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ACTIVIDAD DE LOS ALCALOIDES DE LA SEMILLA DE Erythrina americana Mill. EN
Trialeurodes vaporariorum (Westwood) (Hemiptera: Aleyrodidae)

Diaz Nufez José Luis, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2017

RESUMEN

La mosca blanca de los invernaderos (Trialeurodes vaporariorum) es un insecto plaga que limita
produccién de plantas con importancia econémica y se puede controlar mediante alcaloides de
semilla de Colorin (Erythrina americana). Se analizd en este trabajo el efecto del extracto crudo
de metanol, fracciones de alcaloides y moléculas semi-purificadas en repelencia, durante 3 a 72
h; en mortalidad e inhibicidn de oviposicidn, a las 24 h; y se evalu6 persistencia de las sustancias,
durante 15 d. Los resultados se analizaron, con ANOVA y prueba de Tukey o por medio de
Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney. Los porcentajes de repelencia y mortalidad se corrigieron
mediante ecuacién de Abbott, con el fin de hacer Probit. En inhibicion de oviposicion, los datos
no sufrieron correccion para realizar el analisis. El extracto crudo de metanol, con 0.022 a 0.139
%, generd6 50 % de repelencia y mortalidad. Pero, tuvo inconsistencia en inhibicion de
oviposicion. La fraccion de alcaloides libres, por medio de 0.005 a 0.175 %, produjo 50 % de
repelencia y mortalidad. Sin embargo, esta fue insuficiente para inhibir oviposicion; y la fraccion
de alcaloides liberados, mediante 0.018 a 0.150 %, mostré 50 % de repelencia, mortalidad e
inhibicion de oviposicién. Moléculas semi-purificadas en repelencia y mortalidad tuvieron la
misma actividad que fracciones, y en inhibicion de oviposicion B-eritroidina fue inestable y
erisodina produjo 70 %. La persistencia del extracto y fracciones fue de 3 d, y el mejor efecto lo
mostro fraccion de alcaloides liberados. La actividad del extracto crudo de metanol y fracciones

de alcaloides se puede usar en proteccion de cultivos contra mosca blanca.

Palabras clave: repelencia, mortalidad, inhibicion de oviposicion, alcaloides libres, alcaloides

liberados, B-eritroidina y erisodina.



ACTIVITY OF ALKALOIDS OF THE SEED Erythrina americana Mill. ON Trialeurodes

vaporariorum (Westwood) (Hemiptera: Aleyrodidae)
Diaz Nufiez José Luis, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2017

ABSTRACT

The greenhouse whitefly (Trialeurodes vaporariorum) is a pest insect that limits the production
of plants with economic importance and can be controlled by Colorin seed alkaloids (Erythrina
americana). The effect of crude methanol extract, alkaloid fractions and semi-purified molecules
in repellency was analyzed for 3 to 72 h; in mortality and oviposition inhibition, at 24 h; and the
persistence of the substances was evaluated, during 15 d. The results were analyzed, with
ANOVA and Tukey test or by means of Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U. The percentages
of repellency and mortality were corrected by the Abbott equation, in order to make Probit. In
oviposition inhibition, the data did not undergo correction to perform the analysis. The crude
methanol extract, with 0.022 to 0.139%, generated 50% repellency and mortality. But, it had
inconsistency in oviposition inhibition. The fraction of free alkaloids, by means of 0.005 to
0.175%, produced 50% repellency and mortality. However, this was insufficient to inhibit
oviposition; and the fraction of alkaloids released, by 0.018 to 0.150%, showed 50% repellency,
mortality and oviposition inhibition. Semi-purified molecules in repellency and mortality had the
same activity as fractions, and in inhibition of oviposition -erythroidin was unstable and erisodin
produced 70%. The persistence of the extract and fractions was 3 d, and the best effect was
shown by the fraction of alkaloids released. The activity of crude methanol extract and alkaloid
fractions can be used in crop protection against whitefly.

Key words: repellency, mortality, oviposition inhibition, free alkaloids, liberated alkaloids, f-

erythroidine and erysodine.
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1. INTRODUCION

La mosca blanca de los invernaderos (Trialeurodes vaporariorum) es un insecto plaga que
limita la produccion de plantas con importancia econdmica (McKee y Zalom, 2009), al tener
poblaciones elevadas que se alimentan de los nutrientes transportados por el floema (Suarez et

al., 2015) y en el proceso transmite virus (Fereres, 2016) y hongos (Scotta et al., 2014).

En cultivos, este organismo se controla con aplicacién oportuna de insecticidas organosintéticos,
pero es resistente a dicloro difenil tricloroetano, organofosforados, carbamatos y piretroides
(Ortega et al., 1998); y susceptible a neonicotinoides (Rauch y Nauen, 2003). Sin embargo, estos
productos sintéticos perjudican el ambiente y la salud humana (Devine y Furlong 2007), por este
motivo, una opcién para remplazarlos es la aplicacion de extractos vegetales que se degradan
rapido, son menos agresivos en el medio y contienen metabolitos secundarios con funcion
selectiva y especifica de defensa (Silva et al., 2002; Miresmailli y Isman, 2014), al repeler,
inhibir alimentacion y oviposicion o alterar el crecimiento de insectos (Vazquez et al., 2007;
Castillo et al., 2009).

De la semilla de Erythrina americana, un arbol perenne de la regién centro y sur de México, se
obtienen extractos de hexano y metanol, fracciones de alcaloides y moléculas puras que
presentan actividad farmacoldgica y antioxidante (Garcia y Soto 2001; Ibarra et al., 2011); efecto
toxico in vitro, en crustdceos como Daphia magna y Artemia salina; actividad antimicrobiana,
en Bacillus cereus; nematicida, en Panagrellus redivivus (Garcia et al., 2000a); y larvicida en
Culex quinquefasciatus y Aedes aegypti (Garcia et al., 2004; Salazar, 2011). Ademas, impiden el
crecimiento de hongos fitopatdgenos en pruebas in vitro (Ibarra et al., 2009) y pueden tener un
efecto similar a la nicotina de tabaco (Garin et al., 2009), pero hay pocos estudios en insectos
plaga. Motivo por el cual, evaluar su efecto en T.vaporariorum permitira descubrir propiedades
nuevas de estas sustancias y moléculas, que puedan contribuir en el conocimiento de plantas

atiles, para el manejo y control de este insecto plaga.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Mosca blanca de los invernaderos (T. vaporariorum)

La mosca blanca de los invernaderos (T. vaporariorum) es una seria amenaza para la agricultura
a nivel mundial, afecta a mas de 82 familias de plantas de importancia econémica fruticolas,
horticolas y ornamentales, entre las que se encuentran los cultivos de frijol, habichuela, jitomate
y fresa (Bueno et al., 2005; Bernal et al., 2008; McKee y Zalom, 2009). En México se distribuye
en los estados de Coahuila, Colima, Durango, Jalisco, Estado de México, Morelos, Nayarit,
Oaxaca, Sinaloa, Veracruz y Yucatan (Ortega, 2008). Ha desarrollado resistencia a cuatro grupos
de insecticidas organosintéticos: dicloro difenil tricloroetano, organofosforados, carbamatos y
piretroides (Ortega et al., 1998).

Ninfas y adultos son organismos fitofagos, que causan dafio directo al alimentarse de los
nutrientes transportados por el floema de plantas. Lo que, impide su desarrollo, mantenimiento
fisiolégico y puede causar su muerte si la poblacién es alta (Suarez, et al., 2015). Los dafios
indirectos se producen por excrecién de mielecilla (azucares y aminoacidos). La cual, permite el
crecimiento de hongos de los géneros Fumago, Cladosporium y Meliola, que si son abundantes,
interfieren con la actividad fotosintética de hojas (Rendén el al., 2001; Scotta et al., 2014).

Ademas, son vectores de closterovirus y torradovirus (Jones, 2003; Fereres et al., 2016).

Su ciclo vida de huevo a adulto dura en promedio de 24 a 28 d, y consta de una etapa de huevo,
cuatro instares en forma de ninfa y uno en pupa (Cardona, 2002; Manzano y van Lenteren,
2009). Caracteristicas distintivas son: en huevo, el corion es oscuro con el apice doblado; en
cuarto instar y pupa, el cuerpo tiene forma eliptica y el orificio vasiforme es semicordiforme; y el
adulto es de color amarillo y secreta un polvo blanco que cubre su cuerpo. Sus ojos inferiores y
superiores son compuestos y se encuentran separados, y presenta un cuarto segmento antenal

(Carapio y Gutiérrez, 2013).

La seleccion de planta con el propdsito de alimentacion y oviposicion se realiza mediante
estimulos visuales, olfatorios y gustativos (Byrne y Bellows, 1991). El adulto primero identifica

el color verde de la hoja, después aterriza en ella y con ayuda de sus quimio-mecano receptores



analiza el medio, si este es adecuado, se traslada al envés e inserta su estilete hasta el floema, con
el fin de detectar calidad nutritiva y decidir si la planta es conveniente para mantener
descendencia (Van Lenteren y Noldus, 1990; Gerling 2002). Por otro lado, también en el envés
huevos, instares de ninfas, pupas y adultos se protegen de luz, cambios bruscos de temperatura y
de aplicaciones foliares de insecticidas (Summers, 2002). Las hembras pueden tener fecundidad
méaxima de 127.2 huevos en temperaturas de 19 °C (Manzano y van Lenteren, 2009) y en
respuesta a condiciones de estrés, dejar descendencia de forma réapida y eficiente
(“hormoligosis™) (Dittrich y Ernst, 1990). Lo que, favorece aparicion de resistencia (Santillan,
2005).

2.2. Técnicas de control y manejo de T. vaporariorum

En México el control de mosca blanca esta regulado por la Norma Oficial Mexicana NOM-081-
FITO-2001, que se basa en un sistema integrado y medidas fitosanitarias como: rotacion de
cultivos y el manejo de fechas de siembra; seleccion de variedades de plantas resistentes;
eliminacion de focos de infestacion; proteccion de cultivos con trampas, barreras vivas y
cubiertas florales; introduccion y manipulacion de enemigos naturales; y aplicacion de jabones,
aceites minerales y vegetales, extractos naturales e insecticidas organosintéticos (técnica mas
comun de control), con el propoésito de interferir, distraer, repeler y suprimir a este insecto plaga
(Ortega, 2008).

2.2.1. Toxicidad de neonicotinoides en adultos de T. vaporariorum

En una poblacion que provenia de Chapingo y era susceptible a insecticidas, junto con una
colectada en Tepoztlan, Ortega et al. (1998) registré Concentracién Letal media (CL50), de 0.04
mg mL1y 0.09 mg mL™, al usar Imidacropid. Siete afios después, Santillan (2005) obtuvo con el
mismo insecticida, en la de Chapingo CL50, de 7.2 mg mL™, y para una poblacion colectada en
el Bajio y otra en Villa Guerrero, de 151 mg mL' y 27.4 mg mL™®. Ademaés, en esta
investigacion también uso Thiamethoxan y encontré CL50, de 7.2 mg mL™, en la de Chapingo;
de 15.7 mg mL?, para la del Bajio; y 23.9 mg mL?, en la de Villa Guerrero. Rauch y Nauen
(2003) mencionan que el producto comercial Imidacloprid puede tener CL50, de 0.00082 a 1 mg
mL; Thiamethoxan, de 0.0011 a 1 mg mL™; y Acetamiprid de 0.00086 a 0.136 mg mL™.



2.2.2. Estudios sobre el efecto de algunas plantas en adultos de T. vaporariorum

Productos oleosos de 1 % y acuosos de 1 a 10 % de ajo (Allium sativum) menciona Garmendia
(2002) que presentan repelencia, de 42 a 51 % y de 25 a 30 %. Aplicacion de concentraciones

por arriba de 1 % en caso de oleosos y de 10 % en acuosos, causaron fitotoxicidad.

El aceite esencial de Tagetes filifolia analizaron Serrato et al. (2003) quienes registraron
Concentracion de Repelencia media (CR50), de 0.04 a 8.8 mg mL™. Camarillo et al. (2009)
evaludé no solo actividad del aceite, sino también, de los extractos acuosos y aguas madres de
planta completa, flores, hojas y molécula pura trans-anetol. El cual, constituye de 81 a 84 % del
aceite esencial. Los extractos acuosos y aguas madres no tuvieron efecto significativo. Los
aceites de diferentes estructuras de la planta y trans-anetol, mediante 1 mg mL™, generaron

repelencia de 30 a 70 % y mortalidad menor de 30 %.

Extractos acuosos y de metanol de higuerilla (Ricinus communis), arbol de Nim (Azadirachta
indica), orégano (Lippia berlandieri) y té limén (Cymbopogom citratus) fueron estudiados por
Salazar (2003). Higuerilla mostro repelencia de 71.1 %, por medio de 100 mg mL™. La CR50
estimada para todos los extractos fue mayor de 40 mg mL™, y Ginicamente el extracto acuoso de
Azadirachta indica gener6 mortalidad, mediante CL50 de 71 mg mL™. En el estudio extractos

acuosos disminuyen oviposicion y los de metanol la incrementan.

Extractos acuoso, de etanol y de acetona de artemisa (Ambrosia artemisiifolia), titatil
(Comocladia engleriana), hierba santa (Piper auritum), rabanillo silvestre (Raphanus
raphanistrum) y diente de le6n (Taraxacum officinale) investigd6 Mendoza (2010). Solo los
extractos acuosos y de etanol fueron activos. El extracto acuoso y de etanol de R. raphanistrum
mediante 200 mg mL™, mostrd actividad repelente de 72 y 76 %. Los extractos de etanol de P.
auritum y R. raphanistrum tuvieron mortalidad de 66 y 56 %, con 200 mg mL™. La CL50 de P.
auritum fue 116 mg mL? y en R. raphanistrum 185 mg mL™. Los extractos acuosos de P.
auritum y R. raphanistrum; y de etanol de T. officinale, P. auritum, R. raphanistrum y A.
artemisiifolia, por medio de 200 mg mL™, inhibieron oviposicion y mediante 60 mg mL™, la

estimularon.



Productos comerciales de Nim evaluaron Muiiiz et al. (2016) y encontraron que el mejor era
Neem Oil Spray. El cual, tiene mortalidad total con 0.6 mg mL™, a las 24 h, repelencia de 70, 90
y 88 %, a las 24, 48 y 72 h; e inhibicion de oviposicion de 100 %, al utilizar 1 mg mL™,

2.3. Colorin (E. americana) y los alcaloides de su semilla

El Colorin (E. americana) es un arbol perenne que pertenece a familia Fabaceae (Leguminosae)
y se distribuye en los estados de Veracruz, Hidalgo, Estado de México, Morelos, Guerrero,
Puebla y Oaxaca (Ibarra, 2010). Mide 3 a 6 m de alto y presenta una copa con ramas abundantes;
su corteza es lisa y café; tiene espinas en ramas y tronco; las hojas son alternas y trifoliadas, de 7
a 22 cm de largo y ancho; las flores son alargadas y perfectas, y crecen como racimos
piramidales en la punta de ramas, en los meses de julio a agosto; y el fruto es una vaina

comprimida con semillas de color rojo (Garcia et al., 2001b; Sanchez et al., 2001).

Las semillas tienen entre 0.1 a 0.05 % de alcaloides que se extraen mediante el uso de
disolventes como hexano y metanol, con el fin de conseguir extractos y fracciones de los mismos
(Sotelo et al., 1993). El rendimiento del extracto crudo de metanol es de 13.8 a 26.4 % con
respecto al peso total de muestra que se procese, y se obtienen de 0.3 a 1.68 % de la fraccion de
alcaloides libres y de 0.05 a 0.37 % de la fraccion de alcaloides liberados (Garcia et al., 2004;
Ibarra et al., 2011).

Los alcaloides se pueden encontrar libres o conjugados como glucésidos, que necesitan ser
hidrolizados por medio de acidos y calor, para ser separados y aislados en los extracto y
fracciones (San Miguel et al., 2003). Ademas, poseen un esqueleto eritrinano (Figural), que es
una aespiroamina tetraciclica (Reimann, 2007) y se clasifican en lactonicos, diénicos y
alquénicos (San Miguel et al., 2006).



Figura 1. Esqueleto eritrinano.

De la fraccion de alcaloides libres, a y B eritroidina son alcaloides lactonicos. Lo cual, implica

que una lactona remplaza el anillo aromatico D (Figura 2).

2 X
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weo”” A
a-eritroidina (X=H,) p-eritroidina (X=H,)
8-oxo-u-eritroidina 8-oxo0-B-eritroidina (X=0)

Figura 2. Alcaloides lactonicos.

Erisodina, erisovina y erisopina de la fraccion de alcaloides liberados son diénicos. Contienen un

sistema diéno conjugado en los anillos A'y B (Figura 3).



Alcaloide R1 R2 R3

R{O V% Erisodina H Me Me
| X Erisopina H H Me

N\ —/ Erisovina Me H Me

R B, Erisotrina Me Me Me
A Eritralina -CH,- Me

RS / Eritravina Me Me H
Erisonina H Me H

Erisolina Me H H

Eritrocarina -CH2- H

Figura 3. Alcaloides diénicos.

Los alcaloides alquénicos tienen instauraciones en el carbono 1, 2 del anillo A, y no estan

presenten en extractos o fracciones de alcaloides de la semilla (Figura 4).

RLO
S
Alcaloide R1 R2 R3 R4
Ernitratidina Me Me OH H
Erisotina H Me OH H
11l-metoxietitratidina Me Me OH OMe

Figura 4. Alcaloides alquénicos.

En actividad extractos y fracciones de alcaloides, no afectan la germinacion de maiz y frijol, pero
si la de chicharo. Lo que impide su crecimiento (Garcia y Soto, 2001a).

La fraccion de alcaloides liberados es mas toxica que alcaloides libres del extracto de hexano y
metanol en D. magna y A. salina (crustaceo), B. cereus (bacteria) y P. redivivus (nematodo)

(Garcia et al., 2000a). En cambio, en larvas de C. quinquefasciatus y A. aegypt la fraccion de



alcaloides libres del extracto de metanol tiene mayor toxicidad que liberados (Garcia et al., 2004;
Salazar, 2011).

En ratas, administracién de fracciones de alcaloides y moléculas puras, disminuyen el
comportamiento agresivo (Garcia 2000b; Garin et al., 2000). La DLso de erisodina por
administracion intraperitoneal es de 62.93 mg kg™ (Garin et al., 2001) y se ha demostrado que
limita la consolidacion de memoria de corto plazo, al actuar en el hipocampo dorsal como

antagonista de receptores nicotinicos (ouf2 y a7) (Garin et al., 2009).

Erisovina impide el crecimiento in vitro de hongos fitopatdgenos como: Alternaria solani,
Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Penillicium spp., Monilia fructicola y Trichoderma
harzianum (Ibarra et al., 2009).



3. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1. General

e Analizar el extracto crudo de metanol, fracciones de alcaloides y moléculas semi-
purificadas de la semilla de E. americana en la repelencia, mortalidad y oviposicién de T.

vaporariorum, junto con la persistencia de las sustancias.

3.2. Particulares

e Registrar repelencia de adultos de mosca blanca del extracto crudo de metanol y
fracciones de alcaloides, y calcular CR50.

e Registrar mortalidad y oviposicion de adultos de mosca blanca del extracto crudo de
metanol y fracciones de alcaloides, y calcular CL50 y Concentracion de Inhibicidn de
Oviposicion media (C1050).

e Evaluar el efecto de las moléculas semi-purificadas p-eritroidina y erisodina.

e Evaluar persistencia del extracto crudo de metanol y fracciones de alcaloides.

3.3. Hipdtesis

El extracto crudo de metanol de semilla de E. americana, fracciones de alcaloides y moléculas
semi-purificadas tendran un efecto repelente, generaran mortalidad e inhibiran oviposicion de T.
vaporariorum a nivel de invernadero en plantas de frijol. De tal forma, que se pueda extrapolar,

para el manejo y control de mosca blanca en cultivos.



4. MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se realiz6 de marzo de 2016 a agosto de 2017 en el Laboratorio de
Fitoquimica del programa de Botéanica, el area de Productos Naturales del programa de
Entomologia y Acarologia e Invernaderos generales de cristal del Campus Montecillo, Colegio

de Postgraduados (CP), Montecillo-Texcoco, Estado de México, México.

4.1. Cria T. vaporariorum

La cria de T. vaporariorum se establecié mediante captura de adultos procedentes de cultivos
bajo invernéculo del CP, en abril de 2016. Estos se introdujeron en una jaula entomoldgica de
madera (2 x 1 x 1 m) recubierta de tergalina, que se encontraba en condiciones de invernadero
(temperaturas de 25 £ 5 °C y fotoperiodo de 12 h), y en cuyo interior habia frijol variedad
Canario 107 (con sustrato franco arenoso como soporte) de diferentes edades, para alimentacion
y oviposicién del insecto. Las plantas se observaron, cuidaron y rotaron durante un periodo de
tres a cuatro meses, con el proposito de incrementar la poblacion de adultos, huevos, ninfas y
pupas. Al ocurrir esto, de la jaula se saco y traslado frijol con pupas a un ambiente confinado
(jaula de 80 x 50 x 80 cm) cada mes, con el fin de obtener adultos (de 3 a 6 d de edad) sin sexar,
para ser utilizados en bioensayos. A partir del confinamiento, la observacion, cuidado y rotacion
de plantas se intensifico con el prop6sito de no disminuir la poblacion de mosca blanca durante
el periodo de experimentacién. Por medio de ninfas de cuarto instar y pupas, la especie fue

autentificada por la Dr. Laura Delia Ortega Arenas del programa de Entomologia y Acarologia.

4.2. Andlisis fitoquimico

Con los métodos descritos por Garcia et al. (2004) e Ibarra (2010) se realizd el analisis

fitoquimico.

4.2.1 Extracto crudo de metanol de la semilla de E. americana

Un extracto crudo de metanol de la Facultad de Quimica, UNAM, se usé para obtener las
fracciones de alcaloides y moléculas semi-purificadas. La planta y semilla de procedencia del
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extracto se certificaron por el curador del Herbario Hortorio “CHAPA” del programa de

Botéanica, el M. C. Ricardo Vega Mufioz.

4.2.2. Obtencidn de la fraccion de alcaloides libres y liberados

El extracto crudo de metanol se acidificd a pH 2, por medio de &cido sulfdrico a 2 %, y se le
realizaron tres lavados, a través de 100 mL de cloruro de metileno, con el fin de conseguir dos
fases, una acido-acuosa y un remanente que se deseché. La fase &cido-acuosa se alcaliniz6 a pH
8, con bicarbonato de sodio, y se sometid a tres extracciones, mediante 100 mL del cloruro de
metileno, para tener una fase alcalina-acuosa y otra con alcaloides libres. A la cual, se le quitaron
residuos de agua, por medio de sulfato de sodio anhidro, y se concentrd a presion reducida en un
rotaevaporador (BUCHI R-114), con el propdsito de evaporar el solvente y obtener la fraccion
de alcaloides libres. La fase alcalina-acuosa del proceso anterior se acidificé a pH 2, mediante
acido clorhidrico concentrado y se sometio a reflujo durante 3 h, a través de temperaturas de 60 a
70 °C. Esta se dejo enfriar y se le realizaron las técnicas descritas anteriormente, es decir,
alcalinizar a pH 8, hacer extracciones y recobrar la fase con alcaloides liberados, eliminar
residuos de agua y evaporar el solvente, para conseguir la fraccion de alcaloides liberados. La

siguiente imagen muestra la presencia de alcaloides en ambas fracciones (Figura 5).

.w;
S Y
Figura 5. CCF revelada con reactivo de Dragendorff de fraccion de alcaloides libres (1) y

liberados (2).
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4.2.3. Aislamiento de B-eritroidina y erisodina

El aislamiento de las moléculas se realizd mediante 1 g de la fraccién de alcaloides libres, que se
separd por la técnica de cromatografia en columna mediante gel de silice (Silica gel 60 G (70-
230 mallas), Merck) como absorbente. El sistema de elucion fue cloruro de metileno: metanol de
9:1 a 6:4 (v/v), cuatro volimenes de 500 mL se recuperaron y analizaron por cromatografia de
capa fina (CCF) [placas recubiertas de gel de silice (Silica gel 60 GF 254, Merck) de 2 x 5 cm;
método de elucion cloruro de metileno: etanol 9:1 (v/v)]. Las ldminas se observaron en ldmpara
de luz UV (Cole-Parmer 9818-series Darkrooms), en longitud de onda corta, y se revelaron con
reactivo de Dragendorff (Figura 6). ElI primer volumen (9:1) se sometié a una segunda
separacion por cromatografia en columna, a través del sistema de elucion anterior, muestras de
25 mL se recobraron y analizaron por CCF donde se utilizaron eritroidinas y erisodina,
caracterizadas previamente por resonancia magneética nuclear y cromatografia de liquidos-
espectrometria de masas, como referencia. Las muestras que dieron reaccion positiva para
alcaloides y estos eran semejantes se agruparon en fracciones. De las cuales se obtuvieron 12,
pero solo la segunda y octava, que presentaban los alcaloides de interés, se usaron en bioensayos
(Figura 7).

Figura 6. CCF del extracto crudo de metanol (1), fracciones de alcaloides libres (2) y liberados

(3), volumen 9:1 (5) y 6:4 (4) del primer intento de separacién por cromatografia en
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columna y referencias, a y [ eritroidina (6) y erisodina (7), vista en luz UV de longitud de

onda corta (A) y revelada con reactivo de Dragendorff (B).

Figura 7. CCF de B-eritroidina (1) y erisodina (2) semi-purificadas de segunda separacion por
cromatografia de columna de muestra 2 y 8, vista en luz UV de longitud de onda corta

(A) y revelada con reactivo de Dragendorff (B).

4.3. Ensayos biologicos

En los métodos de Ortega et al., (1998) y Ortega y Schuster (2000) se basaron los ensayos

bioldgicos.

4.3.1. Preparacion de soluciones

Soluciones madres se prepararon del extracto crudo de metanol y fracciones de alcaloides a 10 %
en relacion (p/v), para después hacer disoluciones en escala logaritmica de 10 a 0.00001 % (v/v).
Como testigos se usaron agua destilada y agua con tween a 1 % (Tween 80, Merkel, 0.012 puL
mL* de principio activo). El cual, sirvié de emusificante y adherente. En pruebas comparativas
se realizaron soluciones de 0.1 % de moléculas semi-purificadas y de un concentrado de tabaco
(control positivo).
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4.3.2. Ensayo de insectos posados

En el ensayo se usaron siete tratamientos y dos testigos; y en el analisis comparativo cinco
concentraciones, dos controles negativos y un positivo. Todos con cuatro repeticiones. Para
mantener mosca blanca durante 2 h previas a la evaluacién en confinamiento y ayuno, se
utilizaron 36 pipetas Pasteur para colectar 20 adultos, en cada una, de la segunda jaula
entomoldgica. De plantas (con 20 d de edad) se cortaron y sumergieron (10 s) 36 foliolos de
frijol en las diluciones de 10 a 0.00001 % del extracto crudo de metanol y fracciones de
alcaloides, la solucion de tween a 1 % y agua destilada. En el estudio comparativo se usaron 32
pipetas Pasteur y 32 foliolos, que se bafiaron mediante soluciones de 0.1 % de cada tratamiento
anterior, moléculas semi-purificadas y del concentrado de tabaco. Estos se dejaron reposar (a
temperatura ambiente 5 s) y acoplaron a goteros con agua de vasos tapados por medio de
tergalina, donde por un orificio lateral de 2 mm se introdujeron 20 adultos. El ensayo se
distribuyé de forma aleatoria en una superficie plana y a las 3 h (con 88 % 0 maés de insectos
posados en testigos) se comenzo el conteo del nimero de mosca blanca posada en cada foliolo y
se le dio continuidad, a las 6, 12, 24, 48 y 72 h. Los 20 adultos se tomaron como 100 % de
insectos posados de cada repeticion y por diferencia se obtuvo el porcentaje de repelencia de

tratamientos.

4.3.3. Experimento de mortalidad y oviposicion

En el experimento se manejaron cuatro concentraciones y dos testigos; y en el estudio
comparativo cinco tratamientos, dos controles negativos y un positivo. Todos con cuatro
repeticiones. Adultos de mosca blanca en 24 Pipetas Pasteur se recolectaron y mantuvieron de la
misma forma que en el ensayo de insectos posados, y 24 plantas de frijol (con 20 d de edad) se
asperjaron a través de disoluciones de 10 a 0.01 % del extracto crudo de metanol y fracciones de
alcaloides, la solucién de tween a 1 % y agua destilada. En el analisis comparativo se utilizaron
32 Pipetas Pasteur y 32 plantas. A las cuales, se aplicaron todos los tratamientos a concentracion
de 0.1 %, es decir, también las soluciones de moléculas semi-purificadas y del concentrado de
tabaco. El frijol se dejé 10 min a temperatura ambiente (con el fin de quitar el exceso de la
aplicacién) y se le seleccionaron foliolos. A los que, se acoplaron bolsas de tergalina, para

introducir 20 adultos de mosca blanca y mantenerlos en confinamiento completo. De forma
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aleatoria el experimento se monto en una zona plana y a las 24 h se contd el nimero de insectos
muertos de cada repeticion, con el propdsito de obtener el porcentaje de mortalidad, y en la base
del envés de cada foliolo se registrd la cantidad de huevos, en una superficie de 1 cm? y mediante
la ayuda de un microscopio estereoscopico, y por medio de las observaciones registradas en el
testigo de agua (100 % de oviposicion) se obtuvo la proporcién de inhibicion de oviposicién

tratamientos.

4.3.4. Evaluacion de persistencia

En la evaluacion de persistencia se manejaron 160 plantas de frijol. Mediante las cuales se
formaron 5 grupos de 32 plantas con 1, 3, 6, 9 y 12 d, posteriores a la aplicacion de tratamientos.
Los cuales, fueron soluciones de 10 a 0.1 % del extracto crudo de metanol, de 1 y 0.1 % de
fraccion de alcaloides libres y de 0.1 % de fraccion de alcaloides liberados, la solucion de tween
a 1 % y agua destilada. Todos con cuatro repeticiones. EIl primer grupo se introdujo en una jaula
entomologia de 1 m® que contenia poblacion de mosca blanca, y cada tres dias las agrupaciones
se cambiaron. La persistencia se evaluo, al medir en un foliolo elegido de forma aleatoria de cada
tratamiento, el nimero de insectos posados todos los dias y la cantidad de huevos cada 3 d. El
testigo de agua se consider6 como 100 % en ambas mediciones y por diferencia se saco el

porcentaje de repelencia e inhibicién de oviposicion de los tratamientos. El estudio duro 15 d

4.4. Analisis estadistico

Los porcentajes de repelencia, mortalidad e inhibicion de oviposicion, de los diferentes
bioensayos, se les realizd andlisis de supuestos. Si los resultados presentaron normalidad y
homogeneidad de varianza, como los de repelencia promedio del extracto crudo de metanol
registrados, a las 3, 6, 24, 48 y 72 h; de la fraccién de alcaloides libres, a las 6 h; de la fraccion
de alcaloides liberados, a las 3 y 6 h; y en estudio comparativo, a las 6 y 24 h, se efectud un
ANOVA, con el propésito de encontrar diferencias significativas entre los porcentajes promedio
de cada tratamiento y prueba de Tukey, para compararlos. En cambio, si estos no tenian
normalidad y homogeneidad de varianza, como en los demas resultados, se analizaron con
Kruskal Wallis, con el fin de encontrar diferencias significativas entre los porcentajes promedio

de rangos de cada tratamiento y se llevé a cabo prueba de U de Mann-Whitney, para
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contrastarlos. Los resultados de los porcentajes de repelencia y mortalidad promedio, del extracto
crudo de metanol y fracciones de alcaloides, se corrigieron con la ecuacion de Abbott (1925) y el
testigo de agua con el propésito de hacer Probit, y obtener la CR50 y CL50. En inhibicion de
oviposicion no se hizo correccion de resultados para realizar el analisis y tener la CIO50. En
estudio de los resultados se utilizaron los programas IBM SPSS Statistics 22.0 y R Statistics
3.3.1. (p < 0.05).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Repelencia de T. vaporariorum

Resultados de repelencia del extracto crudo de metanol, de 3 a 72 h, se presentan en Cuadro 1.
La menor fue 7.5 %, con 0.00001 %, a las 12 y 24 h, y la mayor de 90 %, por medio de 10 %, a
las 72 h. En las Ultimas 2 h, esta se incrementd. Pero, no se logré total. La repelencia se
distribuye por igual en las concentraciones y la diferencia entre estas, de forma continua, fueron
menores de 15 %. El efecto del extracto se mantiene, durante 3 a 72 h, y se obtuvo CR50 de

0.066 a 0.083 %, mediante un intervalo menor y mayor de 0.024 a 0.139 %.

Cuadro 1. Repelencia promedio (%) de mosca blanca y CR50 (%), mediante concentraciones de
10 a 0.00001 % del extracto crudo de metanol, a las 3, 6, 12, 24, 48 y 72 h.

Repelencia promedio (%)

Concentracion (%) 3f 6+ 12+1 241 481 72 ()i

10 81.2+6.2a 82.5+3.2a 81.2+2.3 83.7+2.3a 85.0+2.0a 90.0+2.0a
(34.5)a

1 68.7+1.2b 71.2+1.2a 68.7£1.2 68.7+1.2b 72.5+1.4b 76.2+1.2b
(30.5)b

0.1 57.5+1.4b 58.7+2.3b 56.2+2.5 58.7+2.3c 61.2+2.3b 63.7£1.2¢c
(26.5)c

0.01 43.7+2.3c 46.2+2.3c 43.7+2.3 45.0+2.0d 47.5+3.2¢ 52.5+3.2cd
(22.5)d

0.001 32.2+4.3c 33.7+4.2d 30.0£2.0 32.5%2.5e 36.2+3.1c 41.2+2.3d
(18.5)

0.0001 20.0+2.0c 18.7+1.2e 20.0+0.0 21.242.3f 22.5+3.2d 25.0+3.0e
(14.5)f

0.00001 10.0+2.0de 10.0+2.0ef 7.5+14 7.5%1.4g 11.2+1.4de 12.5+2.4f
(9.7)9

Agua com tween{ 8.7+1.2de 6.2+2.3f 25+1.4 3.7£1.2g 3.7£2.3e 5.0+2.0f

(5.5)h

Agua 5.0+£2.8e 2.5+2 5f 1.2+1.2 6.2+2.3g 2.5+2.5e 5.0+2.3f
(4.2)h

CR50 (%)* 0.076 0.083 0.077 0.066 0.078 0.068
Intervalo (0.026-0.125)  (0.027-0.139)  (0.026-0.129)  (0.025-0.106)  (0.027-0.128)  (0.024-0.112)

Las letras representan diferencias entre los resultados de repelencia promedio de porcentajes y rangos (1 Tukey, p < 0.05; 11U de
Mann-Whitney, p < 0.05). El + indica error estdndar. *Resultados del Probit de porcentajes de repelencia corregida (Z, p < 0.05).

1 Los resultados del testigo de agua con tween, no se tomaron en cuenta para la prueba.

17



De la fraccion de alcaloides libres la repelencia que produjo, de 3 a 72 h, se muestra en Cuadro 2.
La mas baja fue 11.2 %, mediante 0.00001 %. Esta se incrementd, a los 48 y 72 h. Lo cual,
gener0 total por medio de 10 y 0.1 %. En las concentraciones la repelencia se reparte de la
misma forma y la diferencia entre estas fue mayor de 15 % en 1 a 0.1 %, alas 3,48 y 72 h; en
0.01 a 0.001 %, a las 12, 24, 48 y 72 h; y en 0.0001 a 0.00001 %, a las 3, 6, 12, 24 y 48 h. La
actividad de la fraccion se conserva, durante 3 a 72 h, y la CR50 fue 0.062 a 0.090 %, con un

intervalo de minimo y méximo de 0.005 a 0.176 %.

Cuadro 2. Repelencia promedio (%) de mosca blanca y CR50 (%), mediante concentraciones de
10 a 0.00001 % de fraccion de alcaloides libres, a las 3, 6, 12, 24, 48 y 72 h.

Repelencia promedio (%)

Concentracion (%) 3t 67 12 24+ 4877 72 () 11

10 93.741.2 95.0+2.0a 95.040.0 95.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0
(34.3)a (34.5)a (34.5)a (34.5)a (32.5)a

1 85.0+2.0 81.2+1.4b 82.5+1.4 87.5+1.4 93.7+1.2 100.0+0.0
(30.6)a (30.5)b (30.5)b (30.5)b (32.5)a

0.1 67.5+1.4 67.5x1.4c 66.2+1.4 67.5£1.4 75.0£2.0 81.2+1.2
(26.5)b (26.5)c (25.5)c (25.7)c (26.5)b

0.01 575+14 57.5+1.4d 58.7£1.2 62.5£3.2 68.7£3.1 71.242.3
(22.5)c (22.5)d (23.5)c (23.2)c (22.5)c

0.001 43.7+2.3 43.7+1.4e 42.0+1.4 47.0£1.4 51.2+1.2 53.7£2.3
(18.5)d (18.2)e (18.5)d (18.5)d (18.2)d

0.0001 30.0£2.0 31.2+2.3f 35.0£2.0 35.0£2.0 37.5%£2.5 40.0£3.5
(14.5)e (14.7)e (14.5)e (14.5)e (14.7)e

0.00001 13.7x2.3 11.2+3.1g 15.0£2.0 17514 21.242.3 26.242.3
(9.0)f (10.5)f (10.5)f (10.5)f (10.5)f
Agua con tweenf 10.0+0.0 6.2+1.49 2514 8.7x1.2 3.7x1.6 3.7+2.3
(6.5)fg (5.0)9 (6.2)9 (5.0)9 (325)9
Agua 7.5+1.4 3.7£2.0g 1.2+1.2 2.5+1.4 25+1.4 3.7£2.3
(4.0)g (4.0)g (2.7)g (4.0)g (32.5) g

CR50 (%)* 0.062 0.062 0.063 0.066 0.072 0.090
Intervalo (0.006-0.118)  (0.007-0.117)  (0.006-0.120)  (0.007-0.125)  (0.007-0.137)  (0.005-0.176)

Las letras representan diferencias entre los resultados de repelencia promedio de porcentajes y rangos (1 Tukey, p < 0.05; 17U de
Mann-Whitney, p < 0.05). El + indica error estdndar. *Resultados del Probit de porcentajes de repelencia corregida (Z, p < 0.05).
1 Los resultados del testigo de agua con tween, no se tomaron en cuenta para la prueba.
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De la fraccion de alcaloides liberados resultados de repelencia, de 3 a 72 h, se exponen en
Cuadro 3. La menor fue 8.7 %, con 0.00001 %, a las 3 h. A la ultima hora, esta aumento. Sin
embargo, se consiguio total con 10 %, desde 24 h. En las concentraciones la repelencia se
distribuye de la misma manera y la diferencia entre estas superé 15 % en 10a 1 %, alas 24 y 48
h;en1a0.1%,alas 12 h; y en 0.0001 a 0.00001, a las 3 h. El efecto de la fraccién no cambia,
durante 3a 72 h, y se consiguio CR50 de 0.048 a 0.066 %, mediante un intervalo menor y mayor
de 0.018 a 0.109 %.

Cuadro 3. Repelencia promedio (%) de mosca blanca y CR50 (%), mediante concentraciones de
10 a 0.00001 % de fraccién de alcaloides liberados, a las 3, 6, 12, 24, 48y 72 h.

Repelencia promedio (%)

Concentracion (%) 3 61 12+ 247+ 4871 72(h)f+
10 90.0+2.0a 92.5+1.4a 95.0+2.0 100+0.0 100+0.0 100+0.0
(34.5)a (34.5)a (34.5)a (34.5)a

1 76.2+1.4b 77.5+2.4b 78.7x2.3 80.0+2.0 82.5+1.4 85.0+2.0
(30.5)b (30.5)b (30.5)b (30.5)b

0.1 63.7+1.4c 63.7+1.2c 60.0+0.0 65.0+2.0 67.5+1.4 70.0£2.0
(26.5)c (26.5)c (26.5)c (26.4)c

0.01 46.2+3.4d 50.0+2.0d 47.5%1.4 48.7£3.7 51.2+4.2 55.5+3.5
(22.2)d (22.3)d (22.5)d (22.4)d

0.001 35.0+4.5d 37.5+4.3e 33.744.2 33.7+2.3 37.5+2.5 40.0+3.5
(18.5)d (18.3)e (18.7)d (18.7)d

0.0001 21.2+3.4e 22.5+3.2f 18.7+3.5 20.0+4.5 22.2+3.2 26.2+2.3
(13.7)e (14.0)f (14.4)e (14.5)e

0.00001 8.7x1.2f 12.5+1.49 11.2+2.3 10.0£1.0 11.2+1.2 13.7£1.2
(10.7)e (10.0)g (9.5)f (10.2)f

Agua con tweenf 8.7+1.2f 5.0+2.0g 3.7x2.3 6.2+1.2 7514 6.2+1.2
(6.7f (5.1)h (6.0)fg (5.0)g

Agua 7.5+2.4f 6.2+2.3g 1.2+1.2 6.2+1.2 5.0+2.0 5.0£2.0
(4.0)f (5.1)h (4.1)g (4.2)g
CR50 (%)* 0.066 0.062 0.058 0.048 0.055 0.061
Intervalo (0.023-0.109)  (0.022-0.102) (0.019-0.097) (0.018-0.079)  (0.020-0.090) (0.021-0.102)

Las letras representan diferencias entre los resultados de repelencia promedio de porcentajes y rangos (1 Tukey, p < 0.05; 17U de
Mann-Whitney, p < 0.05). El + indica error estdndar. * Resultados del Probit de porcentajes de repelencia corregida (Z, p < 0.05).

1 Los resultados del testigo de agua con tween, no se tomaron en cuenta para la prueba.
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En extracto crudo de metanol y fracciones de alcaloides, la repelencia tiene una misma
distribucion en las concentraciones, y si se contrastan porcentajes, parece ser mejor fraccion de
alcaloides libres. Sin embargo, al comparan los intervalos minimo y méximo de CR50, de cada
uno, estos se relacionan. Lo cual indica, que la actividad del extracto y fracciones es la misma,
de 3a 72 h, y se alcanza 50 % de repelencia, mediante intervalo de 0.005 a 0.176 % del extracto

y fracciones.

Resultados del estudio comparativo, donde se muestra la repelencia de moléculas semi-
purificadas, durante 3 a 72 h, se presentan en Cuadro 4. El extracto crudo de metanol y
fracciones de alcaloides, con respecto al experimento anterior, no tuvieron actividad diferente.
La repelencia de B-eritroidina y erisodina fue similar a fraccidn de alcaloides libres, de 3 a 48 h;

a fraccion de alcaloides liberados, a las 6 y 24 h; y al concentrado de tabaco, alas 3y 6 h.

Cuadro 4. Repelencia promedio (%) del analisis comparativo de mosca blanca, por medio de
concentraciones de 0.1 % del extracto crudo de metanol, fracciones de alcaloides

y moléculas semi-purificadas, a las 3, 6, 12, 24, 48y 72 h.

Repelencia promedio (%)

Tratamientos (0.1%) 31t 61 12+ 245 4811 72(h)+t

Extracto crudo de metanol 55.0+2.0 45.0+2.8¢ 42.5+3.2 52.5+4.3c 43.7£6.5 53.7+6.2
(10.6)d (10.5)d (10.5)d (10.8)e

Fraccién de alcaloides libres 78.7+1.2 77.5+7.5ab 70.0+0.0 76.2+1.2ab 73.7+1.2 76.2+2.3
(22.6)ab (22.0)b (21.3)b (23.7)b

Fraccién de alcaloides liberados 70.0£4.5 68.7+1.2b 62.5%£3.2 72.5%£3.2b 67.5%£1.4 65.0£2.0
(17.2)c (16.38)c (16.2)c (15.0)d

B-eritrodina 86.2+8.0 77.5%4.7ab 72.5%£3.2 77.5%4.3ab 75.0£3.5 76.2+1.2
(24.2)ab (23.3)b (22.5)b (23.6)b

Erisodina 78.7+1.2 72.5+2.4ab 68.7+2.3 71.2+1.2b 75.0+4.0 71.2+3.1

(22.3)ab (20.3)b (21.8)b (19.7)c

Concentrado de tabaco 87.5+6.6 90.0+4.0a 92.5+4.3 87.5+1.2a 91.2+1.2 90.0+3.5
(25.8)a (30.3)a (30.5)a (30.0)a

Agua con tween 6.2+1.2 7.5+2.5d 2.5+2.5 7.5+1.4d 6.2+1.2 8.7£1.2
(5.0)e (4.5)e (4.8)e (5.8)f

Agua 7.5£1.4 5.0+2.0d 2.5+2.5 7.5+2.5d 5.0+2.0 2.5+2.5
(4.0)e (4.5)e (4.1)e (3.1)f

Las letras representan diferencias entre los resultados de repelencia promedio de porcentajes y rangos (1 Tukey, p < 0.05; 17U de

Mann-Whitney, p < 0.05). El + indica error estandar.
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Moléculas semi-purificadas y fraccion de alcaloides libres tuvieron el mismo efecto, durante 3 a
48 h. Por lo que, en relacion con la primera evaluacion de repelencia y el procedimiento que se
realizé con el propdsito de obtenerlas. Los alcaloides B-eritroidina y erisodina, no presentan
actividad diferente del extracto crudo de metanol y fracciones.

Al comparar el intervalo de CR50, de 0.005 a 0.176 %, que engloba los resultados del extracto
crudo de metanol y fracciones de alcaloides, con el de productos de Nim, de 0.013 a 0.114 %,
durante 24 a 72 h (Muhiz et al., 2016) y del aceite de estructuras vegetales de T. filifolia y
principio activo trans-anetol, por medio de 0.001 a 0.137 %, a las 24 h (Camarillo et al. 2009), se
tiene actividad idéntica; y con respecto de extractos oleosos de 1 % y acuosos de 1 a 10 % de A.
sativum, que tienen menos de 50 % de repelencia (Garmendia, 2002); el extracto de metanol de
las semillas de R. communis de 71.1 %, a través de 10 % (Salazar, 2003); y el extracto acuoso y
de etanol de R. raphanistrum de 72 y 76 %, por medio de 20 % (Mendoza, 2010), a las 24 h, se

muestra mejor efecto.

La repelencia que producen los alcaloides de E. americana, en T. vaporariorum, es semejante
con la de terpenos y fenoles, y esta puede deberse a saturacion de quimi-receptores del insecto
(Vazquez et al., 2007). Lo que impide interaccion con plantas por alteracion de comportamiento
(Miresmailli y Isman, 2014), como en el caso de ratas, donde la ingesta de pequefias fracciones

de alcaloides disminuyen la conducta agresiva (Garcia 2000b; Garin et al., 2000).

5.2. Mortalidad e inhibicion de oviposicion de T. vaporariorum

Mortalidad que causd el extracto crudo de metanol y fracciones de alcaloides, a las 24 h, se
presentan en Cuadro 5. Del extracto fue de 77.5 a 37.5 %, de la fraccidn de alcaloides libres 97.5
a 46.2 % y de la fraccion de alcaloides liberados 97.5 a 37.5 %, a través de 10 a 0.01 %. En las
concentraciones, la mortalidad se distribuye por igual y la diferencia entre estas, de manera
continua, fue igual o superior de 15 %, con excepcion de 0.1 a 0.01 del extracto y fraccion de
alcaloides libres. Se obtuvo CL50 del extracto de 0.064 %, mediante alcaloides libres de 0.049 %

y por medio de liberados de 0.044 %.
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Cuadro 5. Mortalidad promedio (%) de mosca blanca y CLso (%), con concentraciones de 10 a

0.01 % del extracto crudo de metanol y fracciones de alcaloides, a las 24 h.

Mortalidad promedio (%)

Concentracion (%) Extracto crudo de Fraccion de alcaloides Fraccion de alcaloides

metanol libres liberados

10 77.5+1.4 97.5+1.4 97.5+1.4

(22.5) a (22.5)a (22.5)a

1 62.5+1.4 78.75%1.2 77.5+1.4

(18.5)b (18.5)b (18.5)b

0.1 47.5%3.2 56.2+2.3 53.742.3
(14.2)c (14.2)c (14.5)c

0.01 37.5+1.4 46.2+2.3 37.5+4.3

(10.7)c (10.7)c (10.5)d

Agua con tweenf 6.2+2.3 10.0+0.0 10.0+0.0
(5.5)d (6.00)d (5.5)e

Agua 2.5+1.4 5.0+2.0 7.5+1.4
(3.5)d (3.00)d (3.5)e
CL50 (%)* 0.064 0.049 0.044

Intervalo (0.022-0.106) (0.016-0.081) (0.014-0.074)

Las letras representan diferencias entre los resultados de mortalidad promedio de rangos (U de Mann-Whitney, p < 0.05). El =
indica error estandar. * Resultados del Probit de porcentajes de mortalidad corregida (Z, p < 0.05). { Los resultados del testigo de

agua con tween, no se tomaron en cuenta para la prueba.

El extracto crudo de metanol origina menos mortalidad que las fracciones de alcaloides si se
comparar porcentajes de mortalidad. Sin embargo, al confrontan los intervalos de CL50, estos se
asocian. Por lo que, el extracto y fracciones, tienen mismo efecto. Lo cual indica, que con
intervalo de 0.014 a 0.106 %, generan 50 % de mortalidad, a las 24 h.

Del extracto crudo de metanol y fracciones de alcaloides resultados de inhibicion de oviposicion,
a las 24 h, se muestran en Cuadro 6. El extracto no tuvo efecto sobre oviposicion; la fraccién de
alcaloides libres presentd 91.6 %, mediante 10 % y de 1 a 0.01 % fueron inestables; y la fraccion
de alcaloides liberados tuvo de 89.8 a 55.8 %, por medio de 10 a 0.1 %, donde la inhibicién de
oviposicion tiene una misma distribucion y diferencias mayores de 10 %. A la vez, 0.01 % fue
inconsistente. La CIO50 del extracto no se calculo, de alcaloides libres fue 0.237 % y de
liberados 0.111 %.

22



Cuadro 6. Inhibicion de oviposicion promedio (%) de mosca blanca y CIO50 (%), con
concentraciones de 10 a 0.01 % del extracto crudo de metanol y fracciones de

alcaloides, a las 24 h.

Inhibicion de oviposicion promedio (%)

Concentracion (%) Extracto crudo de Fraccion de alcaloides Fraccion de alcaloides
metanol libres liberados
10 -57.54.2 91.6+3.4 89.8+1.9
(2.5)e (22.5)a (22.5)a
1 17.5+2.5 37.524.41 62.6+5.8
(21.5)a (14.0)b (17.2)b
0.1 10.0+4.0 33.3+14.0 55.8+1.9
(16.7)b (13.5)bc (15.7)b
0.01 5.0£2.3 33.3£11.71 -2.04+0.01
(13.5)bc (11.5)bc (3.0)d
Agua con tween 2.5+2.5 27.08+3.99 16.6+£10.59
(11.5)cd (10.0)c (9.0)c
Agua 0 0 0f
(9.5)d (3.5)d (7.5)c
CIO50 (%)* N.P. 0.237 0.111
Intervalo (0.196-0.279) (0.071-0.150)

Las letras representan diferencias entre los resultados de inhibicién de oviposicion promedio de rangos (U de Mann-Whitney,
p<0.05). El % indica error estandar. * Resultados del Probit de porcentajes de inhibicion de oviposicion sin corregir (Z, p<0.05).
N.P. Significa no se calcul6. 1 Datos que no se tomaron en cuenta para el analisis. Los nimeros negativo indican incremento de
oviposicién.

En inhibicién de oviposicidn, al relacionar los intervalos de CIO50, la fraccion de alcaloides
liberados es mejor que la fraccion de alcaloides libres, a las 24 h. Por lo cual, con respecto a los
resultados anteriores, tiene 50 % de mortalidad e inhibicion de oviposicion, mediante intervalo
de 0.014 a 0.150 %.

Del analisis comparativo mortalidad e inhibicién de oviposicion de moléculas semi-purificadas, a
las 24 h, se presentan en Cuadro 7. El extracto crudo de metanol y fracciones de alcaloides, no
tienen un efecto diferente al registrado anteriormente en mortalidad. Sin embargo, en este
experimento incrementaron oviposicion. Moléculas semi-purificas y fracciones muestran la
misma actividad en mortalidad; y en oviposicion, -eritroidina estimulo y erisodina la inhibié 70

%, resultado superior al del concentrado de tabaco.
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Cuadro 7. Mortalidad e inhibicion de oviposicion promedio (%) del analisis comparativo de
mosca blanca, por medio de concentraciones de 0.1 % del extracto crudo de

metanol, fracciones de alcaloides y moléculas semi-purificadas, a las 24 h.

Mortalidad promedio (%) Inhibicion de oviposicion
Tratamientos (0.1%) promedio (%)
Extracto crudo de metanol 32.5%#5.20 -25.7+19.2
(14.0)d (9.7)d
Fraccion de alcaloides libres 43.7+7.4 -42.8+20.5¢
(18.8)bc (7.0)d
Fraccion de alcaloides liberados 42.5+9.2 -20.0+£7.3
(16.8)bcd (10.1)d
B-eritrodina 56.2+7.18 -28.5+17.6
(23.2)b (10.1)d
Erisodina 46.50+9.4 71.4+9.8
(19.5)bc (29.5)a
Concentrado de tabaco 86.2+3.2 40.0+14.2
(30.5)a (24.7)b
Agua con tween 5.0£2.0 34.2+8.7
(4.5)e (24.2)b
Agua 5.0x2.0 0
(4.5)e (16.5)c

Las letras representan diferencias entre los resultados de mortalidad e inhibicidn de oviposicion promedio de rangos (U de Mann-

Whitney, p < 0.05). El + indica error estandar. Los nimeros negativos indican incremento de oviposicion.

En mortalidad el extracto crudo de metanol, fracciones de alcaloides y moléculas semi-
purificadas tienen el mismo efecto y en inhibicion de oviposicién la inconsistencia del extracto
continda y aparece en fracciones, que se mantiene por medio de B-eritroidina y desaparece con
erisodina. La inestabilidad del extracto, fraccion de alcaloides libre y B-eritroidina, se puede
relacionar con una insuficiencia de la concentracién de 0.1 %, para generar la actividad de
inhibicion. Sin embargo, también puede ser “hormoligosis”, una estimulacion de oviposicion
producida por estrés o cambios de comportamiento (Dittrich y Ernst, 1990; Miresmailli y Isman,
2014); y que explica porque la fraccion de alcaloides liberados igualmente incremento
oviposicion. Del estudio comparativo si se elimina la inestabilidad de la fraccion de alcaloides
librados se puede pensar que erisodina es la responsable de inhibir oviposicion y valdria la pena

purificarla, con el propdsito de aprovechar el efecto.

Al comparar el intervalo de 0.014 a 0.150 % de la fraccion de alcaloides liberados, que produce
50 % de mortalidad e inhibicién de oviposicidn, con respecto a la CL50 de insecticidas
neonicotinoides, de 0.000086 a 0.0136 % (Rauch y Nauen, 2003; Ortega et al., 1998), son menos
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toxicos; mediante el intervalo de productos de Nim, de 0.009 a 0.073 %, que genera en algunos
casos 100 % de mortalidad y 50 % de inhibicidon de oviposicion (Muifiiz et al., 2016), son
inferiores o iguales; y del aceite de estructuras vegetales de Tagetes filifolia y principio activo
trans-anetol, de 0.036 a 1.626 % (Camarillo et al., 2009), pueden ser idénticos o mejores.
También son mas toxicos que extractos a 20 % de etanol de P. auritum y R. raphanistrum que
muestran mortalidad de 66 y 56 %; y tienen mejor inhibicién de oviposicion que extractos
acuosos de P. auritum y R. raphanistrum; y de etanol de T. officinale, P. auritum, R.
raphanistrum y A. artemisiifolia que la impiden, con 20 % y estimulan, mediante 6 % (Mendoza,
2010).

El efecto sobre mortalidad de alcaloides de E. americana, en T. vaporariorum, puede ser similar
al de neonicotinoides, que afectan el sistema nervioso de insectos, al actuar como agonistas y
antagonistas de receptores de acetil colina (Devine y Furlong, 2007), lo que dafia locomocion y
causa muerte (Rauch y Nauen, 2003), debido a que en ratas la administracién oral de B-
eritroidina y erisodina en bajas concentraciones impide consolidacion de memoria de corto
plazo, al actuar sobre el mismo tipo de receptores (Garcia et al., 2000b; Garin et al., 2009). En
relacion con inhibicién de oviposicion, la fraccion de alcaloides libres y erisodina,
probablemente tangan un efecto protector similar al que impide el crecimiento de bacterias

(Garcia et al., 2000a) y hongos fitopatégenos (Ibarra et al., 2009).

5.3. Persistencia del extracto crudo de metanol y fracciones de alacloides

Resultados del extracto crudo de metanol y fracciones de alcaloides en relacién con actividad
repelente, durante 15 d, se muestran en Cuadro 8. La actividad del extracto de 10 % fue 80.6 a
50.7 % y dura 3 d, después al igual que concentraciones menores mostré inconsistencia;
fraccion de alcaloides libres de 1 %, tuvo de 92.5a53.7 % y dura 5 d, y de 0.1 % fue de 79.37 a
48.1 % y puede duran 1 0 4 d, luego fue inestabilidad; y fraccion de alcaloides liberados de 0.1

%, mostr6 de 92.5 a 68.6 % y dura 3 d, después fue inconstante.
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Cuadro 8. Repelencia promedio (%) del bioensayo de persistencia, mediante concentraciones de 10 a 0.1 % del extracto crudo de
metanol (Ex.), de 1y 0.1 % de fraccion de alcaloides libres (A.L.) y de 0.1 % de fraccion de alcaloides liberados (A. Li.), durante 15
d.

Repelencia promedio (%)

Planta de 1 Plantas de 3 Plantas de 6 Plantas de 9 Plantas de 12 (d)
Tratamientos
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 ()Tt
Ex. (10%) 80.6 68.6 50.7 10.21 0 9.9 -10.2 22.4 -71.6 454 415 -24.1 -38.1 1.4 314
(20.5)b  (25.0)a (21.0)b  (14.2)cd (15.1)c (23.2)ab  (14.6)d (16.3)d (9.8)d (20.6)bc  (19.2)bc  (3.5)d (9.8)e (9.2)d (21.5)a
EX. (1%) 3.1 23.6 -39.3 -16.7 -76.5 -22.9 -59.5 32.1 -88.8 30.4 38.4 29.9 11.2 25.6 39.1
(10.0)c  (12.0)c  (8.0)cd (10.8)de  (6.0)d (15.0)d (5.6)e (19.7)bc (7.8)d (12.6)d (16.1)c  (19.2b (18.8)bc  (19.5)b  (23.2)a
Ex. (0.1%) 5.0 16.3 -44.7 -105.1 -92.4 -101.5 11.0 38.5 -15.6 25.3 35.2 29.4 -3.7 15.9 5.0
(82)c (10.2)cd (7.6)d (2.5)f (4.0)d @.Nf (22.3)b  (20.5)bc (21.0)b (11.2)d (19.2)bc  (19.5b  (14.2)cd  (16.0)bc  (9.1)c
A.L. (1%) 925 78.6 74.1 62.0 53.7 23.6 30.1 478 -2.9 51.9 545 433 25.0 21.7 23.6
(28.3)a  (28.5)a (28.3)a (28.2)a (30.5a (25.7)a (29.0)a (24.0)a  (21.7)ab (24.5)a (25.0)a (24.8)a (24.3)a (17.8)b  (18.3)b
A.L. (0.1 %) 79.37 47.7 49.7 48.1 17.7 -41.2 -42.6 13.1 -61.9 45,9 43.1 29.4 3.7 135 20.2
(20.7)b  (17.8)b  (20.8)b (25.7)ab  (21.1)b  (10.7)e (8.7)e (8.6)e (8.6)d (21.7)ab  (19.7)b  (19.0)b  (15.8)c (14.6)c  (16.6)b
A.Li. (0.1 %) 92,5 69.5 68.6 37.2 17.0 -9.1 6.6 45.85 -0.74 41.2 47.8 50.0 18.1 51.6 29.9
(28.3)a (25.0)a (27.5a (22.7)b  (21.0)b  (17.5)cd (19.5)bc  (22.0)ab (23.3)a (18.5)c (22.3)ab  (26.6)a (22.1)a (28.1)a  (18.2)b
Agua con -75 -9.09 -48.2 19.7 11.3 -5.3 -8.0 28.7 -91.79 38.1 10.9 -5.8 3.1 22.7 23.6
tween 7.7 (7.3)de (7.1)d (17.3)c  (19.7b  (16.5)d (15.1)d (15.2)d (15.0)c (20.25)b (6.7)d (11.2)c  (14.3)cd  (19.1)b  (16.3)b
Agua 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

(80  (60)  (115)c (105 (145)c (20.5bc  (17.0)cd  (55)e  (245)a  (2.5)e (35)e  (9.0)c (125)de  (75d  (85)c

Las letras representan diferencias entre los resultados de repelencia promedio de rangos (U de Mann-Whitney, p < 0.05). El + indica error estandar. Los nlimeros negativos indican
un incremento de insectos posados. T Grupos de plantas formados después de la aplicacion de tratamientos. 11 Dias de toma datos agrupados en base al tiempo en que las plantas
estuvieron dentro de la jaula.
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La fraccion de alcaloides libres es mejor que el extracto crudo de metanol y fraccion de

alcaloides liberados en repelencia.

En cuadro 9 se presentan resultados de inhibicidn de oviposicién del extracto crudo de metanol y
fracciones de alcaloides, durante 15 d. El extracto de 10 % mostrd 97.6 %, a los 3 d, y después
fue inconstante al igual que concentraciones menores; fraccion de alcaloides libres de 1 %, tuvo
83.7 % y de 0.1 % fue 77.9 %, a los 3 d, y después mostraron inconsistencia; y la fraccion de

alcaloides libres presentd de 83.7 a 56. 3 %, durante 6 d y luego fue inestable.

Cuadro 9. Inhibicion de oviposicion promedio (%) del bioensayo de persistencia con las
concentraciones de 10 a 0.1 % del extracto crudo de metanol, de 1 y 0.1 % de la
fraccion de alcaloides libres y de 0.1 % de la fraccién de alcaloides liberados,

durante el periodo de 15 d.

Inhibicidn de oviposicion promedio (%)

Tratamientos 3 6 9 12 15 (d)
Extracto crudo de metanol (10%) 97.6 -73.5 4.2 33.8 14.6
(27.5)a (14.2)c (24.0)b (9.5)f (16.2)c
Extracto crudo de matanol (1%) -60.4 -225.2 -39.3 89.1 27.8
(11.5)c (4.0 (6.5)g (29.8)a (19.3)b
Extracto crudo de metanol (0.1%) 5.0 -195.4 -44.7 52.5 -47.1
(3.2)d (6.5)d (10.6)f (12.2)ef (3.2)f
Fraccion de alcaloides libres (1%) 83.7 -9.1 -71.4 76.6 514
(24.5)ab (22.2)b (14.5)de (19.8)c (24.2)a
Fraccion de alcaloides libres (0.1 %) 77.9 -714.7 -78.5 71.2 22.6
(21.6)b (15.3)c (11.8)ef (16.5)cd (17.5)bc
Fraccion de alcaloides liberados (0.1 %) 83.7 56.3 40.0 86.17 32.0
(23.1)b (30.3)a (27.5)a (25.3)b (18.7)bc
Agua con tween 12.7 -59.7 -77.14 43.8 457
(12.0)c (16.7)c (16.0)d (15.1)de (23.1)a
Agua 0 0 0 0 0
(8.5)c (22.5)b (20.5)c (3.5)g (9.5)e

Las letras representan diferencias entre los resultados de inhibicién de oviposicion promedio de rangos (U de Mann-Whitney, p <
0.05). El * indica error estandar.Los nimeros negativos indican un incremento de oviposicion.

La fraccion de alcaloides liberados es mejor en inhibicion de oviposicion que el extracto crudo

de metanol y fraccién de alcaloides libres.

Si se relacionan los resultados de repelencia e inhibicidén de oviposicion, se puede decir que el
extracto a 10 % mantiene estos efectos 3 d, y sus concentraciones menores son inestables.

Fraccion de alcaloides libres, conserva la primera actividad 5 d y la segunda 3 d. Lo cual,
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muestra probable accidn incitante. Fraccion de alcaloides liberados preserva el primer efecto 3 d
y el segundo 6 d. Lo que indica, posible accion disuasiva (Castillo et al., 2009) y la convertiria
en el mejor tratamiento. Las inconsistencias de los experimentos y que se aprecian mejor desde 6
d, puede deberse a saturacion de quimi-receptores (Vazquez et al., 2007) u “hormoligosis”
(Dittrich y Ernst, 1990), fenOmenos que generaron aumentos y descensos de insectos posados y

oviposicion por alteracion de comportamiento.

La evaluacion de sustancias y productos vegetales se realiza generalmente durante 1 o 3 d
(Salazar, 2003; Mendoza; 2010; Muidiiz et al., 2016), por lo que, el extracto crudo de metanol de
10 %, tiene una actividad normal y las fracciones de alcaloides son mas eficientes. Fraccion de
alcaloides libres es mejor en repelencia y fraccion de alcaloides liberados en inhibicion de
oviposicion, y su duracion es similar a la de insecticidas organosintéticos en mortalidad con una

duracion de aproximada de 7 d (Ortega, 1998; Devine y Furlong 2007).

5.4. Relacioén de resultados

Rendimiento del extracto crudo de metanol fue 18. 33 % (600 g), donde 0.064 % (21 g) eran
alcaloides libres y 0.06 % (2 g) alcaloides liberados. La fraccion de alcaloides libres present6
0.005 % (1659 mg) de p-eritroidina y 0.0009 % (315 mg) de erisodina semi-purificadas.
Resultados que se encuentran dentro de los parametros reportados en literatura (Garcia et al.
2004; Ibarra et al., 2011; Salazar, 2011).

Extracto crudo de metanol, fracciones de alcaloides y moléculas semi-purificadas tuvieron la
misma actividad en repelencia y mortalidad, a las 24 h. En inhibicion de oviposicion el extracto
no fue bueno; fracciones de alcaloides libres mostro inestabilidad, pero se calculé una CIO50 de
0.196 a 0.279 %; y fraccidn de alcaloides libres la impidié mediante intervalo de 0.071 a 0.150
%, a las 24 h. Extracto, fracciones y p-eritroidina en el estudio comparativo mostraron
inconsistencia, y erisodina tuvo 70 % de inhibicion de oviposicion, a las 24 h. En persistencia el
extracto de 10 % produjo repelencia e inhibicidn de oviposicion por 3 d, lo que muestra que es
atil; la fraccion de alcaloides libres de 1 % fue mas efectiva en repelencia, porque dur6 5 d; y la
fraccion de alcaloides liberados de 0.1 % fue mejor para impedir oviposicion. Lo cual indica, que
es el tratamiento mas sobresaliente, porque por medio de intervalo de 0.005 a 0.175 %, puede
producir 50 % de repelencia y mortalidad, durante 3 d, e inhibicidn de oviposicion de 6 d.
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La actividad de repelencia de fraccion de alcaloides liberados probablemente se deba a que sus
componentes mayoritarios son eritroidinas, alcaloides relacionados con disminuir el
comportamiento agresivo en ratas (Garcia 2000b; Garin et al., 2000). Los cuales en mosca
blanca pueden alterar la conducta e impedir interaccion con plantas en alimentacion, pero no
para oviposicion. En mortalidad el extracto crudo de metanol, fracciones de alcaloides y
moléculas semi-purificadas tuvieron el mismo efecto. Sin embargo, este puede variar, en larvas
de mosquitos los alcaloides libres son mas toxicos que liberados (Garcia et al., 2004; Salazar,
2011), mientras que en nematodos y crustaceos el efecto se invierte (Garcia et al., 2000a). En
inhibicion de oviposicion fraccion de alcaloides liberados es mejor posiblemente porque
erisodina es uno de los componentes mayoritarios. El cual, gener6 70 % de inhibicion de
oviposicion, y se le atribuyen propiedades que impiden el crecimiento de bacterias y hongos
fitopatdgenos (Garcia et al., 2000a; Ibarra et al., 2009).

Inconsistencias en la investigacion se pueden deber a un vinculo entre los micro-ambientes de
cada experimento ligados a “hormoligosis” (Ditrich y Ernst, 1990), saturacion de quimio-
receptores (Vazquez et al., 2007; Miresmailli y Isman, 2014) o insuficiencia de algunas
concentraciones para generar el efecto. Lo que incrementd en el estudio de persistencia después
de 3 d, el numero de insectos posados y en general en los demas bioensayos la oviposicion, a las
24 h y 3 d. Sin embargo, se debe considerar que en el ensayo de persistencia todos los
tratamientos estuvieron en un mismo ambiente, por lo que, efectos se pudieron enmascarar o

antagonizar.

En relacion con el proceso y costo de obtener el extracto crudo de metanol, fracciones de
alcaloides y moléculas semi-purificadas de semilla de E. americana (lbarra et al., 2011; San
Miguel et al., 2007), el extracto a 10 % puede ser la mejor opcion o se pueden probar
concentraciones de 10 a 1 %. Sin embargo, hay que tener en cuenta que puede incrementar
oviposicion, la persistencia de las sustancias es de 3 d y el tratamiento mas eficiente es fraccion
de alcaloides liberados, porque protege de oviposicion. Pese a que se obtienen pequefias
cantidades de los compuestos puros o semi-purificados, solo erisodina probablemente se pueda

aislar, sintetizar y usar a futuro, por su actividad para impedir oviposicion.
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6. CONCLUSIONES

Fraccion de alcaloides libres muestra la mejor repelencia. El extracto crudo de metanol,
fracciones de alcaloides y moléculas semi-purificadas, generan la misma mortalidad. Fraccion de
alcaldes liberados y erisodina son més efectivas, para impedir oviposicion. El relacion repelencia
e inhibicion de oviposicion el extracto y fracciones duran 3 d, y fraccion de alcaloides liberados
es el mejor tratamiento. La actividad del extracto y fracciones se puede usar en proteccion de

cultivos contra mosca blanca.
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