones de 10 y 100 tuvieron un efecto menor
y similares entre si. Particularmente, el extracto de hoja de H. cimicidum fue el mas activo,
seguido del de raiz de Tephrosia, con porcentajes mayores en 100 y 1000 ppm (Fig. 14).
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Figura 14. Mortandad acumulada durante las 3 primeras semanas de los tratamientos con extractos hexanicos: A,
hojas de Haplophyton c.; B, tallos de H. cimicidum; C, raiz de Tephrosia sp. Promedio de tres experimentos
independientes. Las barras de error indican EEM.

Duracion del desarrollo. El tratamiento con extractos de hojas presentd periodos de

desarrollo mas cortos que el grupo control, en cambio los de tallo y raiz fueron mas largos.
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Unicamente el tratamiento con extracto de Tephrosia a 1000 ppm presenté larvas que

completaran su ciclo y su tiempo fue menor al del control (Cuadro 10).

Viabilidad de los organismos. La viabilidad fue menor a la del grupo control en todos los

tratamientos excepto el de 10 ppm de raiz (Cuadro 10).

Cuadro 10. Duracién y viabilidad de las etapas de larva y pupa de los insectos tratados con extractos
hexanicos: A, hojas de H. cimicidum.; B, tallos de H. cimicidum; C, raiz de Tephrosia sp.

Concentracion Duracion de la etapa (dias) Viabilidad (%)
(ppm) Larva Pupa Larva Pupa
A
0 18.3+0.2 10.0+£0.1 53+2.6 54 +4.5
10 24.1+0.8* 3.0+0.7 17 +0.9 20+4.5
100 18.5+0.4* 59+0.7 33+49 38+4.7
1000 02 02 0 0
B
0 22.0 +£0.49 13.3+0.14 28+2.3 63+5.0
10 22.8 +£0.82 7.7+0.92 27 £3.3 29+4.1
100 24.8 +0.82* 4.7 +1.04 15+1.9 0
1000 02 02 0 0
C
0 18.4+0.34 11.1+£0.27 65+ 4 27 £3
10 22.5+0.65 9.1+£1.02 28+1 34+4
100 24.5+0.72* 50+1.12 102 6+1
1000 22.3 +2.54* 0a 30 0

Se presenta el valor de la media + E.S. (N=3). ? Dato no utilizado en la prueba estadistica.* Diferencia
estadisticamente significativa con respecto a su grupo control, p <0.05

Peso. Los resultados del tratamiento con extracto de hojas de H. cimicidum son menores al
control, la concentracion de 1000 ppm presentd un marcado efecto de disminucion en la
tercera semana. El extracto de tallos de H. cimicidum produjo valores cercanos a los del
control en la primera semana, pero en la segunda los tratamientos con 100 y 1000 ppm

estuvieron debajo del control.

Los organismos tratados con extracto de raiz de Tephrosia a 1000 ppm tuvieron el menor

incremento en peso (Fig. 15).
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Figura 15. Comportamiento del peso durante las 3 primeras semanas para tratamientos con extractos héxanicos
A, hojas de H. cimicidum; B, tallos de H. cimicidum; C, raiz de Tephrosia sp. Promedio de tres experimentos
independientes. Las barras indican EEM.

Talla. Los tratamientos con 1000 ppm tuvieron valores bajos de éste parametro en ambas

especies. La menor talla se registrd con el extracto de hoja (Fig. 16).
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Figura 16. Comportamiento de la talla durante las 3 primeras semanas para los tratamientos con extractos
héxanicos: A, hojas de H. cimicidum; B, tallos de H. cimicidum; C, raiz de Tephrosia sp. Promedio de tres
experimentos independientes. Las barras indican EEM.

7.5.2. Extractos de acetato de etilo

Mortandad. A partir de la primera semana se observo mortandad entre los organismos
tratados con extractos de hojas de H. cimicidum a 10 ppm (menor a 10%) y 1000 ppm
(superior a 50%). En el tratamiento con 1000 ppm del extracto de tallos se observé una
mortandad inicial, superior a 80% que aumenta poco durante las siguientes lecturas sin
llegar a ser 100%. En cuanto a los extractos de raiz de Tephrosia sp., la mortandad fue menor;
los tratamientos de 10 ppm y 1000 ppm alcanzaron mas del 25% hasta la tercera semana y el

tratamiento intermedio (100 ppm) tuvo menos de 9% (Fig. 17).



100 4 A 100 - B

90 - a0 4
Fpommm————— fm == == = e = T
80 4 I 80 2
-
70 A F---" - =" 70 A
- -
g OF---"" - 50 -
= 504 50 4
)
E
g 40 40
g 30 P 30 - I
20 20
10 e 10
[Feessssensasnssssaspposmmmmemetl =< T LRI L] =] _______—-—‘—’—_{
0 - ) o -
1 2 3 1 2
100 - C
30 -
80 -
70 - ——0
- 60 -
& aafdes 10
= 50
)
2
E 40 4 100
2 30 é
e ———— == 1000
N bt

tiempo (semanas)
Figura 17. Mortandad acumulada durante las 3 primeras semanas en los tratamientos con extractos de acetato de
etilo. A, hojas de H. cimicidum; B, tallos de H. cimicidum; C, raiz de Tephrosia sp. Promedio de tres experimentos
independientes. Las barras de error indican EEM.

Duracion del desarrollo. El tiempo en estado de larva de S. frugiperda se prolongd con el
extracto de hoja y raiz, siendo mayor en el ultimo a 1000 ppm. Los organismos bajo ese
mismo tratamiento tuvieron el menor tiempo en estado de pupa, que fue menor a la mitad

del que tuvo el control (Cuadro 11).

Viabilidad de los organismos. (Cuadro 11).

La concentracién de 1000 no muestra resultados debido a la muerte de los organismos,
exceptuando los tratamientos con raices de Tephrosia, que tienen ademas el periodo mas

largo en estado larval.
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Cuadro 11. Duracidn y viabilidad de las etapas de larva y pupa de los insectos tratados con extractos

de acetato de etilo: A, hojas de H. cimicidum; B, tallos de H. cimicidum; C, raiz de Tephrosia sp.

Concentracion Duracion de la etapa (dias) Viabilidad (%)
(ppm) Larva Pupa Larva Pupa
A
0 19.9+0.2 11.6 £+ 0.1 62+0.9 62+23
10 224 +0.8* 11.5+0.2 53+2.7 44+2.3
100 223 +0.4* 89+0.9 43+44 32+3.7
1000 02 0a 0 0
B
0 22.6 +0.52 11.4+£0.13 50.0 +2.33 50+1.5
10 21.6+0.34 12.1+£0.13 53.3 +2.61 45+25
100 21.1+0.18* 13.6 £0.12 48.3+3.73 56+4.9
1000 02 0a 0 0
C
0 19.3+£0.13 10.9 £ 0.25 76.7 £1.62 78+3.5
10 20.5+0.37* 11.9+£0.22 61.7£291 37+4.6
100 22.1+0.32* 11.9+£0.22 68.3+3.73 33+09
1000 25.3+0.19* 43+0.97 56.7 +5.22 8.0+1.9

Se presenta el valor de la media + E.S. (N=3). ? Valor no utilizado en la prueba estadistica.* Diferencia
estadisticamente significativa con respecto a su grupo control, p <0.05

Peso. Durante la primera lectura el peso de los insectos bajo los tratamientos mostr6 valores
cercanos entre si, sin embargo en la segunda aparecieron diferencias y todos los tratamientos
de 1000 ppm provocaron valores bajos en las larvas (Fig. 18). El minimo valor lo tuvo el
extracto de hojas de H. cimicidum Con el extracto de raiz de Tephrosia, en las dos primeras
semanas se observd una relacion entre el peso y la dosis administrada en la cual el primero
es menor en funcion del aumento de la concentracion. En la tercera semana el valor del
control disminuy6 por debajo de los tratamientos debido a que los organismos entraron en la
etapa de prepupa, caracterizada por una reduccion de peso y talla, lo cual indicaria un
desarrollo mas rapido en comparacion con los tratamientos que contienen extracto, tal hecho

se refleja en el cuadro de duracién del desarrollo (Cuadro 11).
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Figura 18. Comportamiento del peso durante las 3 primeras semanas para los tratamientos con extractos de
acetato de etilo: A, hojas de H. cimicidum; B, tallos de H. cimicidum; C, raiz de Tephrosia sp. Promedio de tres
experimentos independientes. Las barras indican EEM.

Talla. El tratamiento con hojas de H. cimicidum sometido a 1000 ppm presenta el valor mas
bajo entre todos. En las dos primeras semanas se observé una relacion entre el peso y la dosis
administrada de extracto de Tephrosia, en la cual el primero es menor en funcion del aumento
de la concentracién. En la tercera semana el valor del control se aproxim¢6 al de los
tratamientos lo cual podria deberse a que los organismos entran en la etapa de prepupa,

caracterizada por una reduccion de peso y talla (Fig. 19).
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Figura 19. Comportamiento de la talla durante las 3 primeras semanas para los tratamientos con extractos de
acetato de etilo: A, hojas de H. cimicidum; B, tallos de H. cimicidum; C, raiz de Tephrosia sp. Promedio de tres
experimentos independientes. Las barras indican EEM.

7.5.3. Extractos metanolicos

Mortandad. Los extractos metandlicos de ambas especies provocaron la menor mortandad
de S. frugiperda entre todos los evaluados. Los extractos de H. cimicidum tuvieron valores
muy bajos durante las dos primeras lecturas y mostraron un aumento notable en la tercera
semana, con un porcentaje menor que el del control en la concentracion de 1000 ppm. Con el
extracto de raiz de Tephrosia sp. los valores también fueron bajos en la primera y segunda
lectura pero la diferencia en la tercera no fue tan marcada. Ningun tratamiento supero el 25%

(Fig. 20).
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Figura 20. Mortandad acumulada durante las 3 primeras semanas de los tratamientos con extractos
metanodlicos A, hojas de H. cimicidum; B, tallos de H. cimicidum; C, raiz de Tephrosia sp. Promedio de
tres experimentos independientes. Las barras de error indican EEM.

Duracion del desarrollo. Los extractos de hojas y tallos en concentracion de 1000 ppm
provocaron un ligero aumento en el tiempo de desarrollo larval. El extracto de raiz también
tiene ese efecto pero es menor en comparacion con los anteriores extractos. El desarrollo de

las pupas fue mas lento pero la diferencia con el control fue muy poca (Cuadro 12).

Viabilidad de los organismos. La viabilidad de las larvas tratadas con extractos de hojas y
tallos fue mayor que la del control. El tratamiento con Tephrosia tuvo los mas altos
porcentajes de viabilidad larval aunque menores a los del control, que fue el mayor
comparando de manera general. La viabilidad de las pupas fue mayor a la del control en el
tratamiento con extracto de hojas, en el de tallos solamente la concentracion mas baja tuvo
ese comportamiento. Las concentraciones de 10 y 1000 ppm de extracto de raiz mostraron

mayor viabilidad que el control (Cuadro. 12).
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Cuadro 12. Duracidn y viabilidad de las etapas de larva y pupa de los insectos tratados con extractos
de metanol: A, hojas de H. cimicidum; B, tallos de H. cimicidum; C, raiz de Tephrosia sp.

Concentracion Duracion de la etapa (dias) Viabilidad (%)
(ppm) Larva Pupa Larva Pupa
A
0 19.7+04 12.7£0.3 50 +5.28 55+4.4
10 19.0+0.1 12.6 + 0.1 75 +2.96 64+6.1
100 18.3 £ 0.1% 114+0.1 77 +1.62 62+5.2
1000 21.3+0.1* 12.4+0.1 73+£2.27 61+4.7
B
0 19.6 £ 0.30 11.4+£0.28 60.0 + 4.23 67 £3.9
10 17.9 £ 0.07% 11.0+£0.15 75.0 £2.96 72+3.6
100 20.6 +0.23* 8.1+091 53.3 +4.15 30+54
1000 21.9+0.21* 11.1+£0.09 65.0 £2.96 54 +5.7
C
0 18.8 £0.212 12.4 £ 0.09 86.7 £2.98 62+45
10 18.9£0.132 12.3+0.13 81.7 +1.49 79+15
100 19.3 £0.222 11.4+£0.16 76.7 £2.61 50+ 4.6
1000 19.4 £0.192 11.9 £ 0.03 81.7+2.98 81+2.0

Se presenta el valor de la media + E.S. (N=3). # Valor no utilizado en la prueba estadistica.* Diferencia
estadisticamente significativa con respecto a su grupo control, p < 0.05

Peso. Los valores del registro inicial fueron muy cercanos entre todos los tratamientos. En la
segunda lectura el valor obtenido con 1000 ppm estuvo por debajo del control. Con los
extractos de H. cimicidum, las concentraciones de 10 ppm mostraron un peso superior al del
control en la segunda semana, pero en la tercera quedaron debajo. Con el extracto de tallos el
valor fue cero en la tercera semana, al relacionar ésto con las graficas de viabilidad larval y
mortandad puede inferirse que la totalidad de los organismos sobrevivientes habian

completado el periodo larval (fig. 21).
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Figura 21. Comportamiento del peso durante las 3 primeras semanas de los tratamientos con extractos
metandlicos: A, hojas de H. cimicidum; B, tallos de H. cimicidum; C, raiz de Tephrosia sp. Promedio de tres
experimentos independientes. Las barras indican EEM.

Talla. El tratamiento con extracto de tallos de H. cimicidum a 10 ppm incremento la talla,
provocando valores superiores a los demads tratamientos en las semanas 1 y 2, en la tercera
cae debido a la misma razén mencionada en el peso. Los extractos de raiz de Tephrosia sp. no
alteraron demasiado este parametro pues los valores son cercanos a los de control en todas

las lecturas (Fig. 22).
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Figura 22. Comportamiento de la talla durante las 3 primeras semanas de los tratamientos con extractos
metandlicos A, hojas de H. cimicidum; B, tallos de H. cimicidum; C, raiz de Tephrosia sp. Promedio de tres
experimentos independientes. Las barras indican EEM.

7.6. Discusion

Todos los extractos de ambas especies tuvieron algin efecto en desarrollo del insecto, no
hubo alguno que causara respuestas consideradas como desfavorables para el insecto en
todos los pardmetros evaluados, esto es, que ocasionara viabilidad nula en larva/pupa +
mortandad alta en primera lectura + tiempo largo de desarrollo + bajo peso, sin embargo, se

presentaron combinaciones de tales respuestas.

Las mortalidades altas se observaron con los extractos héxanicos y de acetato de etilo. Los
mayores porcentajes en la primera lectura se obtuvieron con los extractos hexanico de hojas y

de acetato de etilo de tallos a 1000 ppm, lo que podria explicarse dado que las etapas
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tempranas del desarrollo del insecto son mas susceptibles a los efectos toxicos de compuestos
quimicos (Ghidiou y Andaloro, 1993; Kubo, 1993; Lopez et al. 2003), La fase del desarrollo
influye en la respuesta a los compuestos dado que las enzimas o procesos sobre los que
interfieren ocurren de forma puntual en el tiempo y en ocasiones no vuelven a aparecer
(Gilbert, 2009; Tunaz y Uygun, 2004). En otros casos esto se debe a que los insectos en esas
etapas comen mas que una larva de mayor edad en proporcion con su peso y asi reciben una

cantidad mayor de alimento y extractos. (Gilbert, 2009)

Aquellos casos (extractos hexanicos y de acetato de etilo de hojas) donde los valores del peso
de los tratamientos descendieron en la tercera semana, los resultados podrian no
necesariamente deberse a mortalidad sino al curso normal del desarrollo, que
fisiologicamente corresponde para ese tiempo al estado de prepupa, y que
metodoldgicamente implica no pesar al organismo, quedan entonces representadas en la
medicion las orugas restantes, que la mayoria de las veces tienen menor peso, o ninguna si es
que el grupo completo logrd llegar al estado de pupa. La tercera semana a partir de la
eclosion, es el tiempo que se relaciona con el final del estado larval y comienzo de la
pupacion también llamado prepupa. En dicho estadio los insectos dejan de alimentarse del
follaje y bajan al suelo, donde se entierran entre 3.5 a 7.5 cm aproximadamente, se vuelven

sésiles y comienzan a formar el pupario (Sparks, 1979).

La duracioén del periodo larval se extendié en mayor grado con el extracto de acetato de etilo
de Tephrosia sp. aunque otros extractos también tuvieron efecto. Se postula que las tasas de
crecimiento lentas incrementan la probabilidad de muerte por enemigos naturales o
condiciones climaticas adversas. (Benrey y Denno, 1997; Speight et al., 2008). Ademas, la
adaptabilidad de los insectos es altamente dependiente de la sincronizacién de los eventos
del desarrollo, tales como oviposicidon y emergencia de adultos, que deben ajustarse en el
tiempo para coincidir con condiciones climaticas favorables y disponibilidad de recursos. En
poblaciones pequenas por ejemplo, emerger con sincronia aumenta las probabilidades de

apareamiento (Yurk y Powell, 2010).
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La reduccién del crecimiento y los tiempos extendidos de desarrollo obtenidos en los
ensayos mencionados pueden atribuirse a la actividad antialimentaria, que causa una
reduccion en el consumo de alimentos, unida a la actividad cronica post-ingesta (Kubo,
1993), serian necesarias pruebas especificas posteriores para definir hasta qué punto es una u
otra responsable de cada efecto. Wheeler y colaboradores (2001), en un ensayo con S. litura y
extractos metanolicos de Trichilia americana obtuvieron una reduccion del peso e incremento
en el tiempo de pupacion y eclosion. A partir de estos resultados sugieren dos posibles
modos de accidn, disuasorio de la alimentacion y/o toxicidad cronica. En otro ensayo, con
hojas de ajonjoli, Sintim y colaboradores (2009) encontraron efectos antialimentarios,
reduccion en el nimero de larvas supervivientes y seleccion del alimento, sugiriendo que los
efectos son consecuencias, por una parte del rechazo del alimento sin ingesta substancial, o

por otra, de la presencia de compuestos toxicos.

Si bien el desarrollo lento del insecto puede atribuirse a algin componente del extracto, otra
posibilidad seria la dieta, especificamente que fuera perecedera a corto plazo. En la revision
de la literatura no se encontrd informacion sobre la estabilidad y caducidad del tipo de dieta
utilizado o el momento aproximado en el que pierde las cualidades dptimas, sin embargo, las
investigaciones han informado que el transcurrir del tiempo y las enzimas contenidas en las
excretas de los insectos provocan la oxidacion o hidrolisis de componentes. Los cambios en el
pH, cantidad de agua, cantidad de nitrégeno y concentracion de sales afectan cualidades
como la palatabilidad, estabilidad, actividad de los conservadores, disponibilidad y
solubilidad de nutrientes (Cohen, 2003; Davidowitz et al., 2003; Weiss, 2006).
Adicionalmente, las fluctuaciones en los factores mencionados son capaces de conducir a una
respuesta diferencial dependiente de la variacién genética en la poblaciéon del insecto
(Morehouse y Ritowski, 2010). Con miras a mejorar la estandarizacion de los ensayos de
larga duracion, es recomendable evaluar las caracteristicas de la dieta a lo largo del tiempo
que dura una prueba para saber el momento aproximado en el que pierde sus cualidades
apropiadas; si este lapso fuera breve, alternativamente podria establecerse un protocolo que

considere administrar dieta fresca, ya sea tratada o sin tratar, cada cierto nimero de dias.
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Los extractos vegetales son susceptibles de degradarse/transformarse por la accién del
oxigeno atmosférico y la radiacion luminosa y de esta forma perder la actividad de interés.
La oxidacion de los compuestos susceptibles podria retardarse con la incorporacion de los
extractos en la dieta al formarse una cubierta que los protege del oxigeno ambiental y la luz.
La presencia de substancias antioxidantes en la composicion de la dieta evitaria hasta cierto
punto la degradacion de los componentes del extracto. Dada la complejidad intrinseca de los
extractos crudos no puede descartarse la ocurrencia de interacciones entre sus componentes
y los de la dieta (Parmar y Walia, 2001; Cohen 2003). Si el propodsito de posteriores
investigaciones es la produccién de un pesticida botanico serd necesario tomar en cuenta la
estabilidad de los compuestos activos en el tiempo y frente a variaciones en temperatura,

radiacion luminosa (UV y visible), pH y humedad, entre otros factores ambientales.

Es posible que la falta de diferencias pronunciadas en la talla y peso ocultara variaciones
substanciales en la composicion corporal de las subsecuentes pupas y adultos. La mortalidad
de las larvas en los tratamientos podria haber sesgado la sobrevivencia hacia aquellos
organismos que mejor metabolizaran los extractos o manejaran el estrés que suponen los
tratamientos. La valoracion el estado nutricional y enzimatico de los organismos seria util
para esclarecer lo anterior. Cuando el desarrollo hasta la pupacién es exitoso, los insectos
holometabolos deben asignar los recursos adquiridos durante la etapa larval para obtener las
caracteristicas del adulto, dado que las presiones de seleccion y los fenotipos frecuentemente
difieren entre sexos, los requerimientos nutricionales y costos relacionados también estarian

vinculados al sexo (Morehouse y Ritowski, 2010).

La dispersion en los datos de la medicion de la talla podria atribuirse también al
comportamiento de cada organismo al ser medido pues algunos muestran gran movilidad,
extendiéndose para desplazarse y en consecuencia su longitud es mayor, en el caso opuesto
estdn las larvas aparentemente letdrgicas que permanecen enroscadas en si mismas y
mantienen retraido el cuerpo al ser manipuladas dando como resultado longitudes cortas. A

causa de lo anterior y con miras a homogeneizar el procedimiento de futuros ensayos, se
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sugiere estandarizar las condiciones de los organismos en el momento de la toma de datos de
manera tal que permanezcan inmoviles y en total extension, si esto no es posible seria
conveniente considerar otro pardametro de crecimiento menos susceptible de tener

variaciones debidas a la manipulacion de los insectos.

En la gran mayoria de los tratamientos, salvo los de extractos metandlicos, al contrastar los
resultados de viabilidad con los de duracion puede apreciarse que un mayor periodo larval
coincide con una viabilidad menor y que aparente presteza en el desarrollo no coincide con
una viabilidad superior. Los organismos que recibieron los extractos tuvieron viabilidades
larvales menores que las del control. Podria esperarse que los extractos de la misma especie
se comportaran de forma parecida, sin embargo, en los resultados es notorio que no ocurre
asi. Se observd que en algunos tratamientos (hexanico de hojas, acetato de etilo de tallos;
1000 ppm) las diferencias en los resultados de peso son poco definidas en la primera semana
y comienzan a notarse a partir de la segunda, no obstante al revisar los resultados de
mortandad puede apreciarse un efecto sobre los organismos desde la primera lectura.
Aparentemente las diferencias en peso y talla en general son mas notables en la segunda
lectura pues en la primera los valores son muy cercanos entre si y en la tercera interfiere la

entrada a la pupacion de los organismos.

Los resultados de mortalidad acumulada complementan los de peso y talla puesto que
pueden haber diferencias entre tratamientos respecto al numero de muertes aunque
aparentemente en talla y peso no existan o viceversa; algo similar ocurre con los resultados
de viabilidad y los de duracién de los periodos, la informacién que proporcionan unos
puede ser contrastada o apoyarse con la de otros y redondea la imagen global del efecto que

cada tratamiento ejerce sobre los insectos.

El analisis de los resultados podria agruparse con la utilizaciéon de indices de efectividad del
compuesto sobre el desarrollo que relacionen los pardmetros mencionados, a los cuales
pueden anadirse otros como proporcion de sexos de los adultos y ntimero de huevos

puestos. Existen indices ya publicados en la literatura, por ejemplo, Saxena y Sumithra (1985)
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calcularon un Indice de crecimiento (GI) a partir de la férmula GI= Ae/ Py en donde A, es el
porcentaje de emergencia y P, es el promedio del periodo de desarrollo. La revision del tema

hecha por Rodriguez (2003) y el trabajo de Shaalan et al. (2005) muestran férmulas que toman
en cuenta el peso, fase larval, tiempo, concentracién, niimero de insectos, mortandad,
porcentaje de eclosidn, sin embargo, se encontrd que los indices estan enfocados a cuantificar
la inhibicion del crecimiento o la viabilidad por separado y no hubo alguno que relacionara
ambos. Seria deseable la creacion de un indice que simplifique la identificacion y facilite la
comparacion de un compuesto fitoquimico con capacidad inhibitoria del crecimiento
combinada con la propiedad de reducir la emergencia de los adultos y causar mortandad en

fases tempranas del desarrollo, suponiendo la posibilidad de existencia de tal compuesto.

La mayoria de las especies de plantas que se utilizan en la proteccion de cultivos, exhiben un
efecto insectistatico mdas que insecticida, los MS que producen poseen efecto repelente,
disuasivo de la alimentacion, de la oviposicion y regulador de crecimiento (Coats, 1994; Silva
et al., 2002; Rodriguez, 2003). Si bien los resultados de la actividad sobre S. frugiperda. con los
ensayos y dosis probados son menos contundentes que los obtenidos con otros géneros
vegetales e.g. Azadirachta, cabe la posibilidad de que los componentes de los extractos tengan
algin tipo de actividad farmacoldgica de interés como es la de inhibicion de la AChE,
relevante en d4reas de investigacion de toxicologia, enfermedades neurodegenerativas y
autoinmunes. Actualmente la principal farmacoterapia de la enfermedad de Alzheimer se
basa en el empleo de compuestos anti colinesterasa (Loizzo et al., 2008). Los inhibidores de la
AChE participan tambien en el tratamiento de la miastenia gravis, causada por la insuficiencia
de acetilcolina en la placa neuromuscular, y como antidotos de inhibidores competitivos de

la acetilcolina, por ejemplo el alcaloide tropanico atropina (Houghton et al., 2006).

Los extractos vegetales contienen numerosos compuestos que podrian tener efectos
sinergisticos, aditivos o antagonicos. Bomford e Isman (1996) realizaron un ensayo con neem
y azadiractina, ellos observaron que larvas de S. litura desarrollaban una disminucion en la
respuesta disuasoria a la azadiractina pero no al neem, el cual es una mezcla de compuestos

entre los que se incluye la misma azadiractina. Respecto a los efectos de sinergismo entre
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productos naturales e insecticidas sintéticos, Shaalan et al. (2005) listan algunos estudios y
formulas para su evaluacion, estos autores encuentran que es mas comun entre
combinaciones de los dos grupos que entre solamente productos naturales, no obstante hay
que tomar en cuenta que fueron realizados con distintas especies de mosquitos, cuyas
caracteristicas larvales y alimentarias son distintas a las de los modelos usados en el area de
los plaguicidas de uso agricola. Savelev et al. (2003) evaluaron in vitro la inhibicion de la
AChE de constituyentes de Salvia lavandulaefolin y encontraron respuestas sinérgicas y

antagonicas dependiendo de la combinacion de compuestos y su concentracion.

Pueden haber respuestas diferenciales debidas a la combinacién de componentes en una
mezcla, ya sea de extractos o de sus componentes aislados, que en el caso de los géneros aqui
tratados serian probablemente alcaloides, flavonoides y terpenos. La actividad simultanea de
alcaloides y flavonoides se ha estudiado dentro del dmbito terapéutico (Geng et al., 2007)
pero aparentemente no en el de la proteccion de cultivos. Ademas, los compuestos evaluados
son distintos a los registrados en Tephrosia y Haplophyton. Debido a lo anterior y a que el uso
tradicional de ambas plantas se basa en una mezcla seria conveniente realizar bioensayos con
distintas combinaciones y concentraciones de los extractos, fracciones y compuestos que

logren aislarse.

A partir de esto ultimo es evidente la necesidad de realizar previamente un fraccionamiento
de los extractos lo cual también ayudaria a la identificacion del papel que juegan los distintos
tipos de compuestos en la formacion de la respuesta observada. Estos ensayos podrian
realizarse con un numero mayor de insectos y para asi lograr una homogeneidad mayor en
los resultados. Asimismo, seria favorable para ampliar la informacién disponible sobre el
efecto de los extractos, realizar nuevas pruebas con distintas vias y medios de administracion
como la canulacion y la via tépica (Gonzalez-Coloma et al. 1998, Lopez et al. 2003) y probar
en otros insectos modelo, no necesariamente del mismo género, aunque estudios han
mostrado que especies emparentadas exhiben una amplia variacion en susceptibilidades

hacia los mismos extractos o compuestos puros (Isman, 1993).
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Por ultimo, debido a la actividad anti colinesterasa detectada en flavonoides y alcaloides de
otras especies, y a que este es el modo de accion de algunos insecticidas como los
carbamatos, se sugiere evaluar preliminarmente mediante CCF dicha actividad, aplicando en
los extractos o fracciones que contengan flavonoides o alcaloides alguna de las técnicas

descritas por Rhee et al. (2001, 2003) o Marston et al. (2002).
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8. DETERMINACION DE LA TOXICIDAD AGUDA EN RATON DE
EXTRACTOS DE H. cimicidum Y Tephrosia sp.

8.2. Organismos utilizados

Hembras de raton Tac:SW (Taconic Farms Inc.) se utilizaron. Con 8-9 semanas de edad y un
peso de 25-30 g. Los sujetos experimentales se colocaron en cajas de acrilico sin restriccion de
alimento y agua, mantenidos a una temperatura controlada de 22 °C con ciclo de

luz/oscuridad natural.

8.3. Preparacion de los extractos

Los extractos de utilizados fueron los de hexano y metanol. Las muestras se suspendieron en
un vehiculo (solucion salina 0.9%, tween80 0.5%) y se administraron por via intraperitoneal

(i.p.) mediante una jeringa para insulina.

8.4. Evaluacion de la toxicidad aguda (DLsp)

El método usado en este estudio fue descrito por Lorke (1983), tiene como finalidad
determinar el indice de toxicidad aguda (DLso) empleando un niimero minimo de animales.
En forma resumida, se determina la DLso con el calculo de la media geométrica de dos dosis
que se requieren hallar, una en la que mueren todos los organismos (3/3) y otra
inmediatamente menor a aquella en la que solamente muere uno (0/3). Se procede en dos
etapas: en la inicial se administran 10, 100 y 1000 mg/Kg, observandose las dosis en las cuales
se producen decesos. Si no ocurren en este primer intervalo, se contintia con la segunda
etapa, que utiliza concentraciones mayores (1600, 2900 y 5000 mg/Kg). Por el contrario, si
ocurren muertes en la mayoria de las dosis entonces las concentraciones disminuyen (50, 200
y 400 mg/Kg) En cada nivel de dosis se utilizaron tres animales, la observacion se realizd
durante 14 dias en los que se registraron los efectos de la toxicidad como pérdida de peso,

pérdida de la locomocién, paro respiratorio y muerte. Al final de los experimentos, los
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animales se sacrificaron por dislocacién cervical y sus principales 6rganos internos fueron

examinados macroscopicamente en busca de dafios.

8.5. Resultados y discusion

Como se muestra en el cuadro 13, la administracién i.p. de los extractos hexanico y
metanolico de hojas de H. cimicidum no causé mortalidad en el intervalo de dosis de 10-1600
mg/Kg, el extracto metandlico produjo el 66 % de mortalidad en la dosis de 2900 y 5000
mg/Kg. Respecto a los extractos hexanico y metanolico de Tephrosia sp. el 100% de mortalidad

se produjo con dosis mas bajas: 200 y 1450 mg/Kg.

Algunos individuos tratados con extracto metanolico de H. cimicidum presentaron manchas
oscuras irregulares y puntos blancos en la superficie del higado, con la dosis mas alta de
Tephrosia sp. se observo una matriz membranosa color amarillo claro entre los 6rganos, que
podria ser una de las respuestas del cuerpo ante la presencia de cuerpos extranos (Tang y

Eaton 1999).

La determinacién de las DLso de extractos de ambas especies nos permite conocer su grado
de toxicidad, hacer comparaciones con otras sustancias y evaluar el riesgo que implica si
dichos extractos entran en contacto con mamiferos, de forma particular el hombre, el ganado
y las mascotas. Los resultados muestran que los metabolitos secundarios presentes en el
extracto hexanico y metandlico de hojas de H. cimicidum pueden considerarse no tdxicos
(DLso > 5000 y > 2552 mg/Kg, respectivamente). Por el contrario, ambos extractos de raiz de
Tephrosia sp. si tuvieron efecto, considerandose moderadamente tdxico el extracto metanolico
con una DLso = 538 mg/Kg y altamente toxico el extracto hexdnico con una DLso = 45 mg/Kg;
ambas son superiores a las DLso i.p. en raton de algunos insecticidas botanicos como la
rianodina (10 mg/Kg), el derivado 12 a-f hidroxilado de rotenona (4.1 mg/Kg), la rotenona
(2.8 mg /Kg), o la DLsoi.p. en rata de la nicotina (14.6 mg/Kg) (Ujvary, 2001). Los valores son

tambien superiores a los DLso en rata de algunos insecticidas sintéticos como Endrin (17.8
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mg/kg) y Paration (13 mg/Kg), pero los de Tephrosia sp. estan debajo de otros como el
Malation (1375 mg/Kg), y DDT (130 mg/Kg) (Rozman et al., 2001).

Cuadro 13. Determinacién de la DLs de los extractos hexanico y metandlico de H. cimicidum y
Tephrosia sp. administrados por via intraperitoneal

Primera Etapa Segunda Etapa
Extracto Dosis (mg/Kg) Dosis (mg/Kg) DLso
(mg/Kg)
10 100 1000 1600 2900 5000
H. cimicidum 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 > 5000
Hojas. Hexano
H. cimicidum 0/3 0/3 0/3 0/3 2/3 2/3 2552
Hojas. Metanol
10 100 1000 50 200 400
Tephrosia sp.
Raiz. Hexano 0/3 1/3 3/3 1/3 3/3 3/3 45
200 400 1450
Tephrosia sp. 0/3 0/3 2/3 0/3 1/3 3/3 538

Raiz.Metanol

a Numero de individuos muertos/namero de individuos usados.

Debe tomarse en cuenta que los resultados son de extractos crudos, el contenido de MS
activos podria no ser alto en el volumen del extracto y variar dependiendo, entre otros
factores, del lugar, época, hora de colecta y tipo de extraccion de las muestras vegetales
(Salmore y Hunter, 2001; Lu et al., 2009; Douglas et al., 2010; Piluzza y Bullitta, 2010). La
cantidad de los compuestos activos por unidad de volumen puede aumentar también si asi
se requiriera para una presentacion comercial. En los extractos crudos de piretro la cantidad
de piretrinas llega a 30% del total y las presentaciones comerciales alcanzan 50 - 60%, los

productos comerciales de neem contienen 0.3 a 20% de azadiractina (Ujvary, 2001).
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Al administrar extractos crudos es posible que todos los compuestos interacttien, directa o
indirectamente; a grandes rasgos, los componentes del extracto podrian estar interfiriendo,
adicionando o potenciando mutuamente sus efectos. La interferencia (antagonismo)
cancelaria el beneficio o dafo esperado a causa de un compuesto mientras que la
potenciacion lo incrementaria en funcion de las circunstancias (Bomford e Isman, 1996;
Rozman et al., 2001; Shaalan et al., 2005). Asimismo, la existencia de ritmos en muchos
procesos funcionales de los mamiferos es el motivo por el cual el momento de la
administracion estaria influyendo en la absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion de
los compuestos administrados (Sukumaran et al., 2010). Cabe hacer la observacion que el
mecanismo de accion causal de muerte podria ser distinto para organismos en el mismo
tratamiento, dependiendo de la dosis y el tiempo que haya pasado hasta el momento del

registro (Rozman et al., 2001, Calabrese y Baldwin, 2001).

Los extractos que no tuvieron efecto toxico agudo podrian ser objeto de un estudio de
toxicidad crénica, ya que una sola administracion que no produce efecto detectable
inmediato puede causar un estado mérbido crénico, como ocurre con el talio, el arsénico o el
fosfato de tiortocresil (Rozman et al., 2001); otros posibles estudios serian los de evaluacién
de mutagenicidad (induccion o incremento en la frecuencia de mutaciones), teratogenicidad
(aparicién de malformaciones en embriones o fetos), neurotoxicidad (dafio o letalidad hacia
tejido neural), carcinogénesis (induccién a la formaciéon o propagacion de cancer,
hipersensibilidad (tendencia del sistema inmunoldgico a reaccionar exacerbadamente frente
a un antigeno), bioacumulacion (acumulacion de compuestos en los tejidos de un organismo)
y biomagnificacion (acumulacion de compuestos a lo largo de las cadenas tréficas) (Darvas y

Polgar, 1998; Rozman et al., 2001).
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9. CONCLUSIONES GENERALES

Los perfiles cromatograficos y las pruebas de deteccion de metabolitos secundarios revelaron
la presencia de alcaloides y terpenoides en los extractos de H. cimicidum, asi como la de

glicosidos, flavonoides y terpenos en los extractos de Tephrosia sp.

El extracto mas complejo, cualidad reflejada en la mayor cantidad de manchas en la CCF, fue
el de acetato de etilo de Tephrosia sp., este también fue el mas activo en la reduccion de talla y
peso por lo cual podria considerarse su posterior fraccionamiento en la busqueda de
compuestos con actividad disuasoria de la alimentacion. En contraste, en los extractos
metandlicos se observéd menor complejidad asi como menor efecto en contra del desarrollo

de los insectos. Este comportamiento podria ser debido a la presencia de glucosidos.

Las concentraciones de 1000 ppm provocaron mayores efectos sobre el desarrollo del insecto.
Los extractos de hexano y acetato de etilo de H. cimicidum causaron mas mortandad desde la
primera semana y viabilidad larval nula. El extracto de acetato de etilo de hojas de H.
cimicidum registr6 los valores mas bajos en peso y talla. El extracto hexdnico de Tephrosia sp.
provoco el menor peso. En los tratamientos con el extracto de acetato de etilo de Tephrosia sp.

se registro la mayor duracién del periodo larval entre todos los tratamientos.

Respecto a la DLso en ratones, los extractos hexdnico y metandlico de H. cimicidum pueden
considerarse no toéxicos (DLso > 5000 y > 2552 mg/Kg, respectivamente). En cambio, el
extracto metandlico de Tephrosia sp. fue moderadamente toxico con una DLso= 538 mg/Kg y el
extracto hexdnico altamente toxico con una DLso = 45 mg/Kg. La relacion entre la polaridad
de los extractos y su toxicidad plantea evaluaciones posteriores con el fin de descartar efectos

toxicos en mamiferos, incluyendo al hombre.
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ANEXO A. REVELADORES

A1l. Revelador de anisaldehido (Wagner y Bladt, 2006)

Deteccion de terpenoides, propilpropanoides, saponinas, glicdsidos y esteroides.

Se prepara alcohol acidulado: 90% (v/v) metanol; 5% (v/v) acido sulfarico; 5% (v/v) acido
acético. Se agregan 100 pL de p-anisaldehido en 20 mL de alcohol acido. La placa se

asperja y se calienta en la estufa por 5-10 minutos.

A2. Reactivo de Dragendorff (Wagner y Bladt, 2006)

Deteccion de alcaloides.

Solucion A. 0.85 g de nitrato basico de bismuto en 10 mL de acido acético glacial y 40 mL
de agua caliente. Filtrar si es necesario.

Solucién B. 8 g de yoduro de potasio en 30 mL de agua.

Solucidn stock. Las soluciones A y B se mezclan 1:1

La solucion para asperjar se prepara al momento: 1 mL de la solucién stock, 2 mL de acido
acético glacial y 10 mL de agua. La placa se calienta en parrilla por 5-10 minutos. Se

observa en luz visible.

A3. Revelador de Liebermann — Burchard (Wagner y Bladt, 2006)

Deteccion de triterpenos, y esteroides.

5 mL de anhidrido acético y 5 mL de &cido sulfarico concentrado se afiaden
cuidadosamente a 50 mL de etanol absoluto en un bafio de hielo. El reactivo se usa recién
preparado. La placa asperjada se calienta a 100 °C durante 5-10 minutos. Se observa en luz

visible.

A4. Revelador de van Urk (Wagner y Bladt, 2006)

Deteccion de alcaloides inddlicos.

1 g de 4-dimetilaminobenzaldehido se disuelve en 50 mL de HCl al 36% y 50 mL de EtOH.

A5. Revelador de Productos Naturales/Polietilenglicol (RPN/PEG) (Wagner y
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Bladt 2006, Liu et al. 1989)

Deteccion de flavonoides.

Solucion A. 2-aminoetil difenilborato (2-APB, Sigma D9754) al 1% en metanol.
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Solucién B. Polietilenglicol 4000 al 5% en metanol.
La placa se asperja primero con la solucion A y posteriormente con la soluciéon B. Se
observa con luz UVses. La comparacion entre coloraciones de la mancha antes y después

del revelado proporciona informacion acerca de la posible estructura del compuesto.

ANEXO B. PREPARACION DE LA DIETA PARA Spodoptera

Para preparar un kilogramo de la dieta meridica son necesarios 800 mL de agua destilada,
10 g de agar, 232.5 g de una mezcla sdlida ya preparada [60 g de dieta para Diatraea
grandiosella (Product #F0635 Southwestern Corn Borer, Bio-Serv, Canada), 100 g de maiz
molido, 20 g de espiga de maiz esterilizada, 40 g de levadura de cerveza, 10 g de
vitaminas (Vitamin mix fortification lepidoptera, Bio-Serv, Canada), 0.6 g de sulfato de
neomicina y 1.7 g de metil paraben, 2.5 mL de formaldehido y 1.7g de acido sorbico

disueltos en 17 mL de etanol caliente. El procedimiento es el siguiente:

El agar se disuelve en 100 mL de agua destilada, se anaden 400 mL de agua, se hierve la
disolucién. Se agregan 300 mL de agua destilada fria y se transfiere todo al vaso de una
licuadora de tipo doméstico. Se incorpora a continuacion la mezcla sélida y se comienza a
licuar, anadiendo los 2.5 mL de formaldehido y la disolucion de etanol caliente y acido
sorbico. Después de licuarse por un minuto, la dieta recién preparada se vierte en
recipientes de polietileno que son cubiertos y mantenidos en refrigeracion hasta que es

requerida.

ANEXO C. REACTIVOS PARA LA DETECCION DE METABOLITOS
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SECUNDARIOS

Previamente se decoloran los extractos con carbén activado en bafio Maria por 5 minutos,
a continuacién se prepara una soluciéon madre con una concentracion de 5 mg/mL, de la

cual se toma lo necesario para usarse en las pruebas.
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C1l. Liebermann - Burchard

Deteccion de triterpenos, y esteroides.

En un tubo de ensayo se mezclan 1 mL de cloroformo a 0° y ImL de anhidrido acético,
dejandolo resbalar por las paredes. Se afiade una gota de acido sulfurico concentrado. 1
mL de éste reactivo se pone en contacto con los extractos previamente secos y redisueltos
en cloroformo. Se considera positiva si se observa un cambio de coloracion a rosa, naranja,

verde o azul.

C2. Shinoda

Deteccion de flavonoides.

Se agrega una limadura de magnesio y dos gotas de 4cido clorhidrico concentrado a un
tubo de ensayo que contiene el extracto previamente seco y redisuelto en metanol. Se

considera positiva si se observa un cambio de coloracion a anaranjado, violeta o azul.

C3. Dragendorff

Deteccion de alcaloides

Los extractos se disuelven en metanol, se adiciona una gota de HCl concentrado y dos
gotas del reactivo de Dragendorff. La prueba se considera positiva si se presenta un

precipitado anaranjado-marrén.

C4. Acido silicotangstico

Deteccion de alcaloides

Se disluelven 50g de acido silicotingstico en acido sulfurico 6N para obtener 100 mL de
solucidn, ésta se agrega al extracto. La aparicion de un precipitado indica resultado

positivo

C5. Molisch
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Deteccion de glicosidos.

Las muestras se disuelven en metanol. Se agregan dos gotas una solucion al 5% de a-
naftol en etanol, seguidas de 1 mL de H2S50: concentrado dejandolo deslizar por las
paredes del tubo con el fin de formar dos fases. La evaluacion de la prueba se efectta
observando la coloracién del anillo en la interfase. Se considera positiva cuando se

observa un color violeta.



	Portada

	Índice

	Resumen

	1. Introducción

	2. Antecedentes

	3. Justificación

	4. Hipótesis   5. Objetivos

	6. Análisis Fitoquímico de H. Cimicidum y Tephrosia sp.

	7. Evaluación de la Actividad Biológica de Extractos Orgánicos de H. Cimicidum y Tephrosia sp. Sobre el Desarrollo del Gusano Cogollero, Spodoptera Frugiperda 
	8. Determinación de la Toxicidad Aguda en Ratón de Extractos de H. Cimicidum y Tephrosia sp.

	9. Conclusiones Generales

	Literatura Citada

	Anexos


