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Resumen

La mosca mexicana de la fruta (Anastrepha ludens) es una plaga que afecta frutos de
importancia comercial provocando pérdidas econdmicas. El control quimico es una de las
estrategias usadas para su contencion en el cual se asperjan cebos mezclados con
insecticida. El malation es uno de los insecticidas mas utilizados en este método, sin
embargo, genera efectos adversos en organismos no objetivos y al ambiente en general.
Los bioinsecticidas botanicos y compuestos naturales con propiedades insecticidas se
presentan como una excelente alternativa al uso de malation, principalmente porque son
biodegradables y garantizan mayor seguridad para organismos que no son plaga. En
estudios previos en nuestro grupo de trabajo, los extractos etanolicos de semilla de
Argemone ochroleuca y de sarcotesta de Magnolia vovidesii han mostrado alta
efectividad insecticida contra 4. ludens (96 y 88%, respectivamente). El objetivo de este
estudio consistio en una investigacion bibliografica de fitoquimicos aislados de Argemone
spp y Magnolia spp, con la finalidad de identificar compuestos candidatos con potencial
insecticida en A. ludens y ademas, obtener informacion acerca de sus biosintesis y modos
de accion. Con este estudio de revision se encontrd que los mayores grupos de moléculas
que pueden tener actividad insecticida en A4. ludens son los terpenos, compuestos
fendlicos y alcaloides. Bajo el empleo de cuatro criterios de seleccion, los compuestos
candidatos del género Argemone spp fueron sanguinarina (6), berberina (9), protopina
(5), queleritrina (8), dihidrosanguinarina (1), dihidroqueleritrina (2), copsitina (7),
allocriptopina (4), eriodictiol (29) y luteolina (28). Mientras que los compuestos del
género Magnolia spp fueron B-cariofileno (37), B-felandreno (10), a-terpineno (6), a-
felandreno (7), mirceno (5), p-cimeno (12), 6xido de cariofileno (53), (E)-nerolidol (63),
B-pineno (3), limoneno (8), B-selineno (47) y a-terpineol (14). Sus rutas de biosintesis se
ven favorecidas ante la presencia de organismos que causan dafio, como los insectos y
sus modos de accidn resultaron ser diversos. Los hallazgos de este estudio bibliografico
encaminan a proseguir en el estudio experimental para determinar y evaluar los
compuestos candidatos, asi como estudiar quimicamente los extractos botanicos que, a
largo plazo, pueden ser alternativas sostenibles al uso de malation para controlar a A.

ludens.
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Abstract

The Mexican fruit fly (Anastrepha ludens) is a pest affecting commercially important
grow crops causing relevant economic losses. Chemical control is one of the strategies
used for its control, where baits mixed with insecticide are sprayed. Malathion is one of
the most widely used insecticides in this method, however, it has adverse effects on non-
target organisms as well as the environment. Botanical bioinsecticides and natural
compounds with insecticidal properties are an excellent alternative to the use of
malathion. Mainly due to they are biodegradable and ensure a greater safety for non-pest
organisms. Previous work on our group demonstrated that ethanolic extracts of Argemone
ochroleuca seed and Magnolia vovidesii sarcotesta had shown high insecticidal
effectiveness against 4. ludens (96 and 88%, respectively). The aim of this study was to
conduct a literature review of phytochemicals isolated from Argemone spp and Magnolia
spp, to identify candidate compounds with insecticidal potential against A. /udens, and to
obtain information about their biosynthesis and modes of action. This review study found
that the major groups of molecules that may have insecticidal activity on A. ludens are
terpenes, phenolic compounds, and alkaloids. Using four selection criteria, candidate
compounds from the genus Argemone spp. were sanguinarine (6), berberine (9), protopine
(5), chelerythrine (8), dihydrosanguinarine (1), dihydrochelerythrine (2), copsitine (7),
allocriptopine (4), eriodictyol (29), and luteolin (28); and those of the genus Magnolia
spp were B-caryophyllene (37), B-phellandrene (10), a-terpinene (6), a-phellandrene (7),
myrcene (5), p-cymene (12), caryophyllene oxide (53), (E)-nerolidol (63), B-pinene (3),
limonene (8), B-selinene (47), and a-terpineol (14). Their biosynthetic pathways are
favored in the presence of treat organisms such as insects, and their modes of action were
found to be diverse. The findings of this literature review point to further experimental
study to determine and evaluate the candidate compounds, as well as to chemically study
botanical extracts may become sustainable alternatives to the use of malathion to control

A. ludens in the long term.
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CAPITULO I

1. Introduccion

Ante un incremento demografico y contando mas de 7,800 millones de habitantes en el
mundo, es evidente que la produccion de alimentos agricolas también aumenta (FAO,
2017a). Anualmente, millones de toneladas de frutas y verduras son producidos alrededor
del mundo y una de las tareas mas importantes es el control y la proteccion de cultivos

contra plagas (Oerke, 2006).

El concepto de plaga esta estrechamente relacionado con los niveles numéricos de un
organismo que pueden adquirir la condicidon de convertirse en amenaza potencial. De
acuerdo con la NOM-032-FITO-1995 (Zavala, 1995), una plaga agricola es una forma de
vida vegetal, animal o agente patogénico, dafiino o potencialmente dafiino a los vegetales.
Estas son capaces de destruir porcentajes significativos de la produccion agricola en sus
diferentes fases de crecimiento e incluso durante el almacenamiento o postcosecha (Badii,
Landeros & Cerda, 2015). De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para
la alimentacion y Agricultura (FAO) hasta un 40% de la produccidn agricola mundial se

pierde por causa de las plagas (FAO, 2020a).

Los principales tipos de plagas provienen de los artropodos y pertenecen principalmente
a cuatro grupos: acaridos, crustidceos, hexdpodos y miridpodos. De estos, la clase
Hexapoda (insectos) son los de mayor importancia, ya que generan el mayor niimero de
plagas en la agricultura. Los 6rdenes implicados en el fendémeno de plagas son Orthoptera,
Thysanoptera, Hemiptera, Homoptera, Coleoptera, Hymenoptera, Lepidoptera y Diptera
(Selfa & Anento, 1997; Altieri & Nicholls, 2007).

Las plagas se pueden dividir de acuerdo con su afectacion econdmica en dos clases, las
habituales y las cuarentenarias. Las de ocurrencia habitual normalmente afectan y estan
presentes en el cultivo, pero tienen menor impacto econémico y por ello, se tolera su
presencia. Si ésta plaga se desarrolla fuertemente y dafia de forma importante el
rendimiento, es posible controlarlas eficazmente con métodos de control conocidos. Las
plagas cuarentenarias, por el contrario, son de importancia econdémica potencial para el

area en peligro donde aiin no se encuentran presentes. Dado el caso de que estuviera
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presente la plaga e incluso distribuida, no solo el control resultaria dificil, sino que su sola
presencia influye negativamente en la comercializacion (Inostroza & Mendez, 2009;

Moreno, 2000).

Debido que las plagas se originan cuando las practicas de agricultura son inadecuadas y
¢éstas rompen con el equilibrio ecologico, principalmente por el uso de plaguicidas
quimicos, la FAO (2016) promueve el Manejo Integrado de Plagas que consiste en vigilar,
regular y controlar las plagas, utilizando métodos apropiados que sean compatibles con
las caracteristicas del medio natural, reduciendo al maximo posible el uso de plaguicidas
toxicos que afectan la vida de organismos no objetivos, el ambiente y los recursos
naturales. Sin embargo, hay poca difusion de la informacion y falta de concientizacion

entre los agricultores.

1.2. La fruticultura en México

(Agusti y Fonfria, 2010). México ocupa el tercer lugar de América central en especies
fruticolas comestibles, desde las mas exoticas hasta las mas comunes y domesticadas
(Kermath, et al 1992; Popenoe, 1952). De esta manera, nuestro pais ha logrado
desarrollarse dentro del sector fruticola a nivel internacional y la fruticultura se convirtio
en una de las actividades econdmicas mas redituables para el pais, ya que favorece
indirectamente la generacion de empleos y la economia rural (Garay, ef al 2011; Arias,

2010; SAGARPA, 2017; INAES, 2017; SADER, 2013; SADER, 2020).

La fruticultura mexicana y su produccion se ve afectada por diversas plagas que merman
la calidad y cantidad de los frutos aptos para comercializarse. En 2016, en el estado de
Nayarit se estim6 una pérdida de 1,340,321 toneladas de frutas causado por diversas
plagas y enfermedades (SAGARPA, 2016). Por lo tanto, la implementacion de

metodologias que controlen a estos organismos es una de las labores mas imprescindibles.

Las actividades fundamentales para prevenir que las plagas afecten los frutales del campo
mexicano es la operacion de programas y campafas fitosanitarias establecidas y
coordinadas por el Servicio Nacional de Inocuidad y Calidad Agroalimentaria

(SENASICA), que se vincula a su vez con productores e instituciones a nivel estatal,
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federal e internacional. Con la finalidad de detectar, controlar y prevenir la dispersion de

plagas en el territorio nacional (SENASICA, 2021).

Actualmente, se encuentran en marcha programas fitosanitarios para el control de plagas
tefritidas cuarentenarias, como son las moscas tefritidas de la fruta en México, en especial
la mosca mexicana de la fruta Anastrepha ludens. Estos insectos ocasionan grandes
disminuciones en la calidad de los productos fruticolas y por consecuencia pérdidas

economicas al pais (Agroasemex, 2019).

1.3. Biologia de Anastrepha ludens (Loew)

Tephritidae es una de las familias mas importantes del orden Diptera y sus principales
géneros son Anastrepha, Bactrocera, Ceratitis y Rhagoletis (Hernandez-Ortiz, 2010;

Capinera, 2008; Aluja & Norrborn, 1999).
Clase: Insecta
Orden: Diptera
Infraorden: Brachycera
Seccion: Schizophora
Subseccién: Acalyptratae
Superfamilia: Tephritoidea
Familia: Tephritidae

Una de las caracteristicas mas prominentes de la familia es la presencia de una vaina
ovipositora quitinizada y un ovipositor puntiagudo en las hembras que sirve para perforar
los tejidos vegetales e introducir sus huevos (Capinera, 2008). Ademas, tienen alas
vistosas de patrones destacados con manchas o rayas de colores fuertemente contrastantes

(Christenson & Foote, 1960).

Naturalmente, las moscas de la fruta se asocian con su hospedero vegetal, el cual sirve
como sustrato alimenticio para los estadios larvarios (Bateman, 1972). Por esta razéon

algunos miembros de Tephritidae se han convertido en plagas muy dafiinas para especies
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frutales de importancia comercial (White & Elson-Harris, 1992). Esto ha obligado a los
paises a imponer estrictas restricciones cuarentenarias con el fin de impedir la

introduccion de moscas de la fruta (Schutze, ef al 2017).

Las hembras ovipositan los huevos dentro de la fruta, surge la larva y para cuando ésta
llega a un tamafio completo, la fruta cae al suelo, entonces la larva emerge y se adentra al
suelo para su proceso de transformacion a pupa (Stone, 1942). Las larvas, que usualmente
se alimentan de la parte pulposa, destruyen y hacen la fruta no apta para su
comercializacion y consumo. Asimismo, la picadura de la mosca en la fruta se convierte
en una via de entrada para hongos y bacterias, llevandola a su estado de putrefaccion

(Herndndez-Ortiz, 2010).

El género Anastrepha es el grupo nativo con mayor diversidad de especies de la Region
Neotropical, que va desde el sur de EUA hasta Chile y Argentina, con més de 250 especies
(Norrbom, 2014; Hernandez-Ortiz, 2007). En México se distribuyen aproximadamente
39 especies de Anastrepha (Berrones-Morales, 2020). Las caracteristicas mas especificas
que distinguen a las especies de este taxdn son los patrones que estructuran las alas y el

tipo de disefio del 6rgano ovipositor (Christenson & Foote, 1960; Oliveira et a/ 2019a).

Las plantas hospederas naturales de Anastrepha spp comprenden aproximadamente 54
especies de 18 familias, de éstas 24 son nativas de América, 22 son exoticas y el resto se
desconoce su origen (Aluja & Liendo, 2013). La gran mayoria de las Anastrepha spp son
monofagas, estenofagas u oligbfagas, pero las especies de importancia cuarentenaria en
México son polifagas, siendo Anastrepha fraterculus (mosca Sudamericana de la fruta),
A. ludens (mosca mexicana de la fruta), A. obliqua (mosca de las Indias Occidentales), 4.

serpentina (mosca de los zapotes) y A. striata (mosca de las guayabas; Ordano, 2013).

La mosca mexicana de la fruta 4. /udens posee un tamaio entre 6-8 mm de longitud y es
de color café-amarillo. El ovipositor de la hembra mide de 3.4 a 4.7 mm y tiene dientes
escasos no muy pronunciados que cubren casi por completo la punta. En los genitales, los
machos posen un par de claspers robustos (SAGARPA, 2018). El tipo de desarrollo
morfologico que presenta A. ludens es holometabolo, o bien, metamorfosis completa. En
este proceso son evidentes las fases de huevo, larva, pupa e imago, que éste ultimo se

refiere al ultimo estadio de desarrollo (Brusca & Brusca, 2003).
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Tras un cortejo complejo la hembra elige al macho mas apto para copular. La hembra
fertilizada desarrolla sus huevos en aproximadamente 3-4 dias y mientras tanto se dedica
a buscar el sitio de oviposicion. Un macho puede ser dominante entre los demas machos
y lograr hasta el 60% de las copulas (SENASICA, 2017). La hembra oviposita sus huevos
dentro del fruto hospedero, la cual puede depositar hasta 102 huevos en un dia y

aproximadamente 2000 en toda su vida (Leyva, 1991; Celedonio-Hurtado, et al 1988).

Los huevos eclosionan después de 6 a 12 dias y la larva se alimenta de la pulpa del fruto
durante 15 a 32 dias a una temperatura de 25°C (SENASICA, 2017). Durante ese tiempo
transcurren tres estadios larvarios, siendo el tercer estadio aquel que presenta un alto
grado de tolerancia a temperaturas mas altas (46°C; Garcia, 2009). Pasado el periodo
larvario, la larva se tira al suelo para empezar la pupacion. La duracion del proceso de
pupacion esta influenciado por el cambio de estaciones. En épocas de invierno las pupas
sobreviven hasta tres meses, pero en verano solo 3 semanas (Thomas, 1997). Cuando las

condiciones son Optimas la eclosion de pupas ocurre de 15 o 19 dias.

Los especimenes adultos alcanzan su madurez sexual entre los 7-9 dias, las hembras
normalmente ovipositan a los 11 dias y a partir de ahi la oviposicién ocurre continuamente
durante toda su vida. En condiciones naturales las moscas pueden vivir de 10-18 dias
(Gallardo, 2017). El estado adulto puede vivir de 15 dias hasta ocho meses dependiendo
de las condiciones ambientales, aunque experimentos en laboratorio encontraron que la
mosca puede tener una longevidad de 50 dias y madurar sexualmente hasta los 14 dias.

(SENASICA, 2018; Carey, 2005).

La cantidad de ciclos bioldgicos en determinado tiempo dependera de las condiciones
ambientales y la disponibilidad de alimento. En el trabajo de Thomas (2003) se estudio
la abundancia de moscas silvestres de A. ludens en dos ciudades de Nuevo Leon durante
cinco afios. Sus resultados sugieren que la mayoria de las veces A. ludens es una especie
bivoltina, capaz de dar dos generaciones por afio, aunque es posible que pueda llegar a
tres generaciones. Las mayores abundancias se dieron en primavera (marzo-abril), a

principios de verano (junio-julio) y a finales de otofio (octubre-noviembre).

Los picos de poblacion mas altos de 4. /udens estan correlacionados con los tiempos de
fructificacion y desarrollo de fruto. Se estudiaron las fluctuaciones poblacionales en

huertos de mango (Manguifera indica) y naranja Valencia (Citrus sinensis) ubicados en
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Campeche, Campeche, en donde se encontré que las poblaciones mas grandes de A.

ludens oscilan entre los meses de abril a agosto, el cual coincide con el tiempo de la

formacion del fruto, y ademas con los periodos de maxima precipitacion (Tucuch-Cauich,

et al 2008).(Molina-Nery et al 2014)

En la actualidad la mosca mexicana de la fruta es monitoreada y controlada por las

campaias fitosanitarias emitidas por la SENASICA. En la figura 1.1 se muestra la

situacion fitosanitaria actual de moscas nativas de la fruta en México (SENASICA, 2020).
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Figura 1.1. Estatus fitosanitario de moscas nativas de la fruta en México (SENASICA,

2020).

1.4. Métodos de control de plagas

Hoy en dia hay una gran variedad de opciones para proteger los cultivos, dependiendo de

las necesidades y caracteristicas de la plaga, se puede hacer uso de un solo método o la

unioén de varios. De acuerdo con la FAO (2020b) los métodos para controlar las plagas se

han clasificado en dos grandes grupos, plaguicidas y bioplaguicidas.
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1.4.1. Plaguicidas

La FAO (2021) define los plaguicidas como cualquier sustancia o mezcla de sustancias
quimicas destinadas a repeler, destruir y controlar cualquier plaga. Generalmente, se
caracterizan por ser de amplio espectro, altamente efectivos y la gran mayoria
contaminantes. Los plaguicidas son las principales armas del control quimico.
Dependiendo el organismo objetivo, se les puede dividir en insecticidas, acaricidas,

fungicidas, bactericidas, molusquicidas y otros mas (Gilden, 2010).

Los plaguicidas han tenido un papel importante en el &mbito agricola, y por supuesto para
la fruticultura, ya que evitan y reducen pérdidas en la produccion. Sin embargo, debido a
sus propiedades toxicas, utilizarlos puede resultar una actividad riesgosa. Con base en su
estructura quimica, los principales grupos de plaguicidas se clasifican en organoclorados,

organofosforados, carbamatos y piretroides (Coats, et al 1994).

Los organoclorados (OCs) son un grupo de compuestos clorados. Fueron utilizados entre
1950 a 1991 para el control de plagas y vectores. Debido a la estructura quimica de sus
moléculas son compuestos altamente toxicos y resistentes a la degradacion ambiental y
metabolica. Esta baja degradacion ha permitido que la persistencia de sus residuos
continue teniendo impactos significativos en los ecosistemas. Estos fueron prohibidos en
México en 1999. Los mayores representantes de este grupo son el diclorodifenil-
tricloroetano (DDT) y hexaclorociclohexano (HCH), ademas de otros (Jayaraj, ef al 2016;
Leal Soto, et al 2014; Waliszewski, et al 2013; Kim & Smith, 2001).

Los organofosforados (OPs) son usualmente ésteres de acido fosforico. Han sido
ampliamente usados para la proteccion de cultivos tras el decline de los OCs. El uso
extensivo de los OPs ha contaminado fuentes de agua, alimentos agricolas y alimentos
procesados causando efectos adversos en invertebrados, aves, peces y seres humanos. Se
consideran compuestos con efectos principalmente neurotdxicos, ya que actian como
inhibidores de la acetilcolinesterasa, enzima responsable de la hidrolisis del
neurotransmisor de la acetilcolina. Entre los OPs cominmente utilizados son clorpirifos,
paraoxoOn, malation, paration y dianizén (Jayaraj, et al 2016; Pundir & Malik, 2019;

Pehkonen & Zhang, 2002).
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Los carbamatos (CMs) han sido muy usados por décadas en la produccion agricultora.
Son compuestos organicos derivados del acido carbamico (NH>COOH) y al igual que los
OP, manifiestan neurotoxicidad y estan asociados con la inhibicion de la
acetilcolinesterasa. Entre los estragos causados por su uso esta la contaminacion de aguas
subterraneas y superficiales, ademds su uso excesivo se ha asociado a linfoma no
Hodgkiniano (de Llasera & Bernal-Gonzalez, 2001; Zheng, et al 2001). Aldicarb,
carbofurano y carbaril son algunos insecticidas de este grupo y cuando se degradan
producen sulfoxidos, sulfones y oxones, que son compuestos aun mas toxicos (Giannuzzi,

Ortega & Ventosi, 2018; Coats, et al 1994; Gammon, et al 2011; Mustapha, et a/ 2019).

Los piretroides (SPs) tuvieron un origen botanico a partir de las piretrinas obtenidas de
extractos de flores de Chrysanthemum spp (Pyrethrum). Las piretrinas se modificaron
quimicamente y asi se obtuvieron piretroides mas poderosos. Los SPs son quimicos de
amplio espectro usados para el control de plagas, principalmente de insectos y para la
medicina veterinaria. Estos actuan sobre los canales de sodio dependientes de voltaje y
canales de calcio, de potasio y de cloro dependientes de GABA (dcido gamma-
aminobutirico). El uso severo de SPs han generado contaminacion en sistemas acuaticos
y en el suelo, asi como la afectaciéon de organismos benéficos. Lambda-cialotrina,
deltametrina, teflutrina, flucitrinato y permetrina son algunos ejemplos de compuestos
que pertenecen a los SPs (Cox, 2002; Elliott, 1989; Gammon et al 2011; Thatheyus &
Selvam, 2013).

1.4.2. Bioplaguicidas

La palabra “bioplaguicida” surge de la contraccion plaguicida biologico. La FAO (2017b)
lo define como un agente bioldgico de control de plagas que ocurren naturalmente o que
se ha modificado genéticamente y se distingue de los plaguicidas quimicos por su modo
de accién unico y por la especificidad de especies objetivas. Los bioplaguicidas actian
de manera pasiva y son mas compatibles con el medio ambiente, la salud de los animales
y de los seres humanos. Pueden ser formulados y aplicados como un plaguicida quimico

convencional y usados normalmente por cortos periodos (FAO, 1988).
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Los bioplaguicidas abarcan diversos métodos como control biologico, derivados de
plantas, organismos entomopatdogenos y entomodfagos (nematodos, hongos, bacterias y
virus), metabolitos secundarios de microorganismos y plantas, semioquimicos, control
mecanico, trampeo, control autocida y uso de plantas modificadas genéticamente con

resistencia a plagas (Singh, 2014).

El control biologico se refiere al uso de organismos vivos como agentes de biocontrol
para plagas, malezas y enfermedades. Por lo comtn, a estos agentes de biocontrol se le
denominan enemigos naturales, los cuales se alimentan, compiten por recursos o inhiben
de algin modo a las plagas, su crecimiento y propagacion. Estos enemigos naturales
pueden ser depredadores de invertebrados que se alimentan ya sea en fase larvaria o
adulta; de insectos parasiticos (parasitoides y nematodos) que desarrollan sus huevos
dentro del cuerpo de las plagas invertebradas causandoles muerte en el proceso, o de
microorganismos (virus, bacterias, hongos, protozoarios) que infectan y debilitan a la

plaga llevandola a su muerte (Waage, 2001).

Los plaguicidas naturales provenientes de plantas, bacterias u hongos han tomado un rol
importante en la proteccion de cultivos que a menudo son de accidon lenta y suelen ser
mas seguros para el medio ambiente y el humano. En el caso de plaguicidas naturales con
actividad biocida contra insectos plaga se les puede llamar insecticidas naturales o
bioinsecticidas. Si estos tienen un origen vegetal se les puede denominar insecticida
botanico, a los cuales se les distingue en extractos botanicos y aceites esenciales. Pero si
son formulaciones con microorganismos entomopatogenos se les puede referir como
insecticidas microbianos (Singh, 2014; Taborsky, 1992). Ademas, los plaguicidas
naturales son una mezcla de sustancias biologicamente activas, por lo que muchos
compuestos naturales han sido aislados u obtenidos a partir de estas fuentes biologicas y

casi siempre se trata de metabolitos secundarios (Singh, 2014).

Las técnicas de control mecanico y fisico son muy diversas. Algunas sencillamente
consisten en practicas de recoleccion y eliminacion manual de insectos, plantas enfermas
o frutos caidos infectados para evitar que se reproduzcan y dafien a otras plantas vecinas
(FAO, 2011; Jiménez, 2009). Otros utilizan trampas (trampeo) para capturar insectos o
invertebrados dafiinos. Estas pueden contener dentro simplemente una sustancia pegajosa
que no se seque o un atrayente con o sin insecticida. Entre los atrayentes méas utilizados

estan los semioquimicos, que son sustancias quimicas naturales de comunicacion entre
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los organismos (ej. feromonas) y sus propiedades han resultado aprovechables para las

técnicas de trampeo (Jiménez, 2009).

El control autocida, o bien técnica del insecto estéril (TIE) fue el primer método de control
de plagas en valerse de la genética. La TIE requiere de criar enormes volumenes de
insectos de una especie elegida en una fabrica y esterilizar los machos con dosis de
radiaciones ionizantes. La accion de la radiacion dafia los cromosomas y tienen un efecto
letal sobre el esperma. Esta letalidad inhibe la embriogénesis y por lo tanto las hembras
no pueden dejar huevos fértiles. Esos machos estériles se liberan en zonas infestadas
donde interaccionan con las hembras silvestres. Si la poblacion de machos estériles supera
lo suficiente las poblaciones de machos silvestres, la poblacion silvestre pronto se vera

reducida (FAO, 1998).

Por ultimo, el control genético se refiere al uso de variedades vegetales modificadas
genéticamente a las cuales se les ha introducido en su genoma un gen (o varios genes) de
resistencia a plagas. El producto bioldgico del gen es capaz de sintetizar compuestos que
protegen a los cultivos, aumentan su rendimiento y se evita el uso de quimicos (Singh,

2014).

1.5. Estudio y analisis de extractos botanicos

1.5.1. Colecta y preparacion del material vegetal

Estudios cientificos indican que las fluctuaciones estacionales tienen impacto en la
disponibilidad de metabolitos que produce una planta (Soni, et a/ 2015). Algunos autores
recomiendan que la mejor época de colecta para obtener bioactivos es a finales de verano,
mientras que otros concluyen que es en primavera o en invierno (Gouvea, ef al 2012;
Rodriguez Leyes, et a/ 2010). Sin embargo, atin no se dispone de suficiente informacion
para determinar cuales son los mejores tiempos de cosecha. Realmente, no existen reglas
generales para la colecta de la mejor produccion de metabolitos secundarios especificos

(Soni, et al 2015).

Variables como la temperatura, la disponibilidad de agua, la altitud, la presion de la
herbivoria y la radiacion solar también pueden modificar la concentracion de biosintesis
de fitoquimicos (Prinsloo & Nogemane, 2018; Zidorn, 2010). E incluso se ha demostrado

que la composicion fitoquimica en extractos puede variar con las horas de colecta (Rueda,
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et al 2007). Dado estos aspectos es recomendable tratar de realizar una colecta dentro del
mismo sitio, ademas de ser cuidadosos de estar seleccionando el correcto estado
fisiologico y que las condiciones de colecta deberian ser, al menos en la mayoria de las

veces, constantes (Ramos, ef al 2004; Cabrera-Carrion, et al 2017; Valares Masa, 2011).

La preparacion preliminar de la muestra es un paso importante que se refiere a la remocion
de la estructura de donde se obtendran los compuestos, si llevaran proceso de secado o si
seran trituradas o molidas. De este paso también depende el nimero de compuestos
fotosensibles o termolabiles degradados. Aqui se define que parte en especial es la que se

desea analizar, si son las hojas, el fruto, la corteza o las flores (Hoda, 2019).

La muestra puede ser usada para la extraccion en fresco o puede llevar a cabo un proceso
de secado por medio de tres vias principales, secado al aire, secado con horno o secado
por congelamiento. Posteriormente, la muestra pasa a ser triturada, molida o pulverizada
con el fin de reducirla en particulas mas pequefias que ayudan a tener mayor contacto
superficial con el solvente para un mayor rendimiento de fitoquimicos (Hames, et al

2008).

1.5.2. Extraccion por maceracion

Para el aislamiento e identificacion de fitoquimicos de extractos crudos de plantas, un
paso crucial es la seleccion de un método de extraccion, cuyo proceso debe estar
rigurosamente coordinado. Al definir un método de extraccion se asegura el perfil de los
compuestos extraidos y que este sea reproducible (Mandal, et al 2015a; Mitra, 2004;

Pawliszyn, 2002).

La extraccion por maceracion es muy sencilla y barata porque solo se requiere de un
simple recipiente donde se ponen en contacto la muestra y el solvente. Sin embargo, este
método requiere de tiempos largos para que se lleve a cabo la extraccion (Tambun, et a/
2021). Los solventes mas comunes para este método de extraccion incluyen el metanol,
etanol, acetato de etilo y agua destilada. Aunque también es posible el uso de hexano,
cloroformo, butanol y propanol, solo teniendo en cuenta su toxicidad y el precio (Dean,

2010).

1.5.3. Polaridad de las moléculas de estudio para su aislamiento
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El solvente ideal disuelve la molécula deseada, dejando los otros constituyentes. La
polaridad es una propiedad que mide la intensidad de interaccion entre las moléculas de
un solvente y el soluto. En la extraccion de compuestos no polares se aplican solventes

no polares y viceversa (Dey, et al 2020).

1.5.3.1. Terpenos no polares

Se trata de terpenos lineales o ciclados sin ningln tipo de arreglo o decoracion. Estan
exclusivamente compuestos de hidrocarbonos y a eso se debe su apolaridad. Aquellos
terpenos no polares con un niimero de carbonos menor a 15 suelen ser volatiles (emitidos

a la atmosfera) ya que su polaridad es muy baja y son pequefios o de bajo peso molecular.

En general los terpenos no polares pueden ser extraidos con un solvente muy apolar como
lo es el n-hexano. Durante una cromatografia de columna con silica, los terpenos apolares
con mas carbonos usualmente eluirdn mas lento que los que tienen menos carbonos,
mientras que los terpenos ciclados eluirdn mas rapido que los terpenos lineales (Jiang, et

al 2016).

1.5.3.2. Terpenos moderadamente polares

Los terpenos pueden adquirir modificaciones que cambian su polaridad, como por
ejemplo la adicion de grupos funcionales (-OH, -CH3). En general, el nimero y tipo de
cambios que adapte una molécula aumentard o disminuira su polaridad. Una estrategia
para extraer terpenoides moderadamente polares es usando un método de particion con

solvente polar como el cloroformo (Jiang, ef al 2016).

1.5.3.3. Fenoles

Los compuestos fenolicos pertenecen a la gran familia de alcoholes y en efecto también
es miembro de la familia de aromaticos. Debido a esto ultimo, todos muestran una intensa
absorcion en la region UV del espectro (Rappoport, 2004). Por ende, los métodos
espectrales son muy importantes para la identificacion y cuantificacion de fenoles. El
grupo hidroxilo de los fenoles determina su caracter acido y el anillo bencénico su

caracter basico (Khoddami, ef al 2013).
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Estos pueden ser extraidos con mezclas de solventes orgdnicos polares bajo condiciones
ligeramente acidas y modular la fuerza de atraccion. Comunmente los solventes usados
para la extraccion de fenoles son etanol, metanol, acetona, éter etilico y acetato de etilo.
Cuando los fenoles son muy polares se pueden realizar mezclas con agua y el solvente

organico (Stalikas, 2007).

1.5.3.4. Alcaloides

Los alcaloides son compuestos basicos debido a que contienen nitrogeno. Dicho atomo,
acepta protones de &cidos y forman compuestos aditivos conocidos como sales. Los
acidos pueden ser organicos como el acido acético o el acido tartarico, o pueden ser acidos
inorganicos como el acido clorhidrico. La mayoria de los alcaloides son insolubles en
agua y moderadamente solubles en solventes organicos, como éter o cloroformo.
Mientras que sus sales tienen las caracteristicas de solubilidad opuesta (Yubin, et a/

2014).

Una mezcla que contiene alcaloides es tratada con acido acuoso y agitada con un solvente
organico adecuado, los otros compuestos de la mezcla pueden ser extraidos con la fase
organica mientras que los alcaloides se quedaran en la fase 4cida. La fase acida es extraida
y al alcalinizar los alcaloides son liberados en su forma terciaria, entonces pueden ser

extraidos con un solvente organico (Maldoni, 1991).

1.5.4. Deteccion fitoquimica cualitativa

El uso de la caracterizacion cualitativa o deteccion fitoquimica cualitativa proporciona la
ventaja de averiguar a grandes rasgos qué tipos de metabolitos contiene un extracto. Se
basa en utilizar métodos de reacciones bioquimicas con diferentes reactivos que
identifican diferentes tipos de moléculas (Mandal, 2015c). Los ensayos de deteccion
fitoquimica son sencillos, rapidos y baratos, y en general dan una idea de cudles
bioactivos constituyen la mezcla y asi poder aplicar algin método de analisis para lograr

aislar un grupo de compuestos o un compuesto en especifico (Thakur & Sidhu, 2013).

1.5.5. Técnicas de separacion
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El analisis de un extracto continta con la separacion de los constituyentes usando técnicas
cromatograficas, o bien, con extracciones liquido-liquido (particiones). El fin de usarlas
es obtener separaciones mas finas del extracto y asi facilitar el aislamiento de compuestos

especificos (Mandal, et al 2015b).

La particion de un extracto con solventes provee informacion acerca de la polaridad y de
la ionizacion de los metabolitos que estan dentro, influye en la eleccion de un método de
separacion cromatografico y principalmente ayuda a excluir las clases de compuestos a

las que no pertenecen los compuestos bioactivos objetivos (Chen, et al 2008).

A las separaciones obtenidas se les puede denominar particiones o fracciones, y se pueden
seguir separando segun sea necesario o pasan directo a su deteccion e identificacion por

medio de instrumentacion (Dean, 2010).

1.5.5.1. Cromatografia de columna (CC)

La CC se basa en el principio de adsorcion. Los componentes son diluidos con una fase
movil que pasa a través de una fase estacionaria empaquetada en una columna. Es muy
comun usar una fase estacionaria polar como la silica y alimina (Al>O3). Entonces, la
fase movil (liquida) comienza por ser apolar y posteriormente aumenta la polaridad
usando mezclas con solventes mas polares. Los compuestos que tenga mas afinidad a la
fase estacionaria eluiran mas lento y los que tengan menor afinidad eluirdn primero

(Coskun, 2016).

1.5.5.2. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La HPLC basicamente es una forma mejorada de la cromatografia de columna o liquida
(LC). Al contrario de utilizar una fase mévil que desciende por fuerza de la gravedad, la
fase movil en HPLC es forzada a avanzar con altas presiones producidas por una bomba
y el proceso de separacion es mas rapido. La técnica también se caracteriza por utilizar

tamafos de particulas pequeinas (3-5 um; Snyder, et al 2011).

Hay dos tipos de HPLC, HPLC de fase normal (NP) y HPLC de fase reversa (RP). La
NP-HPLC utiliza una fase estacionaria polar y la fase movil es apolar. Se le dice normal
porque estd basada en los principios de separacion de CC o LC usando una fase

estacionaria como la silica. Por el contrario, la RP-HPLC utiliza una fase estacionaria no
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polar y una fase moévil polar. Una fase estacionaria comun en RP es una silica modificada
que tiene cadenas de grupos alquil hidrofébicos unidos en su superficie, como C18. Por
lo que, las moléculas mas polares eluiran primero y las menos polares eluiran al final.
Esté técnica produce resultados de separacion de alta resolucion y los compuestos eluidos
pueden ser detectados continuamente por un detector acoplado al sistema (Snyder, et a/

2011).

1.5.5.3. Cromatografia en capa fina (TLC)

Es un tipo de cromatografia que separa los componentes de una muestra en una fase
estacionaria fina plasmada en una placa con el movimiento de una fase movil liquida que
asciende por capilaridad. La separacion de los componentes depende sobre la
competencia entre la adsorcion del soluto con la fase estacionaria y la desorcion por el
disolvente. La fase estacionaria mas utilizada es la silica y el grado de separacion

dependera del area superficie del adsorbente disponible (Touchstone, 1992).

Puede hacerse uso de TLC y también de HPTLC, para identificar un compuesto en el
extracto, si aquel esta disponible como estandar. Si los compuestos presentan Tf (tiempos
de retencion en HPLC) o Rf (factores de retencion de TLC) diferentes, entonces no
pueden ser el mismo compuesto. Para asegurar cierto grado de certeza se pueden inyectar
o aplicar juntos. Mediante el uso de TLC o HPTLC se puede caracterizar un compuesto
desconocido dentro de una mezcla contra un compuesto estandar sin requerir aislamiento

preparativo (Ebere, ef al 2019).

1.5.5.4. Cromatografia de gases (GC)

En esta técnica, la separacion de componentes en una mezcla se basa en la particion entre
una fase movil gaseosa y una fase estacionaria liquida o s6lida. Mientras menos soluble
sea el analito en la fase estacionaria mas pronto saldrd de la columna y viceversa. La
muestra primero se vaporiza y después se inyecta a la columna que tiene un flujo de fase
movil de gas inerte. Cuando la fase estacionaria es solida es muy comun utilizar carbon,
silice o alimina. Si la fase estacionaria es liquida, la columna es revestida de un sélido

(silica o vidrio) y con un liquido inmovilizado (Akash & Rehman, 2020).
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El agua, las sales organicas e inorganicas, las sustancias termolabiles o de alto peso
molecular (proteinas, sacaridos, glucosidos, ceras, etc.) y compuestos muy polares
(azacares, polifenoles, aminoacidos, etc.) no son aptos para el analisis por GC vy, si
eventualmente resultan ser ingresados al equipo, afectan su resolucion, sensibilidad e

imposibilitan la identificacion de analitos (Stashenko & Martinez, 2011).

1.5.6. Técnicas analiticas instrumentales

1.5.6.1 Detector ultravioleta-visible (UV-Vis)

El detector de luz UV-Vis se encuentra unido al sistema de HPLC, el cual mide los
analitos después de su separacion en la columna. Cuando los compuestos eluyen de la
columna, éstos interaccionan con el detector, el cual muestra un espectro de absorciéon en
la region ultravioleta o visible. Estos detectores generalmente solo miden un par de

longitudes de onda especificas seleccionadas por el usuario (Reschiglian, et al 2001).

Como fuente de luz UV se usa una lampara de deuterio y para la region visible se usa una
lampara de tungsteno. La estructura interna de un detector sigue por una rajadura de
entrada por donde entra la luz UV-Vis, seguido de una lente, un prisma, una rajadura de
salida, una celda de flujo y el detector para las medidas de absorcion. La luz de las
lamparas es pasada por el prisma y dispersada de acuerdo con la longitud de onda. El
angulo del prisma es ajustado en la longitud de onda especifica, para que la luz de esta

onda pueda brillar (Clark, ef al 1993).

Los compuestos eluidos de la columna entran a la celda de flujo donde los electrones
unidos y no unidos de dichos compuestos pueden absorber la energia de la luz ultravioleta
o visible. Los datos finales son mostrados con un software computacional en un
cromatograma. El niimero de picos presentes indica cuantos compuestos estdn en la
muestra y el eje de las x muestra los tiempos que se toman los analitos en pasar por la
columna y eventualmente por el detector. Ademas, el eje y muestra el area del pico y
también refiere a la cantidad o concentracion del analito presente (Passos & Saraiva,

2019).

1.5.6.2. Detector de arreglo de fotodiodos (PAD) o de diodos (DAD)
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El detector DAD o PAD, es realmente un detector de UV-Vis que tiene un arreglo de
numerosos fotodiodos. Mientras el detector de UV-Vis puede detectar un par de
longitudes de onda a un rango de tiempo determinado (pj. 220 y 274 nm), el detector
DAD puede medir todo un rango de longitud de onda (pj. 190-800 nm) en tiempo real, lo
cual confiere mas ventajas, entre estas, permite comparar perfiles espectrales para
discernir entre dos analitos, presencia de impurezas y saber que longitudes de onda puede
absorber el analito. Aunque DAD es dos veces mas caro que UV-Vis (Lobinski &

Marczenko, 1992; George & Maute, 1982).

1.5.6.3. Detector de ionizacion de flama (FID)

El detector de ionizacion de flama se basa en la deteccion de iones formados durante la
combustion en una flama de los compuestos organicos, la cual se forma de hidrégeno y
aire (oxigeno). Es una técnica de deteccion y cuantificacion adecuada para CG. Para
detectar estos iones se utilizan dos electrodos que proveen una diferencia de potencial. El
electrodo positivo funciona como el cabezal de la boquilla donde se produce la flama,
mientras que el electrodo negativo estd posicionado encima de la flama (Huang & Yu,

1990; Zimmermann, et al 2002).

Cuando un compuesto orgéanico es mezclado dentro de la flama de hidrogeno se generan
iones de carbono y una corriente es producida entre los electrodos proporcionalmente a
la cantidad de compuestos organicos presentes. La corriente es medida por un
electrometro que amplifica la tension. Los datos finales son mostrados con un programa
de software en un cromatograma. El niimero de picos presentes pueden indicar cuantos
compuestos estan en la muestra. El eje de las x del cromatograma muestra los tiempos
que se toman los analitos en pasar por la columna y eventualmente por el detector. El eje
vy muestra el area del pico y también refiere a la cantidad o concentracion del analito

presente (Holm, 1999).

1.5.6.4. Espectrometria de masas (MS)

La MS es una técnica que analiza los compuestos para determinar la masa de sus atomos
o de sus moléculas. A través de la fragmentacion de iones, también se proporciona
informacion estructural. Cualquier espectrometro de masas moderno tiene tres

componentes principales, una fuente ionizadora, un analizador de masas y un detector.
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La fuente de iones es usada para producir iones, el analizador separa los iones en base a

su carga-masa (m/z) y el detector cuenta los iones para cada relacion m/z (De Hoffmann,

2000).

La ionizacion por electrospray (ESI) es una técnica muy utilizada para producir iones. Se
libera un aerosol muy fino producido con un alto voltaje y cada gota producida va
disminuyendo su volumen por la evaporacion continua del gas (pj. nitrogeno) hasta llegar
a la ionizacion (explosion Coulombica). El proceso inicia cuando los iones entran al
analizador por una diferencia de potencial o presion (Cooks, ef al 2006). Otra fuente de
ionizacion es por impacto electronico, o ionizacion por bombardeo. El principio es
producir electrones que son acelerados hacia la muestra vaporizada y estos interactian
con los atomos o moléculas. Unos electrones lograran producir un ion molecular, pero
otros se unirdn para producir fragmentos. Por lo tanto, los cortes en otras posiciones

dentro de la molécula provocaran mas iones (Dass, 2007).

Un tipo de analizador de masas es el cuadrupolo, que consiste en cuatro barras de metal
alineadas paralelamente. Las barras opuestas estan conectadas y se les aplica un voltaje
para crear un campo cuadrupolar por donde iones de cierta masa pueden pasar (Steinmann
& Ganzera, 2011). Un cuadrupolo triple en secuencia puede funcionar como un filtro de
masas. El primer cuadrupolo funciona como un filtro escaneador de cierto rango de masa,
mientras que el segundo cuadrupolo funciona como una celda de colision. En la celda de
colision ocurre la fragmentacion con ayuda de un gas colisionador y energia. Entonces

los iones pasan al analizador del tercer cuadrupolo (Perchalski, et a/ 1982).

Un analizador de masas muy popular es el tiempo de vuelo (TOF), y es quizas, es el mas
simple de todos. El principio esencial es que una poblacion de iones que se mueve en la
misma direccion y que tiene una distribucion de masas, pero una energia cinética
constante, tendrda una distribuciéon correspondiente de velocidades inversamente
proporcionales a la raiz cuadrada de la m/z. Por lo tanto, los tiempos de llegada de los
iones a un plano objetivo seran distribuidos de acuerdo con sus relaciones m/z. Tiene una
region de aceleracion donde los iones vuelan libremente y con un detector de parada en
el extremo. Se mide el tiempo que los iones necesitan para viajar una cierta distancia y
entonces se calcula su masa. Los pardmetros cruciales son la posicion de la fuente de
iones, la longitud del tubo de vuelo y el reflectron. Puede ser acoplado al cuadrupolo

(QTOF-MS) o a una trampa de iones (IT-TOF-MS; Hékansson, 1999).
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Las trampas de iones son ideales para cuando el analito sufre multiples fragmentaciones
(MS n). Los iones son capturados dentro del analizador de masas y se aplican campos
eléctricos a electrodos arreglados en forma de anillos o hiperbolicos. Las principales
configuraciones son la trampa de iones en 2D (trampa de iones linear), en 3D (trampa de
iones de Paul), la de Orbitrap (trampa electrostatica) y la basada en campo magnético

(resonancia de ciclotron idnico; Zubarev & Makarov, 2013; Cali, et al 2018).

Los detectores de espectrometria de masas registran la corriente o la carga producida por
los iones. Los detectores de instrumentacion moderna utilizan la tecnologia de placas de
microcanales (MCP). Estan son placas delgadas perforadas con diminutos tineles que
miden de 6-10 um de didmetro. Ante la presencia de un campo eléctrico, estos
microcanales funcionan como multiplicadores de electrones cuando es golpeado por un
ion o un foton. Entonces la cascada de electrones sale por el extremo opuesto del canal y
la corriente resultante es medida por un anodo. Después de la deteccion de la sefial la
placa tiene que ser recargada antes de que detecte otra. Muchos instrumentos no usan solo

una, sino dos o tres MCP (Timothy, 2013).

1.5.6.5. Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

La espectroscopia de infrarrojo (IR) estudia la interaccion de la luz infrarroja con la
materia. Con un espectro de infrarrojo es posible saber que compuestos estan presentes
en la muestra y en que concentraciones. Un tipo especifico de espectrometro de IR es la
espectroscopia de infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR), en donde una onda de
interferencia interactiia con la muestra. La estructura interna consiste en la fuente de luz,
un espejo colimador, un divisor de haz, un espejo movil, un espejo fijo y el detector (Faix,

1992).

La onda de interferencia es producida en un interferometro, una computadora controla el
interferometro, para colectar y almacenar los datos, y entonces poder realizar la
transformacion de Fourier. Un haz de luz colimado de la fuente de IR es dirigido al
interferometro donde es dividida por un divisor de haz. Una mitad del haz es reflejado en
un espejo fijo y la otra mitad de un espejo movil. Los dos haces de luz regresan de los
espejos y se recombinan resultando un haz de luz reconstruido que Opticamente es una
onda de interferencia. El haz de luz de interferencia pasa a través de la muestra y es

modificada por la interaccion. Se calcula la absorbancia y se obtiene el espectro de
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infrarrojo. Por convencion en el eje de la x se grafica el numero de onda (cm-1) y en el

eje y el % de transmitancia (%T; Smith, 2011; Dutta, 2017).

1.5.6.6. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (NMR)

NMR es la técnica instrumental que ayuda a estudiar las estructuras moleculares de los
compuestos utilizando campos magnéticos y frecuencias electromagnéticas generadas por
imanes superconductores. Los datos espectrales de NMR proporcionan una gran cantidad
de informacion estructural de un compuesto de interés. Esta es capaz de discernir
diferencias estructurales entre compuestos de pesos moleculares iguales o incluso misma

férmula molecular (Hore, 2015).

La muestra es introducida dentro del tubo de NMR y se posiciona en la sonda de NMR.
Entonces la muestra es localizada en la posicion del campo mas fuerte y la homogeneidad
mas alta. La NMR consiste en bobinas que son usadas para excitar la muestra y registra
las respuestas de sefial en radiofrecuencia. La base de la NMR es que los nucleos se
comportan como imanes microscopicos en el campo magnético. Estos giran alrededor del
campo magnético principal, movimiento llamado precesion. La frecuencia de la precesion
es proporcional a la fuerza del campo magnético. Los ntcleos excitados pueden ser
medidos por una corriente eléctrica que es inducida en la bobina y resulta un espectro de

frecuencia con una sefial para cada nucleo diferente (Bovey, et al 1988).

C-NMR es para identificar los tipos de carbono que tiene la estructura del compuesto y
H-NMR se utiliza para averiguar los hidrogenos que estan presentes en el compuesto y
como estan conectados. Pese a que es una técnica que provee informacion estructural,
esta carece de sensibilidad y hay pocas bases de datos que provean datos de NMR

(Hatzakis, 2018).

1.5.7. Técnicas hifenadas

Las técnicas hifenadas o técnicas hibridas es la combinacion o acoplamiento de diferentes
técnicas analiticas. Principalmente cuando las técnicas de separacion son fusionadas con
técnicas espectroscopicas. Tales técnicas tienen relevante importancia en la
desreplicacion porque muestran un mejor analisis de los componentes de las muestras,

como son especificidad, exactitud y precision (Nikoli¢, 2017).
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La desreplicacion es un proceso clave para la identificacion de compuestos bioactivos
responsables de la actividad de un extracto prioritario con el fin de concluir con éxito su
extraccion de manera eficiente. En general, una desreplicacion involucra una separacion
por método cromatografico, identificacion por un método espectroscopico o instrumental

y bioensayos para la evaluacion de su actividad bioldgica (Hubert, et al 2017).

Las técnicas hifenadas mas comunes es el acoplamiento de GC con FID o MS, la cual
tiene uso limitado, prioritariamente compuestos volatiles y no polares (Beale, et al 2018)
y la combinacion de detectores UV/Vis, DAD o MS a la separacion por HPLC (Cong-
Cong, et al 2017). Adicionalmente, se distingue que la técnica hifenada de HPLC-DAD-
MS-NMR permite la separacion y determinacion estructural de fitoquimicos a partir de

un extracto vegetal (Nagajyothi, et al 2017; Drabik, et al 2019).

1.5.8. Estrategias para la busqueda de compuestos

Se conocen tres estrategias comunes para el hallazgo de nuevos compuestos con
propiedades bioactivas. La primera es la técnica tradicional, en donde el proceso de
descubrimiento de los bioactivos carece de desreplicacion, ya que la determinacion de la
actividad biologica se realiza hasta el aislamiento final de los compuestos y no hay una

optimizacion de recursos ni del proceso (Mandal, et al 2015d).

La segunda estrategia, es el aislamiento de bioactivos guiado por bioensayos, la cual
utiliza procedimientos mas racionales y objetivos, y las actividades biologicas son
evaluadas en todos los extractos (fracciones) generados para encontrar compuestos con
actividad deseable (Hits). Los extractos con Hits pueden pasar a ser post-fraccionados
con el uso de diferentes técnicas de separacion. Por cada extracto que contenga los Hits,
se recomienda resguardar la mitad y la otra mitad fraccionar en 12 partes. A este proceso

también se le denomina biblioteca de extractos (Mandal, et a/ 2015d).

Entre las ventajas de un fraccionamiento de extractos estdn que las mezclas se vuelven
mas simples, hay excelente separacion para moléculas muy polares y no polares, y que
las probabilidades de descubrir un nuevo bioactivo aumentan. La desventaja es que, asi
como se aumenta el nimero de muestras, también aumenta el costo (Atanasov, et al

2021).
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No obstante, el efecto de competencia y sinergia de los constituyentes presentes en los
extractos y fracciones suelen dar falsos positivos y negativos, lo que pone en peligro la
mision de descubrir los verdaderos compuestos responsables. Si se descubre un
compuesto previamente identificado, se puede conseguir purificado y entonces se realizan

los bioensayos.

La desreplicacion basada en la estructura es la tercera estrategia. Estd mas enfocado
utilizar un alto grado de técnicas analiticas y de elucidacion. Ademads, el trabajo
metodologico se basa del aislamiento guiado por bioensayos, ya que generalmente, se
generan postextracciones del extracto primario seguido de la medicion de sus
bioactividades. Subsecuentemente se prosigue al aislamiento y caracterizacion de la

estructura mediante técnicas hifenadas (Li & Lou, 2018b).

1.5.9. Estrategias de identificacion

Para una identificacion de compuestos volatiles por GC se recomienda que los indices de
retencion sean idénticos (£0.2) usando al menos tres fases estacionarias con diferentes
selectividades o si se utiliza una sola columna la dependencia del indice de retencion
sobre la temperatura tiene que ser idéntica a no menos de cinco temperaturas diferentes.

Ademas de acoplar una identificacion por MS o FID (Mandal, ef al 2015b).

La identificacién puede realizarse sin compuestos referencia si la informacion de la
literatura es confiable. Cuando se usa una sola fase estacionaria, para incrementar la
certeza, se recomienda utilizar un detector de ionizacion de flama (FID) con dos
identificaciones por MS, y cuando son dos fases estacionarias se sugiere usar FID y MS

(Aparicio-Ruiz, et al 2018).

Para una identificacion de compuestos no voldtiles hay tres posibles vias de
identificacion. La primera es adecuada para compuestos conocidos que tienen muestras
referencia, la segunda es acoplada para compuestos conocidos pero que no tienen
muestras referencia y la tercera via esta disefiada para cuando los compuestos son

desconocidos (Mandal, et al 2015b).

Para la primera via es posible utilizar TLC, donde el extracto y las sustancias referencias
se aplican en la misma placa bajo un solo sistema de eluyente y los factores de restriccion

homologo (hRf) son calculados a partir de densitometria. Si los Rf son idénticos o al
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menos con una diferencia de +3, con la sustancia referencia pueden ser considerados

idénticos.

Para validar la técnica se recomienda el uso de tres fases moviles de diferente selectividad.
Ademas, para una satisfactoria identificacion de compuestos conocidos se debe realizar
una identificacion in situ espectroscopica con UV-Vis. Cada minimo o méximo del
espectro de UV-Vis debe ser idéntico y la relacion minima y maxima de absorbancia local
también debe ser idéntica. Otra opcion de separacion es usar HPLC en fase reversa (RP),

generalmente se recomiendan tres composiciones de fase movil (Mitema, et al 2020).

La ventaja de utilizar en fase normal TLC es que permite combinar un gran numero de
solventes para las separaciones, mientras que la desventaja es el poder de separacion y su
poca sensibilidad cuando la concentracion de un compuesto de interés no es suficiente
para detectarlo. Por el contrario, la técnica de HPLC-RP tiene mayor poder de separacion,
pero los solventes que se pueden utilizar son pocos. Por lo tanto, en la practica es
recomendable utilizar la combinacion de ambos métodos y por supuesto la identificacion

con UV-Vis (Potterat, et a/ 2007).

En la segunda via, cuando los compuestos son conocidos, pero no se cuenta con las
sustancias estandar, es muy frecuente que se recurra a técnicas combinadas, como HPLC
acoplada a detector de matriz de diodo (DAD) y espectrometria de masas (MS) o HPLC—
DAD-MS-MS para una identificacion y elucidacion estructural. En adicion, se ha
intentado acoplar NMR que ofrece mayor complementacion. Muchos casos, utilizan dos
técnicas de separacion y dos técnicas de identificacion (McLafferty, 1981; Palafox-

Carlos, et al 2012).

En la tercera via, para la identificacion de compuestos con estructuras desconocidas, el
trabajo analitico puede resultar complejo. Usualmente, se basa en los procedimientos
guiados por la bioactividad. Para el monitoreo de extractos crudos o purificados son
necesarias las técnicas hifenadas a HPLC que permitan una huella precisa de los
metabolitos desconocidos. HPLC-DAD-MS-NMR es por excelencia la técnica hibrida
que permite una identificacion estructural eficiente (Marco-Urrea, ef al 2010; Seger, et al

2013).

1.5.10. Etapas de la elucidacion estructural
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La elucidaciéon estructural avanza a través de cuatro etapas. En la primera etapa se
reconocen las principales clases de compuestos naturales que pertenecen. En esta etapa
se identifican las constantes fisicas, la formula general y los grupos funcionales. La
segunda etapa consiste en la simplificacion estructural para identificar el esqueleto de
carbono subyacente, en la cual hay una remocién selectiva de grupos funcionales y

diseccionar el esqueleto de carbono en sus partes identificables (Kwan & Huang, 2008).

La tercera etapa se refiere a la determinacion de la posicion y la estereoquimica relativa
de los grupos funcionales. Ademas, también aqui se revelan las interacciones entre dichos
grupos funcionales. Y la cuarta o ultima etapa involucra el establecimiento de la absoluta

estereoquimica de la molécula y si hay formas enantioméricas (Kind & Fiehn, 2010).

Durante el proceso de las cuatro etapas de elucidacion estructural se van recopilando la
identidad que caracteriza a un compuesto. En esencia, se clasifican en cuatro criterios, los
criterios fisicos (puntos de fusion o ebullicion, rotacién Optica, indice de refraccion),
criterios analiticos (composicion elemental, espectros de MS, masa molecular relativa),
criterios cromatograficos (Rf o hRf en TLC, o Tr o pico en GC o HPLC con diversos
sistemas) y criterios espectroscopicos (espectros de NMR, de absorcion de IR y UV-Vis;

Strife, et al 1997).
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CAPITULO 11

2. Antecedentes

2.1. Métodos de control para Anastrepha ludens

Anastrepha ludens es controlada con la Campafia Nacional contra Moscas de la Fruta
(CNCMF) puesta en marcha en 1992 con el objetivo de suprimir sus poblaciones y
conservar zonas libres y zonas de baja prevalencia del insecto. La CNCMF esta regida
por los principios de manejo integrado de plagas, bajo la operacion de la SENASICA
(2020). Las principales acciones de la CNCMF son el trampeo, muestreo de frutos, uso

de control bioldgico, mecéanico, quimico y autocida.

Las actividades de trampeo permiten determinar la presencia de especimenes adultos y
obtener caracteristicas de sus poblaciones, asi como saber qué especies estan presentes o
ausentes en campo para entonces delimitar zonas infestadas. Este método proporciona las
bases para poder utilizar de manera inteligente las otras estrategias de control. Se utilizan
trampas Multilure o McPhail que contienen un cebo liquido formado de proteina
hidrolizada con bérax. La ejecucion del trampeo se realiza en periodos establecidos y las

trampas se revisan cada 7 dias (SENASICA 2017a).

El programa de trampeo siempre va acompafiado de las actividades de muestreo de frutos.
Realizar un muestreo de frutos complementa el trabajo del trampeo, ya que ademés de
detectar larvas de la mosca en la fruta, permite conocer acerca de sus habitos alimenticios
y datos sobre la fenologia del hospedante. Dentro del muestreo se deben considerar todos
los frutos que hay en una zona de trabajo, se realiza todo el afio y bajo cualquier condicién
ecologica. Los frutos son llevados al laboratorio donde se les realizan disecciones y son

observados bajo microscopio (SENASICA 2017a).

El control mecanico es un método sencillo y de bajo costo, que al realizarse de manera
correcta puede reducir hasta el 60% de las poblaciones de moscas. Su principal objetivo
es eliminar los sustratos de supervivencia de larvas y de huevos de moscas de la fruta. Se
recolectan frutos infectados para proceder a su destruccion. Los frutos son introducidos
al suelo a profundidades mayores a 50 cm, se agrega una capa de cal y se aplica la capa

de tierra (SENASICA, 2017b).
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El control bioldgico y autocida (TIE) surge en 1993 cuando el SENASICA establece en
Metapa de Dominguez, Chiapas una planta de produccion de parasitoides y moscas

estériles, con la finalidad de implementar métodos mas selectivos y ecologicos para la

erradicacion de la plaga (SENASICA, 2017d).

El control biolégico se enfoca en un Control Biologico por Aumento (CBA), el cual
significa la crianza de un gran nimero de enemigos naturales y su posterior liberacion en
periodos criticos. En particular, se hacen liberaciones masivas de la avispa parasitoide
Diachasmimorpha longicaudata, l1a cual ha demostrado su alta eficiencia en la reduccion
de poblaciones silvestres de 4. ludens. Para la aplicacion exitosa de CBA los parasitoides
deben ser individuos altamente competitivos a costos razonables y que los materiales de

empaque y liberacion garanticen su integridad y desempefio 6ptimo (SENASICA, 2017¢).

Sin embargo, D. longicaudata es un parasitoide exotico de origen asiatico que fue
introducido sin previos estudios de impacto ecologico. Se ha afirmado que es un
parasitoide altamente competitivo en comparacidon con parasitoides nativos de México.
Tiene la mejores tasas de parasitismo y ejerce una supresion en las tasas de parasitismo
de avispas nativas. Por lo que se sugiere que su aumentativa liberacion podria generar la
eliminacion de parasitoides nativos (Paranhos, et al 2013). Se demostré que Utetes
anastrephae fue la menos afectado por la presencia competitiva de D. longicaudata, por
lo que se recomienda que se complemente al trabajo de crianza y liberacion de

parasitoides para el control bioldgico en México (Murillo, ef al 2019).

El control autocida o TIE consiste en la crianza, esterilizacion y liberacion masiva de
machos de A. ludens. Estos machos estériles entran en competencia con los machos
silvestres por aparearse con las hembras llegdndose a producir copulas estériles. Si los
apareamientos estériles superan a los fértiles la poblacion de moscas fértiles disminuira

generacion tras generacion (SENASICA, 2017d).

Por ultimo, la CNCMF hace uso del control quimico, cuya finalidad es la supresion de la
plaga en estado adulto. Las actividades de este método consisten en la aplicacion de cebos
por via aérea y via terrestre. Los cebos consisten en una mezcla acuosa de proteina
hidrolizada, como atrayente e insecticida. Los insecticidas empleados son el malatién y
el spinosad. En las aspersiones terrestres y areas alejados de asentamientos humanos se

podra usar malation y para aspersiones aéreas urbanas y de asentamientos se podra utilizar
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spinosad. Ademas, en esta estrategia se abarca el uso de estaciones de cebo con el objetivo
de atraer y matar a las moscas de la fruta. Se utilizan contenedores a los cuales se les

deposita agua, proteina hidrolizada y malation (SENASICA, 2017e¢).

2.1.1. Malation

El malation [dietil-2-dimetoxifosfinotioilsulfanilbutanodioato] es wun insecticida
organofosforado no sistémico con actividad por contacto, ingestion e inhalacion. Efectivo
contra una amplia gama de insectos (incluida entomofauna benéfica) que penetra de
forma inmediata por el exoesqueleto e internamente actiia sobre el sistema nervioso
central (SNC) causando la inhibicion de la acetilcolinesterasa. Esto provoca paralisis de
los insectos y su posterior colapso (SIFATEC, 2021; ANAJALSA, 2021; Hellmich,
1992).

Los humanos se exponen al malation cuando realizan su aplicacion a los cultivos y por
medio del consumo de alimento contaminado. Segin Jensen & Watling (2010) el
malation posee baja toxicidad sobre mamiferos debido a la presencia de enzimas
detoxificantes (carboxiesterasas y glutation S-transferasas), que rapidamente lo
metabolizan. Aunque, se demostr6 en ratas Wistar que la toxicidad del malation
incrementa hasta 80 veces por la presencia de derivados (malaoxon e isomalation) e
impurezas (trimetil fosforotioatos) ocasionados durante la fabricacion y almacenamiento
(Aldridge, et al 1979). Badr (2020) en su revision recopila que el malation en mamiferos
afecta el SNC causando alteraciones sensoriales y neuroconductuales irreversibles; dafia
el DNA, facilita la apoptosis celular y afecta la funcionalidad del higado, rifiones,

testiculos, ovarios, pancreas y pulmones.

Estudios indican que el malation es toxico en animales acudticos y en aves. Se examino
en un trabajo la toxicidad del malatioén en el pez Colisa fasciatus de aguas dulces y los
resultados mostraron que posee alta toxicidad a bajas concentraciones (LD90 4.64 mg/L
en 2 dias) y conforme estas aumentan se incrementa la letalidad (Singh, 2004). La
exposicion de malation por ingestion a codornices (Cotrunix Cotrunix Japonica) tuvo
efectos letales a las 24 h (163.6 mg/kg), mostrandose aberraciones cromosdémicas en

globulos rojos inmaduros de la médula 6sea (Khosrow, et al 2019).
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Ademés, el uso indiscriminado de malation ha generado la contaminacion de diferentes
cuerpos de agua y se sostiene que tiene resistencia a la biodegradacion. Un estudio
realizado en superficies de agua del area de Ciénega en Jalisco demostrd la persistencia
de malation y que sus concentraciones (311.76-863.49 ppb) excedian los limites
permitidos por la Enviromental Protection Agency (EPA; Silva-Madera, 2021). Por otro
lado, un experimento determind que se puede lograr una degradacion casi completa del

malation utilizando persulfalto activado con UV y Fe** a pH 3 (Vasseghian, et a/ 2020).

Ante las evidencias que citan al malation, la EPA de EUA impuso reglas estrictas para su
uso (ATSDR, 2016), mientras que el Ministerio de Salud de Argentina prohibié su
importacion, comercializacion y uso para el control de enfermedades humanas (ANMAT,
2018). Sin embargo, la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) inform6 en 2015
que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) no apoya la prohibiciéon de malatioén y
que su Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC) lo clasificd

como “probablemente cancerigeno para el ser humano” (OPS, 2015).

En México, el malation es indicado para su uso en el Catalogo Oficial de Plaguicidas
2004 de la CICOPLAFEST (Comision Intersecretarial para el Control del Proceso y Uso
de Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias Toxicas) y cuenta con registrd y autorizacion
ante la COFEPRIS (Comision Federal para la Prevencion de Riesgos Sanitarios), SADR
y SEMARNAT (COFEPRIS, 2020). En adicion aparece como producto recomendado por
la CENAPRECE (2018; Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de

Enfermedades) para el combate de insectos vectores de enfermedades.

2.1.2. Bioinsecticidas basados en extractos botanicos

Una forma alternativa al uso de malation en el control quimico de 4. ludens son los
insecticidas botanicos y compuestos de origen natural. La plantas producen una gran
variedad de compuestos quimicos, entre ellos metabolitos secundarios que no tienen una
funcion dentro de los procesos fisioldgicos primarios pero que son importantes en las
relaciones entre plantas, con otros organismos (bacterias, hongos, parasitos, invertebrados

y vertebrados) y con el ambiente (Grdisa & Gr3si¢, 2013).
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Los insecticidas botanicos ofrecen varias ventajas con respecto a los plaguicidas
quimicos. Pueden ser tan efectivos contra las plagas como los insecticidas sintéticos o
incluso superiores. Poseen riesgos minimos para muchos organismos, como los
mamiferos (incluido el humano) y las aves. Debido a su origen natural, su persistencia en
el ambiente es muy baja, son moléculas biodegradables, cominmente se descomponen
por accion de la radiacion solar (fotosensibles) o por accion de microorganismos, por lo
tanto, tienen bajo impacto sobre los recursos naturales (agua, suelo, aire). Otra
caracteristica relevante de los insecticidas botanicos es su modo de accidon, son muy
inespecificos a comparacion de los plaguicidas quimicos que atacan un solo objetivo

(Isman, 2006).

Los estudios muestran que la aparicion de resistencia en un insecto es mas retardada o
incluso no se desarrolla cuando se controla con extractos de plantas que con los
compuestos activos purificados en virtud de la gran diversidad de fitoquimicos que
pueden albergar (Siegwart, 2015). En dos lineas de afidos de Myzus persicae se estudid
por 40 generaciones la aparicion de resistencia. Una linea fue tratada con el aceite de
neem puro y la otra generacion con solo el compuesto activo purificado, la azadiractina.
Se encontro que la linea tratada con azadiractina desarrollo 9 veces mas resistencia que
el grupo de afidos no tratados mientras que la linea tratada con el aceite de neem puro

tampoco desarrollo resistencia (Feng & Isman, 1995).

Paises como Australia, China y EUA, han aprobado el uso de algunos bioinsecticidas para
una agricultura mas sostenible, entre los mas vendidos actualmente estan los extractos de
piretrinas (Pyrethrum), extracto de neem, aceites esenciales y extracto de quenapodio.
Aunque la produccion de insecticidas botdnicos es una tarea dificil por tres aspectos: (1)
obtener gran cantidad de biomasa de la fuente vegetal, (2) estandarizacion de los
principios activos del extracto y (3) su aprobacion regulatoria. Pero a pesar de esto, los
beneficios son mas seguros y tendrian un gran rol dentro de los agroecosistemas (Isman,

2020).

En México se evaluan cada vez mas extractos de especies vegetales con el propdsito de
aislar compuestos naturales de plantas nativas que tengan actividad insecticida (Celis et
al 2009; Granados-Echegoyen, 2015; Valdés-Estrada et al 2016; Leyva, et al 2017) y
Boulogne et al (2012) senalaron que los tres principales compuestos mas reportados en

cuanto a actividad contra insectos son los alcaloides, compuestos fendlicos y terpenoides.
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El extracto de éter de petroleo de la semilla de Argemone mexicana mostr6d actividad
larvicida en el segundo estadio de 4. aegypti y produjo esterilidad al 100% en los huevos
de la primera generacion (Sakthivadivel & Thilagavathy, 2003). Mientras que los
extractos metandlicos de las semillas causaron 86.6% de mortalidad en el cuarto estadio
del mosquito Culex quinquefasciatus (Jemberie, et al 2017). Por otro lado, Vasquez-
Morales et al (2015) demostraron que los extractos etandlicos de sarcotesta de Magnolia
schiedeana tuvieron una efectividad insecticida del 64% en adultos de A. ludens. Del
mismo modo, demostraron que los extractos etandlicos de sarcotesta de M. vovidesii
tuvieron una actividad insecticida sobre adultos de A. obliqua del 92% (Vasquez-Morales

et al, In press).

Anteriormente, Flores-Estévez et al (2013) reportaron que el extracto etandlico de
sarcotesta de M. dealbata (actualmente M. vovidesii) tuvo actividad insecticida contra
adultos de 4. ludens en un 96% y que los extractos etandlicos de la semilla de 4.
ochroleuca tuvieron una efectividad insecticida del 88% en A. ludens (datos no

publicados).

En este trabajo de revision de literatura se plantea la siguiente pregunta: ;Qué compuestos
aislados de Magnolia spp y Argemone spp pueden estar implicados en la actividad
insecticida contra 4. ludens? Para responder a esta pregunta, se realizo una investigacion
bibliografica de compuestos aislados de semillas y de sarcotesta de especies de Argemone
y Magnolia, respectivamente. Posteriormente se realizé una seleccion de compuestos
candidatos para su evaluacion experimental en la mosca mexicana de la fruta 4. ludens.
Asimismo, se investigaron las rutas de biosintesis y posibles modos de accion. Finalmente
se propuso un protocolo de investigacion para la evaluacion de compuestos candidatos en

la plaga y andlisis de los extractos botanicos.

2.2. Justificacion

La mosca mexicana de la fruta 4. ludens representa una plaga de alta importancia
econdmica dentro del sector fruticola de México y debido a que se sigue autorizando el
uso de malation para su control, un insecticida de amplio espectro y que genera efectos
secundarios en organismos no objetivos, es una necesidad prioritaria buscar alternativas

mas seguras y sostenibles para su manejo integrado.
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Por ello, la exploracion de la vegetacion nativa de México, como especies del género
Argemone y Magnolia, brinda oportunidades para la bioprospeccion de bioinsecticidas
basados en extractos botanicos y/o compuestos naturales que pueden controlar a la mosca

mexicana de la fruta y reemplazar el uso de insecticidas sintéticos.

En el caso particular de M. vovidesii, al aprovechar su sarcotesta como fuente de
bioactivos, permitird obtener semillas libres para la propagacion de la especie. Y por el
lado de A. ochroleuca, su alta produccion de semillas permitira la elaboracion de

bioinsecticida y también resguardar suficiente para su cultivo.

Por lo tanto, un estudio bibliografico a profundidad acerca de los compuestos aislados de
semillas de Argemone spp y de sarcotesta de Magnolia spp, contribuira a proponer
aquellos con mayor potencial insecticida en la mosca mexicana de la fruta 4. ludens. Asi
también permitira un acercamiento hacia los metabolitos que puede albergar una semilla

de Argemone y una sarcotesta de Magnolia para un futuro estudio de fitoquimicos.

2.3. Hipotesis

Si se ha reportado una amplia diversidad de compuestos aislados de las semillas de

Argemone y de frutos y semillas de Magnolia. Entonces,

Hi los principales compuestos implicados en la actividad insecticida pertenecen a

grupos del metabolismo secundario, como los terpenos, fenoles y alcaloides.

2.4. Objetivos

2.4.1. Objetivo general

Investigar bibliograficamente compuestos quimicos con potencial insecticida de

Argemone spp 'y Magnolia spp contra Anastrepha ludens.

2.4.2. Objetivos especificos
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1. Identificar los compuestos quimicos aislados de las semillas del género

Argemone 'y del fruto, semillas y sarcotesta del género Magnolia.

1i. Investigar el rol biologico de los principales grupos de compuestos quimicos
determinados.
1ii. Seleccionar aquellos grupos de compuestos quimicos de cada género,

Argemone y Magnolia, que puedan actuar como moléculas insecticidas contra
A. ludens.

iv. Enlistar compuestos quimicos para su evaluacion insecticida en A. ludens y
describir sus rutas de biosintesis y modos de accion en insectos.

V. Proponer un protocolo experimental para el analisis de los extractos botanicos

y la evaluacion de los compuestos candidatos contra 4. [udens.

2.5. Biologia de especies botanicas

2.5.1. Argemone ochroleuca

El género Argemone L. (Papaveraceae) es ampliamente distribuido dentro de zonas secas
y calidas del continente americano, centrandose desde el sureste y suroeste de Estados
Unidos, seguido por todo el territorio de México y hasta Centroamérica. En Sudamérica
ocurre principalmente por la cordillera Central, Occidental y Oriental, seguido por la
costa de Venezuela hasta la costa de Brasil y finalmente atravesando por el norte de
Argentina y Chile, y sur de Paraguay. El género comprende especies herbaceas perenes y
anuales, y algunas arbustivas con hojas mayoritariamente incisas y de caracteristicas

morfologicas bien definidas (Schwarzbach & Kadereit, 1999).

El género Argemone tiene flores actinomorfas con tres a cuatro sépalos, caducos y
corniculados; una doble corola de tres pétalos, desde 20 a 300 estambres, de filamentos
filiformes y anteras lineares. Un gineceo paracarpio conformado de tres a siete carpelos,
con estilo corto o nulo y estigma lobulado. Frutos capsulares, coriaceos, de tres a seis
valvulas, con dehiscencia apical. Semillas numerosas, oscuras, pequefias y escrobiculadas

(Schwarzbach & Kadereit, 1999; Soraru, 1976).
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Son plantas erectas, ramosas, glaucas o verdes y cuando se le hace una herida libera un
latex lechoso-amarillo. El follaje estd dispuesto en roseta, caulinares, subamplexicaule,
sin estipulas, alternas, sinuado-loulado, con bordes irregularmente dentado, nervios
blancos, aguijones retrorsos en el envés y en general todas las partes vegetativas tienen

espinas a excepto de la raiz y los pétalos (Ownbey, 1958; Soraru, 1976).

Actualmente, en la Base de Datos Tropicos.org Missouri Botanical Garden (2021) se
tienen registradas 55 especies de Argemone. Una de estas es A. ochroleuca Sweet
conocida vulgarmente como ‘“chicalote”, “cardo santo” o ‘“amapola amarilla”. Fue
descrita por Robert Sweet en 1828. Hierba que alcanza hasta 1.2 metros de altura, tallos
y follaje color azul-blanquecinos, espinosos, las hojas tienen divisiones dentadas y en la
punta terminan con una espina. Las flores son de color crema a amarillo claro, solitarias
y grandes, con aspecto de papel. El fruto cuando madura se vuelve marron para la
liberacion de semillas, que miden 1,5 mm de color marrén-oscuro (Enciclovida, 2021;

Figura 2.1).

Figura 2.1. Argemone ochroleuca Sweet, 1828 (Chicalote). a) Anatomia aérea de la

planta, tallo, follaje y flores. b) Flor actinomorfa. ¢) Fruto en dehiscencia con semillas

maduras. Tomado de Macilla (2018).

A. ochroleuca se ha naturalizado en regiones tropicales y subtropicales. Habita climas
calidos, semicalidos, semisecos y templados, desde 0 a 2600 m snm. Crece en parcelas
en descanso, campos de cultivo abandonados o en zonas de vegetacion perturbada de
bosque tropical caducifolio, matorral xer6filo, bosque mesofilo de montafia y bosques de
encino y pino. Se encuentra vegetativa de septiembre a abril, florece durante diciembre a

febrero y fructifica desde enero hasta julio (CONABIO, 2021).

A. ochroleuca es una especie de América Central y su rango nativo es México, sin

embargo, ha sido introducida en diversas partes del mundo como Australia, Africa, Asia
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tropical, Nueva Zelanda e islas oceanicas como las Islas Canarias. Por esto, en el
Compendio de Especies Invasoras del Centro de Biociencia Agricola Internacional
(CABI, 2019) la ha catalogado como especie invasora. En Sudafrica se ha indagado
acerca del control sus poblaciones con el uso de escarabajos que se alimentan de flores y
frutos la cual evitaria el desarrollo y la propagacion de semillas (Van der Westhuizen &

Mpedi, 2011).

Todas las partes vegetativas del chicalote tienen compuestos bioactivos, por lo que es ttil
medicinalmente. Es una planta con propiedades narcéticas. Las hojas son usadas para
infusiones como tranquilizante suave, sedante y analgésico. El latex se utiliza
externamente contra verrugas y cataratas. La infusion de la flor se ha utilizado para
remediar la tos, y el emplasto de las semillas con leche curan la sarna (Sharma, et al 2012;

Razo, 2019).

2.5.2. Magnolia vovidesii

Magnolia es el género mas grande de la familia Magnoliaceae con un total de 312 especies
segun la Lista Roja de Magnoliaceae (Rivers, ef al 2016). De este total 147 se encuentran
amenazadas, 12 en peligro de extincion, 95 con deficiencia de datos, 58 en menor
preocupacion y 10 no evaluadas. Es considerada como una de las familias vivientes mas
primitivas de las plantas con flores. Los registros fosiles datan del periodo Cretacico (135-

100 millones de anos), cuando atn los dinosaurios habitaban la tierra (Nelson, 2008).

Una gran parte de las especies (~80%) se distribuyen en climas templados y tropicales
del sureste de Asia desde el Himalaya hacia el este de Japon y hacia el suroeste a través
del Archipiélago Malayo a Nueva Guinea y Nueva Bretafia. Un pequeio porcentaje
(~20%) se distribuye en América, a partir del suroeste de Norteamérica a través de

Centroamérica y Sudamérica tropical (Sarker & Maruyama, 2002).

Las caracteristicas morfologicas de las Magnolia spp son muy distinguibles de cualquier
otro grupo taxonomico. Son especies arboreas y algunas arbustivas de hojas caducas o
perennifolias, alternadas, pecioladas, simples y con estipulas largas. Las flores son
bisexuales y muy raras unisexuales, grandes y vistosas, peduculadas, solitarias hasta el
final de las ramas o en axilas de las hojas, el perianto se compone de dos o mas espirales

de tépalos libres parecidos a los sépalos y a la vez petaloides, estambres numerosos,
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arreglados en forma espiral, filamentosos y anteras con dos loculos. Tiene varios carpelos
acomodados en espiral, libres y parcialmente fusionados y cada carpelo tiene dos o mas
ovulos colocados ventralmente. Los frutos se componen de carpelos unidos o separados,
los cuales son longitudinalmente dehiscentes, circumsésiles o indehiscentes. Las semillas
son largas envueltas en un arilo o sarcotesta libre del endocarpio (Sarker & Maruyama,

2002).

Las plantas de Magnoliaceae son especializadas en términos de ecologia de polinizacién.
Las flores frecuentemente poseen un fuerte olor y los mayores agentes de polinizacioén
son los escarabajos. Las flores pueden actuar como trampas de escarabajos y mantenerlos
en el interior cautivos durante la posicion cerrada. Estos se quedan toda una noche dentro
y si se capturaron en la fase femenina, al siguiente dia dejaran la flor en la fase macho,
cuando ocurre el desprendimiento de polen, entonces el escarabajo acarreard el polen y al
visitar otra flor se daran las condiciones para una exitosa polinizacion cruzada. Aunque,
también se ha visto que pueden ser polinizadas por himendpteros (abejas) y dipteros

(moscas; Thien, et al 1996; Gottsberger, et al 2012).

En México se han reportado 30 especies de Magnolia y una de ellas es M. vovidesii. M.
vovidesii fue separada del complejo M. dealbata (Zucc) en 2013 tras una caracterizacion
morfologica exhaustiva de la especie (Vazquez-Garcia, et al 2013; Figura 2.2.). Es un
gran arbol nativo del estado de Veracruz con un rango de 4rea muy restringido. Ocurre
en tres lugares que suman un 4rea de 85 km?”. Estas especies estan amenazadas por la
fragmentacion severa de su hébitat, asi como su continuo decline en la extension y calidad
por el incremento en el pastoreo de suelo, la extraccion de madera, plantaciones de café
y asentamientos humanos. La Lista Roja de Especies de Magnoliaceae la cataloga en

peligro de extincion. Ademads, muy poco se conoce de esta especie y es necesaria una

mayor investigacion (Rivers, ef al 2016).
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Figura 2.2. Magnolia vovidesii Vasquez-Garcia, 2013. a) Follaje de hojas grandes. b)
Flor con distinguidas manchas purpuras. c¢) Polifoliculo dehiscente con semillas

expuestas. Créditos fotograficos Suria Vasquez.

El arbol de M. vovidesii puede medir de 15-25 m, el diametro a la altura del pecho (dbh)
de 0.09-0.05 m, caducifolio, densamente pubescente blanquecino, corteza gris oscura y
blanco en la corteza mas interna. Hojas delgadas, gigantes (de 24-70 cm * 15-30 cm),
obovatas, oblongas en el apice, de auriculada a cordata en la base, el margen tipo
andulado, verdes y glabras por encima, glauco-blanqueado, cera epicuticular en el envés,
peciolos de 5.5 a 8 cm y estipulas de 19 * 9 cm unidas al peciolo (Vasquez-Garcia, et a/

2013).

Las flores de M. vovidesii son blanco crema, el capullo se envuelve en 2-3 bracteas, con
aroma dulce, pétalos glabros, posee manchas purpuras en la base del verticilo mas interno
y en el intermedio de los pétalos. Estas manchas son gruesas y de color purpura clara,
unicamente al abrir la flor, posteriormente se oxidan a una coloracion café. Tiene de 70-
78 carpelos, un gran numero de estambres (de 420 a 430) amarillo pélido y estilos
cilindricos, punta encabezada y rodeada en el é4pice. Los polifoliculos son ovoides-
oblongoides a conicos, de 60 a 78 foliculos, color dorado amarillo en las paredes
intercarpelares. Las semillas tienen una sarcotesta naranja, esclerotesta marrén e

integumento interno amarillento (Vasquez-Garcia, et al 2013).

Las hojas de M. vovidesii comienzan a crecer en marzo y caen por noviembre, comienza
a dar flores cuando cumple de 7 a 10 afos, a partir del abril tardio hasta el mayo temprano,
las flores pueden durar hasta cinco dias y los frutos maduran hasta septiembre-octubre
(Gutiérrez Carvajal, 1993). Se ha investigado que entre los usos que las comunidades
cercanas le dan a M. vovidesii es como arbol ornamental, para sombra, para obtener lefia

y como planta medicinal (Ixtacua-Martinez, et al 2018).
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CAPITULO III

3. Materiales y metodologia

3.1. Busqueda bibliografica de compuestos aislados de Argemone spp y Magnolia
Spp-

Se realiz6 una busqueda sistematica y ordenada de compuestos quimicos aislados de
frutos completos, semillas completas y sarcotesta de especies de Magnolia y de las
semillas de especies de Argemone en las siguientes bases de datos y revistas
especializadas: National Center for Biotechnology Information (NCBI), PubMed,
PubChem, Google Scholar, Semantic Scholar, Springer Link, Springer Materials,
American Chemistry Society, Multidisciplinary Digital Publishing Institute, BioOne
Complete, Nature, Sciencie, ElSevier, Royal Society Chemistry, Wiley Online Library y
Proceedings of the National Academy of Sciences (PNAS).

Los criterios de busqueda basicamente se dividieron por género. Para la bisqueda de
compuestos aislados de semillas de Argemone se utilizaron las siguientes combinaciones
de palabras claves: Papaveraceae +seed; Papaveraceae +semilla; Papaveraceae +fruto;
Papaveraceae +fruit; Papaveraceae +semilla +compuesto; Papaveraceae +seed
+compound; Argemone +semilla +compuesto; Argemone +fruto +compuesto; Argemone

+seed +compound; Argemone +fruit +compound.

En caso de Magnolia las combinaciones utilizadas fueron: Magnoliaceae +fruto
+compuesto; Magnoliaceae +semilla +compuesto; Magnoliaceae +sarcotesta;
Magnoliaceae +fruit +compound; Magnoliaceae +seed +compound; Magnoliaceae
+sarcotesta +compound; Magnoliaceae +aril +compound; Magnolia +fruto +compuesto;
Magnolia +semilla +compuesto; Magnolia +sarcotesta +compuesto; Magnolia +fruit

+compound; Magnolia +seed +compound; Magnolia +aril +compound.

3.2. Clasificacion de los compuestos encontrados

Para la clasificacion de los compuestos encontrados en sus principales grupos se empled
la base de datos de PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Para la identificacion

de clases y subclases dentro de los grupos identificados se hizo una revision bibliografica
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utilizando las siguientes palabras clave: “terpenes”, “terpenoids”, “phenols”, “phenolic”,

29 ¢

“compound”, “alkaloids”, “lipids”, “organic compound” “functional group”.

3.3. Investigacion del rol bioldgico de los principales grupos de compuestos
encontrados

Se realiz6 una revision bibliografica (Google Scholar, NCBI, Springer Link, Semantic
Scholar) de las principales funciones bioldgicas de los grupos de moléculas identificados,
desde un nivel fisioldgico y nivel ecoldgico. Los criterios de biisqueda se dividieron de

acuerdo con los principales grupos: terpenos, fenoles, alcaloides y lipidos.

La combinacién de palabras claves utilizadas fue colocando la palabra del grupo o clase,
es decir, terpenes, terpenoids, monoterpenes, sesquiterpenes, phenols, phenolic
compound, free phenols, phenolic acid, lignans, neolignans, flavonoids, flavones,
flavanones, alkaloid, isoquinoline, benzophenanthridine, protopines, protoberberines,
aporphines, seguido de las palabras +function +physiology; +function +ecology;
+function +physiological; +function +ecological; +role +physiology; +role

+physiological; +role +ecology; +role +ecological.

En el caso especial de lipidos se utilizaron las palabras lipid y fatty acid, seguido de
+sarcotesta, +semilla, seguido de +role o +function, seguido de +physiology o

+physiological o +ecology o + ecological.

3.4. Seleccion de los grupos de compuestos quimicos

Con base en la informacion obtenida de la investigacion de los principales roles
biologicos de los grupos de compuestos, se seleccionaron aquellos que cumplen un papel

defensivo contra insectos.

3.5. Seleccion de los compuestos candidatos

La seleccion de compuestos candidatos se baso en cuatro criterios.

El primer criterio (1) considera aquellos compuestos que estén presentes prioritariamente
en la estructura vegetativa objetivo. Se seleccionaron los compuestos que fueron aislados
de la sarcotesta de Magnolia y de las semillas de Argemone. En el caso de Magnolia

también se tomo en cuenta los compuestos aislados de semillas.
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El segundo criterio (2) considera la frecuencia de aparicién de los compuestos, que se
refiere a las veces que aparece o se repite un compuesto entre las especies de cada género.

Se seleccionaron aquellos compuestos que estuvieron presentes en dos o mas especies.

El tercer criterio (3) valora el potencial insecticida de los compuestos. Para ello, primero
se investigd cudles compuestos estan evaluados en al menos una plaga artrépoda,
principalmente en la clase Insecta. Posteriormente se tomaron en cuenta los compuestos
evaluados en ciertos grupos taxonémicos principalmente en estado adulto. Finalmente,
pasaron este criterio quienes tengan la mayor efectividad, sea en términos de porcentaje

de mortalidad (% a cierta dosis), en concentracion letal 50 (DLso) o dosis letal 90 (DLoo).

Posteriormente, se priorizd la busqueda de aquellos compuestos que se evaluaron en
especies del orden Diptera, Lepidoptera y Coleoptera en estado adulto, respectivamente.
Por lo tanto, se ordenaron los compuestos con respecto a sus efectividades de mayor a
menor y se seleccionaron los primeros compuestos evaluados en Diptera, Lepidoptera y

Coleoptera en estado adulto.

El ultimo criterio (4) considera el porcentaje de composicion. Se obtuvieron los
porcentajes de composicion de los compuestos que pasaron el tercer criterio, dichos
valores se ordenaron de manera descendente y se seleccionan los de mayor composicion.

Asi también, el orden de evaluacion es determinado por este Ultimo criterio.

3.6. Investigacion de rutas metabdlicas y modo de accion

Se realiz6 una revision bibliografica acerca de las rutas de biosintesis de los compuestos
candidatos, asi como los modos de accion donde ejercen su toxicidad (Google Scholar,

NCBI, Springer Link, Semantic Scholar).

Para obtener las rutas metabolicas se consulto la base de datos de la Universidad de
London, Queen Mary vinculada con la [UBMB (International Union of Biochemistry and
Molecular Biology). Para la revision bibliografica se utilizaron las siguientes
combinaciones de palabras claves: biochemistry +terpenes o +terpenoids; biochemistry
+phenols; biochemistry +alkaloids; biosynthesis +terpenoids o +terpenes; biosynthesis
+phenols; biosynthesis +alkaloids; biosynthesis +isoquinoline. Posteriormente, se utilizo
la palabra biosynthesis seguido de la palabra del compuesto candidato acompafiado del

comando +. Por ejemplo, biosynthesis +copsitine.
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El esquema de las estructuras y rutas de sintesis de los compuestos candidatos se realizo
utilizando la aplicacion de Editor de Estructuras Quimicas King Draw (https://kingdraw-

chemical-structure-editor.mx.aptoide.com/app).

Se predijeron virtualmente los modos de accion de los compuestos candidatos utilizando
el Software Molinspiration Cheminformatics (https://www.molinspiration.com/cgi-
bin/properties), el cual ensaya con cinco objetivos: Ligando de GPCR, modulador de

canales i0nicos, inhibidor de cinasa, inhibidor de proteasa e inhibidor enzimatico.

Para la revision en la literatura de los modos de accidon se utilizaron las siguientes
combinaciones de palabras claves: B-caryophyllene, B-phellandrene, a-terpinene, o-
phellandrene, mircene, p-cymene, caryophyllene oxide, (E)-nerolidol, pB-pinene,
limonene, -selinene, a-terpineol, seguido de la palabra +mechanism o +target o +“mode

of action”.

3.7. Protocolo de investigacion

La propuesta del protocolo de investigacion se dividié en dos secciones. La primera
seccion abarcd experimentos de separacion y andlisis quimico, la cual consistio en (1)
analisis cualitativo de fitoquimicos, (2) determinacion de los compuestos candidatos y
(3) andlisis fitoquimico de los extractos botanicos; mientras que la segunda seccidon
abarco experimentos de evaluacion por bioensayos de alimentacion de los (1) compuestos
candidatos, (2) fracciones y particiones; y (3) la reevaluacion de los extractos botanicos
en A. ludens contemplando nimero de tratamientos y repeticiones, condiciones, tiempo

de evaluacion, concentraciones y controles.

Para la formacion de la estructura del planteamiento de la primera seccion se realizd una
revision bibliogréafica del fundamento y manejo de las diferentes metodologias y técnicas
(CAPITULO 1, Seccién 1.5), los cuales permitieron el diseio de los diferentes
procedimientos. Con respecto a la segunda seccion los métodos fueron basados
principalmente en el protocolo utilizado por Vasquez-Morales y colaboradores (2015).
Se propusieron cinco concentraciones para la evaluacion de los compuestos candidatos

tomando en cuenta las concentraciones utilizadas en los estudios reportados.
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CAPITULO IV

4. Resultados

4.1. Revision de compuestos quimicos aislados de especies botanicas

4.1.1. Argemone spp

En la busqueda bibliografica se encontraron un total de 32 compuestos aislados de las
semillas de cuatro especies de Argemone spp, A. platyceras, A. grandiflora, A. mexicana

y A. ochroleuca (Apéndice 4.1).

Los 32 compuestos de Argemone se clasificaron en compuestos fenolicos, alcaloides y
lipidos (Tabla 4.1). El grupo de los fenoles se identifico la clase de flavonoides y de esta
las subclases de flavonas y flavanonas. En el grupo de los alcaloides, se identifico la clase
de isoquinolinas, la cual se divide en las subclases, alcaloides de benzofenantridina, de
protoberberinas y protopinas. En el grupo de los lipidos todos los compuestos fueron
identificados como acidos grasos (Tabla 4.1). Particularmente, se destaca que seis
alcaloides fueron aislados propiamente de la semilla de 4. ochroleuca (Fletcher, et al

1993).

Tabla 4.1. Clasificacion de los principales grupos de compuestos quimicos aislados de

semillas de cuatro especies del género Argemone.

Grupo Subclases Nimero de compuestos
Compuestos fenolicos Flavonas 2
Flavanonas 2
Alcaloides Benzofenantridinas 4
Protoberberinas 3
Protopinas 2
Lipidos Acidos grasos 19
Total 32

4.1.2. Magnolia spp
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En la busqueda bibliografica se encontraron un total de 155 compuestos aislados de
semillas completas de M. grandiflora, M. denudata y M. officinalis; de la sarcotesta de
M. kwangsiensis y del fruto de M. ovata (Apéndice 4.2). No se encontraron estudios
acerca del aislamiento y deteccidon de fitoquimicos en sarcotesta y/o semilla de especies

de Magnolia distribuidas en México.

Los 155 compuestos fueron clasificados en terpenos, compuestos fenolicos, acidos
grasos, alcaloides y otros compuestos organicos. La subclasificacion de los terpenos es
en monoterpenos y sesquiterpenos, los compuestos fenolicos se subclasificaron en acido
fenolico, fenilpropanoides, lignanos y neolignanos. Los compuestos lipidicos se
identificaron como acidos grasos. Todos los alcaloides se identificaron como aporfinas y
finalmente del resto de compuestos organicos se identificaron como alcoholes, cetona,

compuestos aromaticos, ésteres y alcanos (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Clasificacion de los principales grupos de compuestos quimicos aislados de

frutos, semillas y sarcotesta de cinco especies del género Magnolia.

Grupo Subclases Nuamero de compuestos
Terpenos Monoterpenos 23
Sesquiterpenos 62
Compuestos fenolicos Acidos fendlicos 1
Fenilpropenos 4
Lignanos 4
Neolignanos 11
Alcaloides Aporfinas 3
Lipidos Acidos grasos 24
Otros Alcanos, aromaticos, 23
esteres, alcoholes, cetonas
Total 155

4.2. Funciones biologicas (fisiologica-ecologica) de los grupos de metabolitos
secundarios aislados de las especies botanicas.

4.2.1. Terpenos

El origen metabdlico de todos los terpenoides esta construido por las moléculas bloque

de isopreno (C5) isopentenil difosfato (IPP) y dimetilalil difosfato (DMPP). En las plantas
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es posible sintetizar IPP y DMPP mediante dos vias: la ruta del mevalonato citosélico
derivado del acetil-CoA (MEV) y la ruta del 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP)
plastidial derivado del piruvato (Ludwiczuk, 2017).

Los monoterpenos, diterpenos, carotenoides, plastoquinonas y clorofilas derivan
principalmente del MEP en los cloroplastos. La figura 4.1 muestra la ruta de biosintesis
del MEP, cuyo metabolito intermediario principal es el 2-C-metil-eritrol-4-fosfato. Los
sesquiterpenoides, triterpenoides, brasinosteroides y esteroles provienen de MEV en el
citosol (Karunanithi & Zerbe, 2019). En la Figura 4.2 se observa la ruta de sintesis de
MEYV, cuyo metabolito intermediario principal es el 4cido mevaldnico citosdlico que da

origen principalmente a sesquiterpenos.

Hernandez-Rocha, 2021 43



(o]

[e]
I I

2 GE g MEP

o HO
Piruvato Gliceraldehido-3-fosfato
co2 E1 Monoterpenos
(C10)
H o
[
o | o E6
I o
o HO
1-Deoxi-D-xilulosa-5-fosfato o

(o]
|

(DOXP) /I\/\)Mo/:\o/|\or1
o o

NADPH j £ Geranil-pirofosfato
NADP
. EQ

= |
"o n/’ d/r\m o o]
Ho S o/|\o/|\m
2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato 5 o
(MEP) Dimetilalil-pirofosfato
CTP
E3
+ E8
PPi
Q 0
N o, S ” I I
%DP N
o] Q
HO Isopentenil-pirofosfato
4-difosfocitidil-2-C-
metil-D-eritritol 2Fd,,,
(CDP-ME) E7
ATP
E4 2ded
ADP
. 2Fd
SN CMP o/ LT 2Fd,
|~ ¢ i
Q, H (o] OH
o~ = v e o
" ES S
4-difosfocitidil-2-C-metil- 4-difosfocitidil-2-C- E6 (E) -4-hidroxi-3-metil-
D-eritritol-2-fosfato metil-2,4-ciclodifosfato but-2-enilo pirofosfato
(CDP-MEP) (MEcPP) (HMB-PP)
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metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato sintasa; E6: HMB-PP sintasa; E7: HMB-PP reductasa;
ES: geranil difosfato sintasa. Modificado de Karunanithi & Zerbe (2019).
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Figura 4.2. Biosintesis de DMPP e IPP a partir de la ruta del mevalonato citosélico
derivado del acetil-CoA (MEV). El: acetoacetil-CoA tiolasa; E2: HMG-CoA sintasa; E3:
HMG-CoA reductasa; E: mevalonato 5-cinasa; E5: fosfomevalonato cinasa; E6:
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geranil difosfato sintasa; E9: farnesil difosfato sintasa. Modificado de Ludwiczuk (2017).
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El gasto energético de mantener dos rutas metabolicas que producen IPP/DMPP confiere
ventajas al organismo, al permitir mayor habilidad de evolucionar hacia la sintesis de una
amplia diversidad de moléculas y tener un mayor control de las reservas especificas de

terpenoides de cada compartimento (Loomis & Croteau, 1980).

Los terpenos son sintetizados primordialmente en citosol y cloroplastos, pero se
almacenan en estructuras de secrecion especializadas localizadas en lugares donde sea
mas efectiva la defensa, que pueden ser los tricomas en la superficie de las hojas,
conductos de resina y laticiferos en los tejidos de los arboles, bolsas a lo largo de la

epidermis de los tallos primarios y en los frutos (Azcon-Bieto & Talon, 2013).

4.2.1.1. Monoterpenos y sesquiterpenos

La union de dos moléculas de cinco carbonos da origen a los monoterpenos (C10) y la
union de tres moléculas origina a los sesquiterpenos (C15; Loomis & Croteau, 1980). Los
monoterpenos y sesquiterpenos son referidos como “los terpenoides de bajo peso
molecular o inferiores”, la mayoria son liposolubles y se les puede encontrar
principalmente en los aceites esenciales. De hecho, los monoterpenos y sesquiterpenos
destacan por su alto grado de volatilidad y su influencia significante en las interacciones

de las comunidades y ecosistemas (Figura 4.3, Langenheim, 1994).
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Los C10 y C15 son liberados como defensa directa después de un ataque de herbivoria
por insectos, microorganismos o mamiferos, pero también han evolucionado en la defensa
indirecta al atraer depredadores naturales de los herbivoros que causan el dano (Cheng,
et al 2007). Se ha encontrado que algunos C15 proporcionan mas proteccion directa,

mientras que los C10 realizan ambas tareas (Mumm, et a/ 2008).

La sintesis de las mezclas de terpenoides pueden ser constitutivos o inducibles y varian
en su composicion dependiendo de las condiciones genéticas, ecologicas, ambientales y
fisiograficas. La razén de que se liberan mezclas complejas es confundir la capacidad de
los herbivoros para desarrollar resistencia contra la planta y, por lo tanto, evitar la

reduccion de la efectividad de la defensa (Langenheim, 1994).

4.2.2. Compuestos Fendlicos

Los compuestos fenolicos se caracterizan por tener al menos un anillo aromatico con uno
o mas grupos hidroxilos unidos (Crozier, et al 2006). El compuesto basico es el fenol,

aunque la mayoria de estos compuestos son polifenoles (Azcon-Bieto & Talon, 2013).

Los fenoles se clasifican de acuerdo con el nimero de 4tomos de carbono de su estructura
basica (Tabla 4.3) y se les puede dividir en no flavonoides y flavonoides (Crozier, et a/
2006). Los no flavonoides abarcan a los fenoles libres, acidos fendlicos y
fenilpropanoides, que estos a su vez se dividen en acidos hidroxicinamicos, cumarinas,
fenilpropenos, ligninas, lignanos y neolignanos. Los flavonoides se clasifican en mas de
10 clases, tales como las flavonas, isoflavonas, flavonoles, flavanonas, estilbenos y

antocianinas (Harborne, 1973).

Tabla 4.3. Clasificacion de los compuestos fendlicos.

Estructura Clase

Coé Fenoles simples

Co6-C1 Acidos fendlicos

C6-C2 Acetofenonas, acidos fenilacéticos
C6-C3 Acidos, alcoholes y aldehidos cinamicos, fenilpropenos
Co6-C3 Cumarinas, isocumarinas, cromonas
C15 Chalconas, auronas

C15 Flavanos

C15 Flavonas

C15 Flavanonas

C15 Flavonoles
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C15 Antocianinas

C15 Antocianidinas

C30 Biflavoniles

C6-C1-C6, C6-C2-C6 Benzofenonas, xantonas, estilbenos
Ceo, C10, C14 Quinonas

C18 Betacianinas

(C6-C3)2 Lignanos, neolignanos

(C6-C3)N Lignina

(C6-C3-C6)n Taninos

(C6)n Melaninas de catecol

Tomado de Vermerris & Nicholson (2008) y de Lattanzio (2013).

La sintesis de compuestos fendlicos en plantas superiores sucede por dos vias, (1) por la
via del &cido shikimico-fenilpropanoides (predominante en plantas) y/o (2) por la via del
malonato-policétido-fenilpropanoides (predominante en bacterias, hongos y plantas;

Azcon-Bieto & Talon, 2013).

La ruta del acido shikimico es muy importante para la sintesis de los aminoacidos
aromaticos fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) y triptofano (Trp) como precursores
principales de los fenilpropanoides. Por otro lado, la ruta de policétidos participa

posteriormente en la biosintesis de flavonoides (Vermerris & Nicholson, 2008).

El metabolismo de los fenilpropanoides da inicio con la desaminacion de la Phe y la Tyr,
ambos canalizan para derivar al 4cido p-cumarico, metabolito intermediario que conduce
a la formacion de todos los compuestos fenolicos (Figura 4.4). Hay varios sitios donde
ocurre la sintesis de los compuestos fenolicos y se puede ubicar principalmente en el
citoplasma, aunque también se ha encontrado en reticulo endoplasmico y cloroplasto, y

finalmente son almacenados en la vacuola (Matsuki, 1996).
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de Lewis (1994).
La principal funciéon de los compuestos fenodlicos tiene un enfoque ecoldgico, esta

centrada especialmente en prevenir la toma de nutrientes de la planta tras el
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comportamiento alimenticio de los fitéfagos. Aunque, en general ellos actian como
agentes protectores de factores abidticos, como la luz solar y bajas temperaturas, modulan
indirectamente el crecimiento vegetal, la nutriciéon mineral, funcionan como pigmentos y
aromas de flores y frutas, y como inhibidores y toxicos naturales para animales y

organismos invasores (McClure, 1979; Lattanzio, 2013).

4.2.2.1. Fenoles libres, acidos fendlicos y fenilpropenos

Los fenoles libres y los acidos fendlicos se consideran en conjunto, debido a que son
usualmente identificados en conjunto durante un analisis fitoquimico. En contraste con
los acidos fenolicos, los fenoles libres son relativamente raros en las plantas, pero son
muy importantes debido a que determinan la estructura de otros compuestos fendlicos
como los flavonoides (Harborne, 1973). Y al igual que los éacidos fenolicos, cumplen

funciones de defensa y proteccion a dano de tejido vegetal (Mishra, 2013).

Estrictamente los acidos fenolicos tienen un anillo bencénico, un acido carboxilico y uno
0 mas grupos hidroxilos que pueden ser metilados y convertirse en grupos metoxi.
Naturalmente, ocurren como ésteres o éteres combinados con azlicares y es muy comun
que se almacenen en la vacuola o en tejidos especiales como precursores de otros
compuestos (Torres, 1987). Sin embargo, al haber una herida o ruptura de tejido €stos se
liberan y son rapidamente oxidados, sea atmosférica o enzimaticamente, puesto que estan
involucrados en las reacciones de oscurecimiento de la pulpa de frutos, como el caso del

aguacate, manzana y uvas (Torres, 1987; Robards, 1999).

El rol de los acidos fenodlicos es variado, se sefiala que los acidos fenolicos van
acumulandose paulatinamente conforme avanza el estado de madurez de una fruta
(Mahmood, 2012). Del mismo modo, los 4&cidos fenolicos funcionan como
fotoprotectores, ejemplo de ello, es el fruto de tomate, donde su contenido es
significativamente afectado por la calidad espectral de la radiacion UV solar (Luthria,

2006).

Los acidos fenolicos se les ha encontrado como reforzadores de la pared celular ante bajas
temperaturas, contra exceso de radiacion y defensa a insectos (Solecka, 2003). Un estudio
reporto que los acidos fenodlicos aumentan su contenido en las raices de Glycine max como
respuesta a la aclimatacion de las heladas, esto sugiere que probablemente se concentran

en la pared celular como crioprotectores (Janas, 2000). Por otro lado, se analizo la
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respuesta ante herbivoria causada por insectos masticadores en plantas de algodon, en
donde se observo una mayor acumulacién de acidos fenodlicos, los cuales afectaron la

fisiologia de los insectos (Dixit, 2017).

Ademas, los 4cidos fendlicos fungen como aleloquimicos al inhibir el crecimiento y
lignificacion de otras plantas (Einhellig, et al 2004). Se sefiala que la baja fertilidad de
suelo y productividad de alamo (Populus x euramericana) esta correlacionada con la
acumulacion de acidos fenolicos en el suelo. Se encontr6 que el aumento en las
concentraciones de acidos fenolicos en el suelo afecta negativamente enzimas
involucradas en la asimilacion de nitrégeno e inhibe la productividad fotosintética (Li, et
al 2018c¢). Dos Santos (2008) indica que el acido fertlico es un aleloquimico muy comuin
que se une a los polisacaridos de la membrana celular vegetal impidiendo la expansion

celular, elongacion de la raiz y toma de nutrientes.

Los fenilpropenos son compuestos C6-C3 derivados de la fenilalanina mediante la
modificacion de su anillo de benceno y la reduccioén de su cadena lateral de propileno,
con el paso final de reduccion catalizado por una fenilpropeno sintasa especifica del
producto. La ruta de biosintesis de fenilpropenos diverge de la ruta de sintesis de lignina,
justo de los monolignoles alcohol coniferil y alcohol p-cumaril para formar a los

precursores acetato de coniferil y de p-cumaril, respectivamente (Koeduka, 2013).

Los fenilpropenos también denominados fenoles volatiles, debido a que son emitidos por
las plantas y que contribuyen en aspectos relacionados con respuesta a estimulos abioticos
y bidticos (Atkinson, 2016). Aunado a ello, son moléculas responsables de los aromas y
sabores de muchas plantas y de frutas que ayudan a la atraccién de animales dispersores
(Schieber & Wiist, 2020). Se almacenan principalmente en los tricomas glandulares
superficiales y frutas (Iijima, et al 2004), aunque también pueden formar parte de los

exudados de raices (Atkinson, 2016).

De igual importancia, cumplen funciones de defensa contra la herviboria de insectos
como biocidas y antialimentarios (Wang, 2018; Saad, 2019; Al-Nagar, 2020). Dos
fenilpropenos, trans-cinamaldehido y eugenol, mostraron relevante actividad insecticida
contra Sitophilus oryzae (Saad, et al 2018). Bhardwaj et al (2010) y Abdelgaleil, et al
(2020) reportaron la actividad larvicida y antialimentaria de varios fenilpropenos y

derivados en larvas del género Spodoptera spp.
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Poseen actividad antifingica y antibacteriana, asi como herbicida (Brader, et a/ 1997,
Marei & Abdelgaleil, 2018). Los fenilpropenos eugenol, isoeugenol, dihidroeugenol y 6-
metoxieugenol se aislaron de las hojas de Illicium anisatum y exhibieron actividad
antifngica contra los hongos fitopatdgenos Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum y
Phytophthora infestans (Koeduka, et al 2013). En un reporte se evalu6 el potencial
herbicida de fenilpropenos contra el pasto Echinochloa crus-galli y se encontrd que son

capaces de inhibir severamente el crecimiento (Saad, 2019a).

4.2.2.2. Lignanos y neolignanos

De los procesos bioquimicos que ocurren dentro de las plantas, la ruta de los
fenilpropanoides es indudablemente la mas importante para una exitosa colonizacion del
suelo, debido a que conduce a la sintesis de lignina, un polimero que da soporte y rigidez
a los tejidos de las plantas vasculares lefiosas, pero también da origen a los lignanos y

neolignanos (Lewis & Davin, 1994).

Los lignanos y neolignanos estan distribuidos en plantas pteridofitas, gimnospermas y
angiospermas. Evolutivamente, las pteridofitas contienen los lignanos y neolignanos mas
simples y las gimnospermas y angiospermas presentan un incremento progresivo en la
complejidad estructural de estos (Lewis & Davin, 1994). Interesantemente, estos
compuestos se le ha ubicado en todos los diferentes 6rganos y tejidos, raices, follaje,

flores, frutos, espinas, tallo, corteza y duramen (Willfor, et al 2006).

Los lignanos y neolignanos son dimeros de varios fenoles C6-C3 y representan el
siguiente nivel de complejidad estructural mas alla de los monolignoles (materiales de
origen para la sintesis de lignina), alcohol cumarilico, alcohol sinapilico y alcohol
coniferilico (Davin & Lewis, 1992). Los lignanos son dimeros que se unen por un enlace
8B-8°P’, asi que la primera unidad de C6-C3 se numera de 1 al 9 y la segunda unidad que
se une se numera de 1’ al 9°. El término neolignano se asigno para todos aquellos dimeros

de C6-C3 que se unen por un enlace diferente de 8f3-8’f’ (Moss, 2000).

Los lignanos y neolignanos se involucran en la barrera de defensa quimica contra dafio
causado por fitoéfagos y fitopatdgenos y se les puede caracterizar por su alta actividad
biocida (Gottlieb & Yoshida, 1989). La planta acuatica Saururus cernuus posee un gran
valor nutrimental y textura suave, sin embargo, siempre ha mostrado una baja preferencia

por cangrejos omnivoros. Kubanek et a/ (2001) demostraron que esta baja preferencia se
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debia a la presencia de los lignoides, (-) licarin A, (+) saucernetin, (-) acido

dihidroguaiaretico, (-) sauriol A y B, (-) saucerneol y (-) eter metilico de saucerneol.

Los lignanos y neolignanos han mostrado actividad en contra de diversos insectos. En un
estudio, el neolignano ococimosin demostr6 su actividad insecticida contra el mosquito
A. aegypti (Rakotondraibe, et al 2015). En el estudio de Cabral et a/ (2000) se observaron
que el pinoresinol y acido nordihidroguaiaretico tuvieron efectos inhibitorios en la ecdisis
del cuarto estado larvario de Rhodnius prolixus, mientras que la podofilotoxina y
burchellin redujeron significativamente la excrecién de la chinche. En otro estudio, el
hemiptero Myzus persicae fue expuesto a los lignanos secoisolariciresinol diglucésido y
del dehidrodiconiferil alcohol-4-B-D-glucosido, los cuales demostraron poseer

propiedades insecticidas contra el 4fido (Saguez, et a/ 2013).

Los lignanos y neolignanos poseen actividad bioldgica contra protozoarios parasitos,
hongos fitopatdogenos y bacterias (Luo, et a/ 2012b). Los lignanos licarin A y burchellin
fueron evaluados en Trypanosoma cruzi. Los resultados mostraron que ambos
metabolitos secundarios tuvieron toxicidad en el parasito (Cabral, et al/ 2010). Por otro
lado, los cultivos celulares de Linum album se expusieron a extractos fungicos de
Fusarium graminearum y Rhizopus stolonifer, en donde se observé un aumento
considerable del lignano podofilotoxina y lariciresinol, respectivamente (Bahabadi, et al

2011).

Los lignoides pueden participar en la biosintesis de lignina, teniendo roles importantes en
determinar las propiedades fisicoquimicas y mecéanicas de la pared celular y otros
cumplen roles antioxidantes (Lewis, et al 1995). Los lignanos y neolignanos funcionan
como armas alelopaticas para competir contra otras plantas por recursos (DellaGreca, et
al 2013) y tienen la capacidad de inhibir la germinacion de semillas, la elongacion de la

raiz y el crecimiento del brote (Cutillo, et al 2003).

4.2.2.3. Flavanonas y flavonas

Los flavonoides son el subgrupo mas extenso y principal de los fenoles, se caracterizan
por ser moléculas basadas en una estructura de 15 carbonos. Su sintesis implica la
participacion de la via del acido shikimico (via 1) y de la via de malonato-policétidos (via

2; Swain, 2013; Figura 4.5).
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El inicio de su biosintesis comienza con el enlazamiento del fenilpropanoide acido p-
cumadrico obtenido de la via (1) y tres unidades de malonil-CoA obtenidos de la via (2)
que da origen a las chalconas, precursores intermediarios para la biosintesis de los

flavonoides como flavanonas, flavones y flavonoles (Lattanzio, 2013).

Via policétidos

3 malonil-CoA
HO

p-cumaril-CoA

3 CoA-5-CO-CH2-CO5 £1

3 CoA-SH + CO,
CoA-SH

OH
O% ” Ncoa 5 E2 HO. OH O
o O |
e [
(o] o HO (o]

Chalconas

Figura 4.5. Via para la biosintesis de flavonoides. E1: chalcona sintasa E2: chalcona
isomerasa. Adaptado de QMUL (2021c).

Las chalconas se caracterizan por ser inestables, lo que favorece la formacion, casi
espontanea, a pH fisiologico de las flavanonas con intervencion de la chalcona isomerasa
(Figura 4.5). Enseguida, las flavanonas actiian como sustratos de la flavona sintasa, una
enzima clave para la formacion de flavonas que cataliza una reaccion de deshidratacion

sobre las flavanonas (Nakatsuka, et a/ 2005).

Los flavonoides se involucran en diversas actividades biologicas, como en la respuesta
de defensa y diversas tareas fisiologicas especificas (Khlestkina, 2013). Aunque se ha
postulado que los flavonoides no estan determinados por la presion de herbivoria, sino
que con el tiempo adaptaron la condicion de participar en funciones de defensa vegetal

(Matsuki, 1996; Jorgensen, 1993).
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Una de las funciones especiales de estas moléculas es dar pigmentacion a los frutos y
flores, que ecologicamente funcionan como atrayentes de dispersores de semillas y
polinizadores, operan en la captacion de rayos UV, la fertilidad y la resistencia a las
enfermedades (Schijlen, et al 2004). Asi mismo, pueden jugar un rol de defensa ante

condiciones de estrés (Shoeva, et al 2016).

En si, las flavanonas no han sido revisadas a detalle en sus papeles fisioldgicos y
ecologicos, pero a algunas se les ha encontrado como fitoalexinas antifingicas y
fitotoxicos (Ortuno, et al 2006; Beninger, et al 2004). En una investigacion se aislo la
flavanona sakuranetina inducida por luz UV en hojas de arroz, la cual inhibi6 la

germinacion de esporas del hongo Pyriculuriu oryzue (Kodama, et al 1992).

Ortufio y colaboradores (1995) indicaron que las flavanonas también funcionan como
moléculas responsables del aroma de las frutas en sus diferentes estados de maduracion.
Como en el caso de las frutas de toronja, las flavanonas narirutina, naringina y
neohesperidina son las causantes de su aroma y la concentracion varia con el estado de

desarrollo, siendo el estado juvenil donde mas se concentran.

Las flavonas son la subclase mas grande de los flavonoides, se les ha encontrado
distribuidas en casi todos los tejidos de las plantas y cumplen multiples roles, tanto de

interaccion con otros organismos como fisiologicos (Martens & Mithofer, 2005).

Hallazgos muestran que las flavonas tienen una biosintesis temporal que intervienen en
el crecimiento y maduracion floral (Zuk, ef al 2019). Se ha encontrado su participacion
en los procesos de comunicacion quimica siendo moléculas de sefialamiento (Broughton,
et al 2000), asi como su importancia critica en el desarrollo de nddulos fijadores de
nitrogeno (Zhang, et al 2009b) y actividad alelopatica (Kong, et al 2007). También
poseen funciones de defensa contra algunos microorganismos (Soriano, et al 2004) y la

coloracion floral que atrae polinizadores (Miller, 2011).

4.2.3. Alcaloides

Se le define a los alcaloides como sustancias orgédnicas que contienen nitrogeno con
grados altos o bajos de caracter basico (Hesse, 2002). Se les distingue por generarse a
través de las rutas de biosintesis mas complejas (una gran parte aun no dilucidada), al
igual que sus estructuras quimicas. Su distribucién se ha notado mayoritariamente en

plantas, pero hay un notable aumento de alcaloides aislados de animales vertebrados,
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insectos, invertebrados marinos y microorganismos (Roberts, 2013). Sin embargo, a los
alcaloides se les puede restringir solo a ciertos grupos taxondmicos, incluso género o
especie, a pesar de que ya son mas de 10,000 moléculas diferentes en el grupo (Craker,

2018).

Los alcaloides son clasificados normalmente con base a su origen y forma estructural, y
de acuerdo con esto hay tres tipos: alcaloides verdaderos, protoalcaloides y
pseudoalcaloides (Aniszewski, 2015). Los alcaloides verdaderos son aquellos derivados
de aminoécidos y que poseen un atomo de nitrogeno que forma parte de un heterociclo.
Los protoalcaloides se forman de aminodcidos y aminas bidgenas (ornitina, putrescina)
en donde el nitrégeno se encuentra en una cadena alinfitica y no en un sistema
heterociclico (Robinson, 1981). Los pseudoalcaloides se les denomina asi porque no
provienen de aminoacidos, sino de metabolitos intermediarios libres (acetato, piruvato,
geraniol) y compuestos que contienen nitrégeno (adenina, guanina; Aniszewski, 2015).
En general, cada tipo de alcaloide se divide y se agrupa segtin los compuestos precursores

de los que provengan (Tabla 4.4).

Tabla 4.4. Principales tipos de alcaloides y sus agrupaciones quimicas.

Tipo de alcaloide Compuesto precursor Grupo de alcaloide
Alcaloides L-ornitina Pirrolina
verdaderos
Tropano
Pirrolizidina
L-lisina Piperidina
Quinolizidina
Indolizina
L-tirosina Isoquinolina
L-fenilalanina
L-triptofano Indolicos
Quinolina
Pirroloindolico
Ergot
L-histidina Imidazoélicos
Manzamina
Acido antranilico Quinazoline
Quinolina
Acridone/Acridina
Acido nicotinico Piridina
Protoalcaloides L-tirosina Feniletilamina

Hernandez-Rocha, 2021 57



L-triptofano Indolicos de terpenoides

L-ornitina Pirrolizidina
Pseudoalcaloides Acetato Piperidina
Sesquiterpeno
Acido piravico Ephedra
Acido fertilico Aromatico
Geraniol Terpenoide
Saponinas Esteroide
Adenina/Guanina Purina

Modificado de Shamma (2012).

Los alcaloides son compuestos activos y sus roles fisioldogicos no se conocen a detalle,
pero se sugiere que dentro de la planta constituyen reservorios de nitrogeno. Aunque su
principal funcién es formar parte del arsenal de defensa quimico contra herbivoros y
patogenos (Facchini, 2001). Se les puede caracterizar como repelentes, disuasorios,

antialimentarios, toxicos, alelopaticos e inhibidores de la germinacion (Wink, 2008).

La mayoria de los alcaloides poseen alta toxicidad y deben ser colocados en un sitio
especial dentro de la célula, asi como permanecer en las concentraciones suficientes para
funcionar como una defensa adecuada. Frecuentemente se transportan a la vacuola por
medio de mecanismos complejos que ayudan a su toma y subsecuente secuestro. Dichos
mecanismos, permiten de manera segura, aislarlos de sus efectos bioactivos y

mantenerlos fuera del alcance del citoplasma (Ziegler & Facchini, 2008).

Los alcaloides de aporfina, benzofenantridina, protoberberinas y protopinas forman parte
del grupo de las isoquinolinas (Bentley, 1975; Shamma, 2012). La biosintesis de
1soquinolinas normalmente comienza con la norcoclaurina que se forma por la unién de
dopamina y 4-hidroxi-fenilacetaldehido, ambos precursores son obtenidos de la tirosina
por medio de la enzima clave tirosina/dopamina descarboxilasa (TYDC o DODC; Figura
4.6). Las bencilisoquinolinas derivadas a partir de la norcoclaurina dardn lugar a la
formacion de la (s)-reticulina que dara origen a las aporfinas, y a la (S)-scoulerina que
permitird formar benzofenantridinas (Facchini & De Luca, 1995; Morris & Facchini,

2016).
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Figura 4.6. Ruta para la biosintesis de isoquinolinas. E1: tirosina/dopamina
descarboxilasa; E2: norcoclaurina sintasa; E3: norcoclaurina 6-O-metiltransferasa; E4:
coclaurina-N-metil-transferasa; ES: N-metil-coclaurina hidroxilasa; E6: (RS)-3’-hidroxi-
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Modificado de Facchini & De Luca (1995), Morris & Facchini (2016) y Huang et a/

(2021).

Las isoquinolinas son un grupo importante por sus amplios rangos de bioactividades

(Shang, 2020). A dicho grupo, se le han demostrado funciones antifingicas,

antibactericidas, antivirales y antiparasitarias como antiplasmodial y antiamoébica
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(Wright, et al 2000; Tims, 2006; Qing, 2017). El alcaloide bencilisoquinolinico
liriodenina, aislado de Annona diversifolia, inhibid el crecimiento de los fitopatdégenos
Rhizopus stolonifer y Aspergillus glaucus, principales responsables del deterioro de las
semillas de la especie anonacea (De la Cruz Chacon & Gonzalez-Esquinca, 2012). En el
trabajo de Zhao et al (2019) demostraron la efectividad antifungica de alcaloides de
benzofenantridina (sanguinarina, queleritrina, azoxistrobina) contra diversos hongos
fitopatdgenos, entre estos R. solani, F. graminearum, M. melonis, F. oxysporum, S.

sclerotiorum'y M. oryzae.

Se les puede resaltar su poder disuasorio alimenticio a causa de sus sabores amargos y
sus actividades citotoxicas dentro de la célula animal y vegetal (Wink, 1998a; Wink,
2008). Se reportd que los alcaloides de aporfina magnoflorina y tembetarina mostraron
potente actividad antialimentaria en el gusano cogollero de maiz Spodoptera frugiperda
(Tringali, et al 2001). Otro estudio report6 que alcaloides becilisoquinolinicos (berberina,
sanguinaria, papaverina y acido aristoléquico) tuvieron significante actividad inhibitoria
en la alimentacion de la larva de Lymantria dispar (Miller & Feeny, 1983). Mientras que
los resultados del estudio de Talontsi ef a/ (2011) demostraron que los alcaloides 10-O-
demetil-17-O-metilisoarnottianamida y 6-acetonil-N-metil-dihidrodecarina son toxicos

para la larva del mosquito Anopheles gambiae.

4.2.4. Lipidos

Los lipidos son una de las clases de moléculas biologicas mas grandes y son tan
importantes como otras biomoléculas (carbohidratos, proteinas y 4cidos nucleicos). De
hecho, pueden ser muy importantes para ciertos organismos. Los lipidos poseen diversas
funciones, principalmente fisiologicas y celulares. La estructura de las membranas
celulares esta constituida por distintas composiciones de lipidos, entre éstos acidos grasos

y esteroles (Sargent, et a/ 2003; Van Meer, ef al 2008).

Los lipidos participan en mecanismos de transporte como el transporte vesicular y por
lipoproteinas. También, se sabe que los lipidos son capaces de regular enzimas
membranales y actuar como moléculas de sefalizacion en donde se involucran
glicerolipidos, esfingolipidos, acidos grasos, entre otras. Pero el rol mas distinguido de
los lipidos es funcionar como moléculas de almacenamiento de energia (Sprong, et al

2001; Wang, 2004).
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4.2.4.1. Lipidos de semilla

Las semillas albergan lipidos funcionales (estructurales) como los fosfolipidos y esteroles
que forman parte de las membranas celulares y lipidos de almacenamiento,
principalmente triglicéridos (TAG, Graham, 2008). Los lipidos de almacenamiento sirven
como reservorios de energia para ser movilizados y degradados por enzimas especificas
bajo algun dafio por ruptura, ya sea enfermedad, factores de estrés, deterioro o proceso de

germinacion (Angelo & Ory, 1983).

La mayoria de las espermatofitas utilizan los reservorios de lipidos como fuente de
alimento para la germinacion y crecimiento post-germinativo (Huang, 1996). Durante el
proceso de germinacion es posible observar una disminucion en la cantidad de los lipidos
almacenados (Wanasundara, 1999) que son guardados en los compartimentos de
almacenamiento subcelular denominados gotas de lipidos citosélicos (De Vries &

Ischebeck, 2020).

Informacién bioquimica y ecoldgica sustentan que las semillas de plantas con una mayor
proporcion de acidos grasos insaturados germinan mas temprano en temperaturas mas
bajas debido al punto de fusidon en comparacion con aquellas que poseen una proporcion
mas alta de acidos grasos saturados (Linder, 2000). Adicionalmente, Levin (1974) sefiala
que el peso de las semillas estd estrechamente relacionado con la naturaleza del habitat
donde se establezca la plantula y que el tamafo tiende a incrementar conforme la planta
es mas lefiosa, aunque esto no significa que también haya un incremento en el contenido

caldrico, sino que es una variable independiente.

4.2.4.2. Lipidos de la sarcotesta

El término sarcotesta o arilo es aplicado a la pulpa y parte comestible de la cobertura de
una semilla (Boesewinkel & Bouman, 1984). Las semillas con sarcotesta son
atractivamente coloreadas y son un claro ejemplo adaptativo a la zoocoria (dispersion por
animales; van der Pijl, 1982). Una sarcotesta siempre es proseguida por una parte dura,
las capas de esclerénquima como una proteccion contra dafio mecanico tras su digestion

cuando son comidas por animales (Boesewinkel & Bouman, 1984).
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Las semillas con cubierta carnosa color rojo carmesi, como las de magnolias, dependen
especificamente de aves dispersoras de semilla debido a que solo ellas pueden detectar el
color rojo de la pulpa, determinado principalmente por licopeno y en menor cantidad -
caroteno (Bauman & Yokoyama, 1975). En esencia, la sarcotesta sirve a las aves como
alimento porque brinda nutrientes tales como azucares, lipidos y proteinas, pero también
funciona como barrera protectora contra la deshidratacion e inhibe la germinacion de la
semilla (Stiles, 1980). Por lo tanto, un buen porcentaje de los lipidos que alberga una

sarcotesta esta dirigido a brindar energia y nutrientes a sus dispersores de semillas.

4.3. Grupos de compuestos quimicos seleccionados con potencial insecticida

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos de la revision de los roles biologicos, los
grupos de moléculas seleccionados de Argemone y Magnolia son mostrados en la Figura

4.7.

p—

Alcaloides
Argemone —=

Flavonoides

—

p—

Terpenos (C10y C15)

Magnolia —=  Fenoles

Alcaloides

S—

Figura 4.7. Grupos de compuestos quimicos seleccionados con potencial insecticida.

Los compuestos de dichos grupos tienen mayor probabilidad de actuar como insecticida
contra la mosca mexicana de la fruta 4. ludens debido a que tienen roles en la defensa

contra insectos.

4.4. Seleccion de compuestos candidatos y descripcion de rutas de biosintesis y
modos de accion.

4.4.1. Argemone
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Los compuestos de los grupos quimicos seleccionados cumplen con la condicion de ser
aislados o estar presentes en la semilla de al menos una de las cuatro especies de

Argemone, A. grandiflora, A. platyceras, A. mexicana y A. ochroleuca (Figura 4.8).

La sanguinarina (6) y la berberina (9) estan presentes en tres especies; y la
dihidrosanguinarina (1), dihidroqueleritrina (2), protopina (5), queleritrina (8) y copsitina
(7) en dos especies. El resto de los compuestos solo estan en una de las cuatro especies

(3, 4, 6,28, 29,30y 31; Figura 4.8).

Alcaloides y Semilla
flavonoides A. platyceras

Fruto A. grandiflora

A. ochroleuca

A. mexicana

Frecuencia de aparicion
B En4especies

B En3especies

En 2 especies

B En1especie

Figura 4.8. Representacion grafica de la aplicacion del primer y segundo criterio en
Argemone spp. El diagrama de Venn muestra el conjunto de alcaloide y flavonoides de
las semillas de Argemone y el conjunto vacio (0) de compuestos no encontrados en frutos
de Argemone. Los colores representan la frecuencia de aparicion del compuesto en un
total de cuatro especies.

Del total de compuestos, 10 se han evaluado al menos en una plaga artropoda. Los
compuestos 9, 6, 5, 1 y 8 poseen las efectividades més altas, aunque se diferencian por la

especie, estadio de la plaga, y el tiempo de evaluacion (Tabla 4.5).
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Tabla 4.5. Potencial biocida de compuestos de semilla de Argemone spp contra artropodos.

Compuesto Actividad Especie Orden Estadio Efectividad  Efectividlad Tiempo de Tipo de Referencia
DLso (otras) exposicion exposicion
Alcaloides
Dihidrosanguinari Larvicida  Mythimna Lepidoptera L3er 0.085 mg/mL. NR 96hr Contacto Feng, et al 2008
na (1) separata
Dihidroqueleritrin  Larvicida  Aedes Diptera L3er No activa a 24y48h Contacto Akampurira, 2013
a (2) aegypti 20mg/mL
Sanguinarine (6)  Larvicida  Lymantria Lepidoptera L3er 4.963 72 h Contacto Zou, et al 2019
dispar ug/larva
Larvicida  Pieris Lepidoptera L3er 57,14% de NR Contacto Chun-mei, 2012
rapae L mortalidad a
4 000mg/L.
Larvicida  Bombyx Lepidoptera L4to 94,4% de 5d Contacto Li, et al 2019
mori mortalidad a
0.3%
Larvicida  Culex Diptera L4to 93% de 72h Contacto Ueno, et al 2019
pipiens mortalidad a
pall 10ppm
Queleritrina (8) Larvicida  Culex Diptera L4to NR DL1oo= 72 h Contacto Ueno, et al 2019
pipiens 100ppm
pall (mg/L)
Protopina (5) Molusquic Lymnaea  Gastropoda A 0,08mg/L NR 24 h Contacto Singh & Singh,
ida acuminata 1999
Larvicida  Culex Diptera L4to 98% de 72h Contacto Ueno, et al 2019
pipiens mortalidad a
pall 100ppm
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Allocriptopina (4) Larvicida  Culex Diptera L4to NR DLoo= 72 h Contacto Ueno, et al 2019
pipiens 100ppm
pall
Copsitina (7) Larvicida  Lymantria Lepidoptera L3er >400 pg/larva NR 72 h Contacto Zou, et al 2019
dispar
Berberina (9) Fototoxici  Aedes Diptera L3er Berb + UV= NR 24 h Contacto +luz  Philogene, et al
dad atropalpus 8.8 ppm 1984
insecticida Berbpura=
250ppm
Antialime Blattodea A NR DL1oo= 7d Ingestion + Wahyudi, et al
ntaria Coptoterm 50mg/mL papel filtro 2012
es
formosanu
s
Insecticida Drosophil  Diptera A 19.0 ng/ NR 3h Aplicacion Miyazawa, et al
a adulto abdominal 2002
melanogas
ter
Antialime  Plutella Lepidoptera L3er NR AFg= 1000 12h Ingestion + Manosalva, et al
ntaria xylostella mg/L alimento fresco 2019
Flavonoides
Luteolina (28) Antialime  Acyrthosip Hemiptera A NR AFi00> 100 2h Grafico de Gotawska &
ntaria hon pisum g/cm’ Penetracion Lukasik, 2012
Eléctrico
Eriodictiol (29) Insecticida M. Diptera A 87,09 ng/g de NR 48 h Alimentacion ~ Wang, ef a/ 2011
domestica azlcar
Larvicida  Aedes Diptera L4to 29,47 ng/g de NR 48 h Alimentacion ~ Wang, ef a/ 2011
albopictus. azucar
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A= adulto

L4to= larva cuarto estadio

L3er= larva tercer estadio

LD= dosis letal

AF= actividad antialimentaria

NR= No reportado

GPE= Grafico de Penetracion Eléctrico

La berberina (9) se encontr6 evaluada en cuatro plagas diferentes, resaltando la actividad
insecticida contra adultos de Drosophila melanogaster (Diptera; DLso 19 ng/adulto en 3
h) y actividad fototdxica contra la larva de Aedes atropalpus (Diptera; DLso 8.8 ppm en
24 h). La sanguinarina (6) se encontr6 evaluada en cuatro especies diferentes, destacando
su actividad larvicida en Culex pipiens pall (Diptera; 98% de mortalidad a 10 ppm en 72
h) y Lymantria dispar (Lepidoptera; DLso 4.963 pg/larva en 72 h).

La protopina (5) se ha evaluado como molusquicida en adultos de Lymnaea acuminata
(Mollusca) y larvicida en Culex pipiens pall (Diptera), con efectividades de DLso 0.08
mg/L a las 24 h y 93% de mortalidad a 100 ppm a las 72 h, respectivamente. La
queleritrina (8) se evaluo en larvas del cuarto estadio de Culex pipiens pall (Diptera) y
tuvo un valor DLjgo de 100 ppm en 72 h. La dihidrosanguinarina (1) fue evaluada en
larvas del tercer estadio de Mythimna separata (Lepidoptera) obteniendo una DLso 0.085
mg/mL (85ppm) en 96 h.

La copsitina (7) estuvo presente en dos especies y para una actividad larvicida del 50%
en Lymantria dispar (Lepidoptera) se necesitaron dosis mayores a 400 pg/larva en 72 h.
La dihidroqueleritrina (2) no tuvo actividad biocida a una concentracion de 20 mg/mL en
larvas de Aedes aegypti (Diptera) durante 24 y 48 h. El resto de los compuestos evaluados
son la allocriptopina (4) y dos flavonoides: la luteolina (28) y el eriodictiol (29).

Los porcentajes de composicion considerados para el criterio cuatro son mostrados en la
Tabla 4.6. Se encontrd que la dihidrosanguinarina (1) es el mayor constituyente de los
alcaloides de la semilla de A. mexicana (87%) y A. ochroleuca (45.2%). La
dihidroqueleritrina (2) esta en un 30.27% en la semilla de A. ochroleuca y la sanguinarina
(6) en un 5% en A. mexicana. Mientras que la berberina (9), protopina (5) y queleritrina
(8) estan en mayor porcentaje en la semilla de 4. ochroleuca (13.6, 8.5 y 1.36%,

respectivamente) que en la semilla de 4. mexicana. El porcentaje de composicion de
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copsitina (7) no fue reportado y los porcentajes de composicion de compuestos aislados

de A. platyceras y A. grandiflora no fueron reportados.

Tabla 4.6. Porcentajes de composicion de compuestos de los grupos quimicos

seleccionados de Argemone. Los valores estan ordenados de mayor a menor.

A. mexicana A. ochroleuca
Clave Compuesto (%) Clave Compuesto (%)
Alcaloides 13% Alcaloides -
1 Dihidrosanguinarina 87 1 Dihidrosanguinarina 45,23
6 Sanguinarine 5 2 Dihidroqueleritrina 30,27
9 Berberina 0,57 9 Berberina 13,6
5 Protopina 0,34 5 Protopina 8,5
8 Queleritrina 0,12 8 Queleritrina 1,36
7 Copsitina 0,03 6 Sanguinarine 1,02
2 Dihidroqueleritrina 0,01

Los compuestos 6, 9, 5, 8 y 1 se postulan como los principales candidatos, seguido de los
compuestos 2 y 7. De manera adicional, debido a la escasez de compuestos, también se
propone la consideracion de 4, 29 y 28, aunque su presencia y porcentaje de composicion

no es muy relevante en Argemone, sus actividades insecticidas si lo son.

4.4.2. Magnolia

En esta revision se han considerado los compuestos aislados de frutos, semillas y
sarcotesta. Los compuestos de los grupos quimicos seleccionados (terpenos, fenoles y
alcaloides) provienen de frutos de M. ovata (48), de semillas de M. grandiflora, M.
denudata y M. officinalis (44), y de sarcotesta de M. kwangsiensis (21). Las Figuras 4.9
(monoterpenos), 4.10 (sesquiterpenos) y 4.11 (fenoles y alcaloides) muestran las

intersecciones en donde un compuesto puede ser comun en otra estructura.

Segun el primer criterio de seleccion y de acuerdo con los datos obtenidos, 21 compuestos
se han aislado a partir de la sarcotesta (primer criterio). De los cuales, cinco compuestos
estan en comun en tres especies (1, 14, 21, 51 y 61), nueve en dos especies (5, 7, 10, 11,
15, 26, 56, 35 y 47) y el resto solo en una especie (segundo criterio; Figura 4.9, 4.10 y
4.11).
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Monoterpenos

Semilla

M. grandiflora
Fruto M. Officinalis
M. ovata M. denudata

Frecuencia de aparicion
B En4especies

Bl En3especies
Sarcotesta

En 2 especies M. kwangsiensis

I  En 1especie

Figura 4.9. Representacion grafica de la aplicacion del primer y segundo criterio en
Magnolia spp. El diagrama de Venn muestra la distribuciéon de monoterpenos en las
estructuras vegetativas dentro de los conjuntos de fruto, semilla y sarcotesta; y su
frecuencia de aparicion representado por los colores en un total de cinco especies.

Sesquiterpenos

Semilla

Fruto M. grandiflora
M. ovata M. Officinalis
M. denudata

Frecuencia de aparicion

B En4especies

B En 3 especies Sarcotesta

En 2 especies M. kwangsiensis

B En1lespecie
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Figura 4.10. Representacion grafica de la aplicacion del primer y segundo criterio en
Magnolia spp. El diagrama de Venn muestra la distribucion de sesquiterpenos en las
estructuras vegetativas dentro de los conjuntos de fruto, semilla y sarcotesta; y su
frecuencia de aparicion representado por los colores en un total de cinco especies.

Alcaloides y
fenoles

Semilla

Fru;; M. grandiflora
. ovata M. officinalis
M. denudata

Frecuencia de aparicion

Sarcotesta

Bl En4especies
M. kwangsiensis
B En3especies g

En 2 especies

I En1especie

Figura 4.11. Representacion grafica de la aplicacion del primer y segundo criterio en
Magnolia spp. El diagrama de Venn muestra la distribucion de fenoles y alcaloides en las
estructuras vegetativas dentro de los conjuntos de fruto y semilla. El conjunto sarcotesta
no contuvo compuestos fendlicos ni de tipo alcaloides (conjunto vacio ). La frecuencia
de aparicion representado por los colores en un total de cinco especies.

Como segundo criterio, de los compuestos aislados de semillas, tres compuestos estan
presentes en cuatro especies (36, 37, 91), seis en tres especies ( 8, 12, 20, 53, 63, 92) y
ocho en dos especies (3, 27, 52, 77,79, 62 y 71; Figuras 4.9, 4.10 y 4.11).

Del total de compuestos el 37% (40 de 108) esta evaluado al menos en una plaga artrépoda
y de los que se seleccionaron en el segundo criterio se encontr6 evaluado el 90% (27 de

30; Tabla 4.7).

Hernandez-Rocha, 2021 69




Tabla 4.7. Potencial biocida de compuestos de Magnolia contra artropodos.

Compuesto  Actividad Especies Orden Estadio  Efectividad Efectividad Tiempo Tipo de Referencia
DLso DLoo exposicion
Sarcotesta
Presente en 3 especies
a-pineno (1)  Atrayente de Hylobius Coleoptera A - DND -- Fumigacion Nordlander, 1990
escarabajos abietis
Insecticida Lycoriella mali Diptera A 9,85 ng/mL  DLoys=14 24 h Fumigacion  Choi, ef al 2006
pg/mL
Insecticida Tribolium Coleoptera A 14,08 mg/l. DLgo=28,26 24 h Fumigacion Cao, et al 2019
castaneum aire mg/L aire
a-Terpineol ~ Larvicida Culex pipiens Diptera L4to 194 mg/L DLgo=216 24 h Contacto Traboulsi, et al
(14) molestus mg/L 2002
Insecticida Musca Diptera A 3,74 pl/L DL9o=14,99 24 h Fumigacion  Zhang, et al 2017
domestica ul/L
Linalool (21) Insecticida Sitophilus Coleoptera A 1046 mg/L NR 24 h Fumigacion  Zhou, ef al 2012
zeamais
Larvicida Culex pipiens Diptera L4to 193 mg/L DLgo=213 24 h Contacto Traboulsi, et al
molestus mg/L 2002
Insecticida Lycoriella mali Diptera A 21,15 DLos=40,50 24 h Fumigacion  Choi, ef al 2006
pg/mL pg/mL
0-Cadineno Larvicida Anopheles Diptera L3er DLs0=8.23 NR 24 h Contacto Govindarajan, et
(51) Stephensi pg/mL al 2016
Ae. Aegypti Diptera L3er DLs50=9.03 NR 24 h Contacto Govindarajan, et
pg/mL al 2016
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Culex Diptera L3er DL50=9.86 NR 24 h Contacto Govindarajan, et
quinquefasciat pg/mL al 2016
us
B-bisaboleno  No evaluado No evaluado
(61)
Sarcotesta
Presencia en 2 especies
Mirceno (5)  Débil Sitophilus Coleoptera A DLs50=27,37 NR 24 h Contacto Abdelgaleil, et al
actividad oryzae mg/L 2009
insecticida
Insecticida M. domestica Diptera A DLso=4,95 LD90=7,16 24h Fumigacion  Zhang, et al 2017
pl/L ul/L
a-felandreno  Insecticida Blattella Blattodea A 76% de mortalidad a 1 48h Contacto
(7) germanica mg/adulto
Insecticida Sitophilus Coleoptera A DLso=15.61 NR 24 h Fumigacion Liu & Du, 2011
zemais mg/L
B-felandreno  Insecticida Tribolium Coleoptera A DLso=22,56 LD90=30,1 24h Fumigacion Cao, et al 2019
(10) castaneum mg/L 4 mg/L aire
a-Terpineno  Insecticida Tribolium Coleoptera A DL50=23.70 24 h Fumigacion  Saad, ef al/ 2019
(11) castaneum pl/L aire
Insecticida Musca Diptera A DLso=2,41 LD90=4,25 24h Fumigacion Zhang, ef al 2017
domestica ul/L ul/L
y-Terpineno  Insecticida Phthorimaea Lepidoptera A DLs0=5.98 LD90=7.74 24h Fumigacion  Wu, et al 2020
(15) operculella mg/L aire mg/L aire
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Insecticida Blattella Blattodea A NR DL100=20 48 h Fumigacion  Yeom, et al 2012
germanica mg/papel
filtro
Insecticida Musca Diptera A DLso=2,15 DLoo=4,61 24h Fumigacion Zhang, ef al 2017
domestica ul/L ul/L
Isoledeno No evaluado No evaluado
(26)
Guaiol (56) Insecticida Musca Diptera A DLs50=16.9 NR 48 h Fumigacion  Liu, ef al 2013
domestica pL/L
Larvicida Plutella Lepidoptera L3er DL5s0=8.9 NR 12h Contacto Liu, et al 2013
xylostella mg/larva
Larvicida Mythimna Lepidoptera L4to DLso= 3.5 NR 48 h Fumigacion  Liu, ef a/ 2013
separate pL/L
a-Copaeno No evaluado No evaluado
(35)
B-Selineno Insecticida Drosophila Diptera A DLs0=0,55 NR 3h Aplicacion ~ Chu, ef al 2011
(47) melanogaster pg/adulto topica
Semillas
Presencia en 4 especies
a-humuleno  Insecticida Helicoverpa Lepidoptero L3er DL50=20,86 DLg=41.72 24h Ingestion Benelli, et a/ 2018
(36) armigera pg/mL pg/mL
Insecticida Dorymyrmex Hymenopter A DLso=75 DL9=8,68 48 h Fumigacion de Oliveira, et al
thoracicus a uL/L uL/L 2019b
B-cariofileno  Insecticida Spodoptera Lepidoptera L3er DL75=80 DL¢s=1000 24 h Contacto Cérdenas-Ortega,
(37) frugiperda ppm ppm etal 2015
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Insecticida Dorymyrmex Hymenopter A DLso=1,49  DL9=9,90 48h Fumigacion de Oliveira, et al
thoracicus a uL/L uL/L 2019b
Insecticida Tribolium Coleoptera A DLs50=36.0  DL9o=66.91 24h Contacto Pang, et al 2020
castaneum ug/adulto ug/adulto
Honokiol Larvicida Aedes Diptera L3er DLso=6.13  DL90=16,52 24h Contacto Wang, et al 2019
(91) albopictus mg/L mg/L
Larvicida Anopheles Diptera L3er DLso=7,37 DLg9p=31,41 24h Contacto Wang, et al 2019
sinensis mg/L mg/L
Insecticida Nilaparvata Hemiptera A DLs0=0.324 NR 48 h Aplicacion  Ye, et al 2015
lugens mM topica
Semillas
Presencia en 3 especies
Limoneno (8) Insecticida Lasioderma Coleoptera A DLso=13.7 DLg=27.8 24h Fumigacion Pang, ef al 2021
serricorne mg/L aire mg/L aire
Insecticida Tribolium Coleoptera A DLs50=6,79  DL¢o=17,18 24 h Fumigacion  Cao, et al 2019
castaneum mg/L mg/L aire
Insecticida M. domestica  Diptera A DLs50=3,22  DLg¢=4,52 24h Fumigacion Zhang, et al 2017
pl/L ul/L
p-cimeno Insecticida Tribolium Coleoptera A DLs0=27,01 NR 24 h Contacto Saad, et a/ 2019
(12) castaneum pl/l aire
Insecticida Blattella Blattodea A 68% 98% 48 h Fumigacion  Yeom, et al 2012
germanica hembras a 1 machos a 1
mg/adulto mg/mL
Insecticida Musca Diptera A DLso=0.77  DL9o=2,48 24 h Fumigacion Zhang, ef al 2017
domestica ul/L ul/L
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Acetato de Insecticida Liposcelis Psocoptera A DLso=1,1 NR 24h Fumigacion Feng, et al 2019
bornil (20) bostrychophila mg/L aire
Insecticida Sitophilus Coleoptera A NE DL100=0,1 7d Fumigacion ~ Rozman, 2006
granarius ug/720mL
Insecticida Musca Diptera A DLso= 4.24 DLoo= 7.8 24h Fumigacion Zhang, ef al 2017
domestica ul/L ul/L
Oxido de Larvicida An. Diptera L4to DL50=49.46 DLg=1153 24h Contacto Zhu & Tian, 2013
cariofileno anthropophagu mg/L 8 mg/L
(53) s
Insecticida Tribolium Coleoptera A DLso = NR 24 h Fumigacion  Kim, et a/ 2010
castaneum 0,00018 abierta
mg/cm3
(E)-Nerolidol Insecticida Metopolophiu ~ Hemiptera A DLso=3.5 DL9o=9.ml/ 48 h Contacto Benelli, ef al 2020
(63) m dirhodum ml/L L
Insecticida Spodoptera Lepidoptera A DLso NR 24 h Via Ghoneim, 2020
littoralis >100ppm alimento
fresco
Larvicida Ae. aegypti Diptera L3er DLs50=9,84  NR 24 h Contacto Wang, et al 2016
mg/L
Magnolol Insecticida Nilaparvata Hemiptera A DLso=0.137 NR 48 h Aplicacion  Ye, et al 2015
(92) lugens mM topica
Larvicida Culex pipiens Diptera L3er DLs0o=26 DL9=80,42 24h Contacto Wang, et al 2019
pallens mg/L mg/L
Semillas

Presencia en 2 especies
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B-pineno (3)  Insecticida Lasioderma Coleoptera A DLs50=28,3  DLogo=52 24 h Fumigacion Pang, ef al 2021

serricorne mg/L aire mg/L aire

Insecticida Lasioderma Coleoptera A DLso=14,66 DL9=28,19 24h Fumigacion Cao, et al 2019
serricorne mg/L mg/L aire
Insecticida Lycoriella mali Diptera A DLso=11,85 DLos=21,5 24h Fumigacion  Chot, et al 2006
pg/mL ug/mL

a-Trans- No evaluado No evaluado
Bergamoteno
27)
y-Cadineno No evaluado No evaluado
(52)
a-Cubebeno  No evaluado No evaluado
(77)
a-eudesmol ~ No evaluado No evaluado
(79)
a-Calacoreno No evaluado No evaluado
(62)
Ar- Larvicida Anopheles Diptera L3er DLso=10,45 DL90=20,52 24h Contacto Alshebly, et al
curcumeno stephensi pg/mL pg/mL 2017
(71) Culex Diptera L3er DLso=12.24 DL9p=23.26 24h Contacto

quinquefasciat pg/mL pg/mL

us

A= adulto

L4to= larva cuarto estadio
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L3er= larva tercer estadio
LD= dosis letal

NR= No reportado

DND= Dato no disponible

Los compuestos que se evaluaron en plagas dipteras en estado adulto en orden
descendente de efectividades son p-cimeno (12: DLso= 0.77 pL/L en 24 h), B-selineno
(47; DLso= 0,55 pg/adulto en 3 h), y-terpineno (15; DLso= 2,15 pL/L en 24 h), a-terpineno
(11; DLso= 2,41 pL/L en 24 h), limoneno (8; DLso= 3,22 uL/L en 24 h), a-terpineol (14;
DLso= 3,74 uL/L en 24 h), acetato de bornil (20; DLso= 4.24 uL/L en 24 h), mirceno (5;
DLso= 4,95 pL/L en 24 h), a-pineno (1; DLso= 9,85 pg/mL en 24 h), B-pineno (3;
DL5o=11,85 pg/mL), linalool (21; DLso=21,15 ug/mL en 24 h), y los evaluados en plagas
dipteras en estadios larvarios son honokiol (91; DLso= 6.13 mg/L en 24 h), §-cadineno
(51; DLso=8.23 pg/mL en 24 h), magnolol (92; DLso= 9,84 mg/L en 24 h), ar-curcumeno
(71; DLso= 10,45 pg/mL en 24 h), guaiol (56; DLso= 16.9 uL/L en 48 h) y 6xido de
cariofileno (53; DLso=49.46 mg/L en 24 h; Tabla 4.7).

Los compuestos evaluados en lepidoptera en estado adulto en orden descendente de
efectividades son y-terpineno (15; DLso= 5.98 mg/L en 24 h) y (E)-Nerolidol (63; DLso
>100 ppm en 24 h) y en estado larvario son guaiol (56; DLso= 3.5 puL/L en 48 h), a-
humuleno (36; DLso= 20,86 png/mL en 24 h) y B-cariofileno (37; DL9os=1000 ppm en 24
h).

Los compuestos evaluados en plagas coleopteras en fase adulto ordenados de manera
descendente de acuerdo con sus efectividades son 6xido de cariofileno (53; DLso=
0,00018 mg/cm? en 24 h), limoneno (8; DLs¢= 6,79 mg/L en 24 h), linalool (21; DLso=
10.46 mg/L en 24 h), a-pineno (1; DLso= 14,08 mg/L en 24 h), B-pineno (3; DLs5c=14,66
mg/L en 24 h), a-felandreno (7; DLso= 15.61 mg/L en 24 h), B-felandreno (10; DLso=
22,56 mg/L en 24 h), a-terpineno (11; DLso =23.70 uL/L en 24 h), p-cimeno (12; DLso=
27,01 uL/L en 24 h), mirceno (5; DLso= 27,37 mg/L), B-cariofileno (37; DLso= 36.0
pg/adulto en 24 h) y acetato de bornil (20; DL1oo= 0,1ng/720 mL en 7 d).

Los compuestos con mayor efectividad insecticida y evaluados en diptero, lepidoptero o
coledptero en estado adulto son el 6xido de cariofileno (53), p-cimeno (12), B-selineno

(47), y-terpineno (15), a-terpineno (11), limoneno (8), a-terpineol (14), acetato de bornil
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(20), mirceno (5), a-pineno (1), linalool (21), B-pineno (3), a-felandreno (7), B-felandreno
(10), B-cariofileno (37) y (E)-nerolidol (63).

Para el cuarto criterio, los porcentajes de composicion son mostrados en la Tabla 4.7. El
estudio de Zheng et al (2019) reporté que los monoterpenos en la sarcotesta de M.
kwangsiensis constituyen el 86.59%. De este porcentaje el B-felandreno (10) se encontrd
en un 10.96%, el a-terpineno (11) en un 6.37%, el a-felandreno (7) en un 6.16%, el
mirceno (5) en un 6.04%, el a-terpineol (14) en un 0,5%, el a-pineno (1) en un 0.33%, el

y-terpineno (15) en un 0.3% y linalool (21) en un 0.23% (Tabla 4.8 y 4.9).

Ali et al (2020) encontrd que el B-cariofileno (37), p-cimeno (12), 6xido de cariofileno
(53), B-pineno (3) , limoneno (8), B-selineno (47) y acetato de bornil (20) estan en un
19.6,5.5,1.9, 1.2, 1, 0.9, 0.4%, respectivamente en la semilla de M. grandiflora. Wang
et al (2016) reportd que el (E)-nerolidol tiene un porcentaje de composicion del 2.18%.
El estudio de Barros ef al (2012) reportd que los alcaloides y compuestos fendlicos se
encuentran en un porcentaje menor al 10% en frutos completos de M. ovata. Se detallan

sus valores de los componentes especificos en el Apéndice 4.3.

De acuerdo con el cuarto criterio resultan 12 compuestos candidatos para su evaluacion
en A. ludens: B-cariofileno (37), B-felandreno (10), a-terpineno (11), a-felandreno (7),
mirceno (5), p-cimeno (12), 6xido de cariofileno (53), (E)-nerolidol (63), B-pineno (3),
limoneno (8), B-selineno (47) y a-terpineol (14).
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Tabla 4.8. Porcentajes de composicion de monoterpenos de Magnolia. Los valores estan ordenados de mayor a menor.

Monoterpenos
Fruto completo Semillas Semillas Semillas Sarcotesta
M. ovata M. grandiflora M. denudate M. officinalis M. kwangsiensis
Compuesto (%) Compuesto (%) Compuesto (%) Compuesto (%) Compuesto (%)
p-cimene 1 Eucaliptol (1,8- 10.6 Limoneno 1,49 a-pineno NO cis-B-ocimeno 56,03
cineol)
Acetato de bornil 0,1-1,1 B-felandreno 7,3 Terpine-4-ol 1,5 B-pineno NO B-felandreno 10,96
Ciclocolorenona 0,6 p-cimeno 5,5 p-cimeno 1,3 Limoneno NO a-terpineno 6,37
Linalool (B- 04 -pineno 1,2 y-terpineno 0,86 camfeno NO a-felandreno 6,16
linalool)
Geranilacetona 0,2 a-felandreno 1,1 a-terpineol 0,65 a-terpineol NO Mirceno (B- 6,04
mirceno)
Limoneno 1 a-terpineno 0,55 Borneol NO cis-4-tujanol 0,72
a-pineno 1 Acetato de NO a-terpineol 0,5
bornil
Mirceno (B- 0,6 Linalool (B- NO p-menth-2-eno 0,4
mirceno) linalool)
Acetato de 0,4 Oxido  de NO Alcohol de 0,33
bornil aromadendre artemesia
no
a-pineno 0,33
y-terpineno 0,3
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terpinoleno 0,25
Linalool (B- 0,23
linalool)
Total 1,1-1,5 Total - Total --- Total --- Total 86,59%
%
Tabla 4.9. Porcentajes de composicion de sesquiterpenos de Magnolia. Los valores estan ordenados de mayor a menor.
Sesquiterpenos
Fruto completo Semillas Semillas Semillas Sarcotesta
M. ovata M. grandiflora M. denudate M. officinalis M. kwangsiensis
Compuesto (%) Compuesto (%) Compuesto (%) Compuesto (%) Compuesto (%)
Espatulenol 2,8-19,3  B-cariofileno 19,36 B-cariofileno 18,89 a-carifileno NO Cis-p-farneseno 1,22
(a-humuleno)
B-eudesmol 7,6-8 o-cadineno 4 o-carifileno 5,15 y-selineno NO 0-cadineno 1,04
(a-humuleno) (Eudesma-
4(14),7(11)-
dieno)
trans-p-guaieno 2,6 y-muuroleno 2,7 (E)-nerolidol 2,18 Oxido de NO B-bisaboleno 0,7
cariofileno
d-cadineno 2,6 y-cadineno 2 (E)-nerolidol NO Acoradieno 0,54
Epodxido de 0,3-32 Oxido de 1,9 Ar- NO Isoledeno 0,5
humulene I1 cariofileno curcumeno
Germacreno 0.4-6,4 Calameneno 1,8 o-eudesmol NO a-copaeno 0,35
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Isobiciclogermacr 0,5-2,3 Sesquisabineno 1,7 Guaiol 0,23
enal
B-cariofileno 2 a-copaeno 1,6
b-elemeno 2 o-muuroleno 1,6
Biciclogermacren 1,8 (E)-nerolidol 1,2
0
14-Hidroxi-Z- 1,5 a-cariofileno (- 1
cariofileno humuleno)
Aristolone 1,4 B-selineno 0,9
14-Hidroxi-9-epi- 1,4 a-calacoreno 0,9
E-cariofileno
Mustakone 1,2-1,4 (E)-a- 0,8
Bisaboleno
14-Hidroxi-a- 1,2 a-ylangeno 0,7
muuroleno
o-eudesmol 0,9-1,3 o-selineno 0,7
7(14)-Isodaucen-  1,1-1,2 B-farneseno 0,4
10-ona (Salvial-
4(14)-ene-1-ona)
Globulol 1,1 Cadina 1,4- 0,3
dieno
(cubeneno)
Oxido de 1,1 T-cadinol (=-- 03
cariofileno cadinol)
Guaiol 0,9 a-cadinol 0,3
Isoledeno 0,1-0,8 T-muurolol 0,1
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a-carifileno  (a- 0,9 Cadaleno 0,04-
humuleno) 0,7
Germacreno B 0,8 a-cubebeno 0,04
Acetato de 0,7

kusinol

o -Acorenol 0,6

Kusilal 0,6

Amorfa-4,9-dien- 0,5

2-o0l

Amotha-4,9-dien- 0,5

14-al

B-selineno 0,5

Acetato de E- 04

nerolidol

Ar-curcumeno 0,4

B-cubebeno 0,3

14-Hidroxi-o- 0,3

cadineno

Carissona 0,3

B-bisaboleno 0,2-0,3

a-cubebeno 0,2

y-elemeno 0,2

Propanoato de 0,2

neril

y-cadineno 0,2
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a-calacoreno 0,2

o-cubebeno 0,2

o-trans- 0,1

bergamoteno

Totales 21,9- Totales - Totales --- Totales - Totales 5%
66,6 %

NO= No obtenido
NR= No reportado
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4.5. Rutas metabolicas de compuestos seleccionados

4.5.1. Argemone

Se seleccionaron 10 compuestos de Argemone spp como candidatos para la evaluacion
en A. ludens, siendo, sanguinarina (6), berberina (9), protopina (5), queleritrina (8),
dihidrosanguinarina (1), dihidroqueleritrina (2), copsitina (7), allocriptopina (4),
eriodictiol (29) y luteolina (28), por lo tanto, se describen sus vias de biosintesis a

continuacion.

4.5.1.1. Alcaloides de isoquinolina

Para llegar a la biosintesis de benzofenantridinas primero transcurren las reacciones que
derivan a los alcaloides de benzolisoquinolinas (BIA). La L-tirosina es el principal
precursor de los alcaloides de isoquinolina que dara lugar a la sintesis de la (S)-reticulina,
el intermediario central de la ruta (Ziegler & Facchini, 2008). A partir de ahi se sintetiza
una gran cantidad de tipos estructurales, entre ellos las benzofenantridinas,

protoberberinas y protopinas (Huang, et a/ 2021).

Una via de ramificacion importante comienza con la formacion de la (S)-scoulerina por
la enzima tipo puente de berberina (BBE; Figura 4.12 y 4.13). La biosintesis de
benzofenantridinas inicia con la formacion de dos puentes metilenedioxi (S)-
queilantifolina y (S)-estilopina que da origen a protopina (5), dihidrosanguinarina (1), y
sanguinarina (6). La formacion de copsitina (7) en algunas especies proviene de

reacciones espontaneas de (S)-estilopina (Yamada, ef al 2016).
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Figura 4.12. Biosintesis de 6, 9, 5, 7, 8, 4 y 2, compuestos candidatos de Argemone
(alcaloides de isoquinolina). EIl: (RS)-3’-hidroxi-N-metilcoclaurina 4'- O-
methiltransferasa; E2: enzima puente de beberine; E3: scoulerina 9-O-metiltransferasa;
E4: (S)-canadina sintasa; ES5: tetrahidroberberina-cis-N-metiltransferasa; E6: N-
metilestilopina-14-hidroxilasa; E7: protopina 6'-hidroxilasa; ES:
dihidrobenzofenantridina oxidasa; E9: queilantifolina sintasa; E10: estilopina sintasa.
Modificado de Akampurira (2013), Huang et a/ (2021), Sato et al (2001), Yahyazadeh et
al (2018) y Huang et al (2019), Bauer & Zenk (1991), O'Keefe & Beecher (1994),
Tanahashi & Zenk (1990), Beaudoin & Facchini (2013) y Schumacher & Zenk (1988).
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Una ramificacion alternativa para el metabolismo de (S)-scoulerina involucra la
formacion de (S)-tetrahidrocolumbamina por la scoulerina 9-O-metiltransferasa cuyos
productos dan origen a 4, 2 y 8. De manera paralela, surge la via de protoberberinas (sales
de protoberberina cuaternaria) a partir de (S)-canadina o (S)-tetrahidroberberina que

dirige a la formacion de berberina (9; Figura 4.13).
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Figura 4.13. Biosintesis de 9, compuesto candidato de Argemone (alcaloides de
isoquinolina). E1: enzima tipo puente de beberine; E2: (S)-scoulerina-9-O-
metiltransferasa; E3: (S)-canadina sintasa; E4: (S)-tetrahidroprotoberberina oxidasa.
Basado en Sato et al (2001), Yamada et a/ (2016) y Galanie & Smolke (2015).

La subsecuente N-metilacion de (s)-estilopina por la tetrahidroprotoberberina cis-N-
metiltransferasa (TMNT) produce (S)-cis-N-metilestilopina la cual es convertida por la
(S)-cis-N-metilestilopina 14-hidroxilasa (MSH) a protopina (5). La formacion de
alcaloides de protoberberina 14-hidroxilados N-metilados es un paso crucial para la
sintesis de protopina y subsecuentemente las estructuras de benzofenantridina, en donde

la enzima clave es la MSH (Beaudoin & Facchini, 2013).

4.5.1.2. Flavonoides
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En los pasos iniciales de la biosintesis de flavonoides se da la formacion de chalconas,
moléculas basadas en un esqueleto de 15 carbonos. Para ello, sucede una reaccion de
condensacion entre el p-cumaril-CoA y tres moléculas de malonil-CoA, catalizada por la

chalcona sintasa (CHS) (Martens & Mithéfer, 2005; Figura 4.14).

La chalcona es ciclada estereoespecificamente por accion de la chalcona isomerasa (CHI)
dando origen a una (2S)-flavanona que es el precursor del punto de ramificacion de
diversos flavonoides (Leonard, et a/ 2005). La flavanona requerida para la formacion de
29 es la (2S)-naringenina, cuya biosintesis ocurre en dos reacciones catalizadas por la

flavanona 3’5" monooxigenasa y la flavonoide 3" monooxigenasa (Figura 4.14).

Las flavonas sintasa son las enzimas que catalizan la biosintesis de flavonas a partir de
flavanonas (Nakatsuka, et al 2005). El precursor de 28 es el eriodictiol y se necesita el

trabajo de una flavona sintasa I, la cual requiere 2-oxoglutarato y Oz en la reaccion (Figura

4.14).
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Figura 4.14. Ruta de biosintesis de compuestos candidatos de Argemone (eriodictiol y
luteolina). E1: chalcona sintasa, E2: chalcona isomerasa, E3: flavanona 3°5’
monooxigenasa, E4: flavonoide 3" monooxigenasa, E5: flavona sintasa 1. Adaptado de
QMUL (2021c¢).

4.5.2. Magnolia

Los 12 compuestos seleccionados de Magnolia spp como candidatos para la evaluacion
en A. ludens, es decir, B-cariofileno (37), B-felandreno (10), a-terpineno (6), a-felandreno
(7), mirceno (5), p-cimeno (12), 6xido de cariofileno (53), (E)-nerolidol (63), B-pineno
(3), limoneno (8), B-selineno (47) y a-terpineol (14). A continuacion, se describen sus

rutas de biosintesis.

4.5.2.1. Monoterpenos y sesquiterpenos

El DMPP y IPP se condensan para formar todos los trans-isoprenoides difosfato GPP y
FPP en reacciones catalizados por la geranil difosfato sintasa (GPPS) y farnesil difosfato
sintasa (FPPS). El DMPP es ionizado para formar un carbocation, el cual sufre un ataque
nucleofilico por el doble enlace olefinico del IPP seguido por una eliminacion H', para
formar el GPP (Karunanithi & Zerbe, 2019). El proceso también se repite para formar
FPP. Los isoprenoide difosfatos producidos por la GPPS y FPPS pueden ser sustrato de
una amplia variedad de terpeno sintasas (Oldfield & Lin, 2012).

Las terpeno sintasas (TPSs) son codificadas por la gran familia de genes TPS, dividida
en varias subfamilias. En angiospermas, la subfamilia TPS-a generalmente codifica a las
sesquiterpeno sintasas (sesqui-TPSs) y la subfamilia TPS-b primariamente a las
monoterpeno sintasas (mono-TPSs), aunque los monoterpenos aciclicos también son
sintetizados por sintasas de la subfamilia TPS-g. La familia de genes TPS ha
experimentado expansiones especificas dependiendo del linaje lo que ha llevado a una

proliferacion de enzimas TPSs relacionadas (Booth, et al 2020).

Las reacciones cataliticas en la biosintesis de terpenos estan gobernadas por cascadas de
rearreglos carbocationicos y la participacion de terpeno sintasas I (TPS I) y terpeno
sintasas II (TPS II; Tantillo, 2010). Las TPS I entran en los pasos iniciales de la biosintesis
para ejecutar el corte del enlace éster difosfato de los isoprenoides difosfato producidos

y las TPS II se encargan de la protonacion (O'Brien, et al 2016).
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Tras el corte del anion difosfato se genera un carbocation de geranil (monoterpenos) o
farnesil (sesquiterpenos) muy reactivo, que experimenta diversas ciclaciones y
reordenamientos, asi como cambios de metilo o de hidruros (hydride shifts; Tantillo,
2011, Figura 4.15). Finalmente, se conduce al producto final con la adicién de agua para
la estabilizacion del carbocation, que por lo general es la participacion de un terpeno

sintasa especifica (Vattekkatte, et a/ 2018).

Igualmente, en el caso de la biosintesis de los monoterpenos 10, 6, 7, 5, 12 (Figura 4.15),
8, 13 y 14 (Figura 4.16) se puede observar que el paso final lo ejecuta un terpeno sintasa
de cada compuesto. Y asi también, se puede notar para los sesquiterpenos 37, 53 (Figura

4.17), 47 (Figura 4.18) y 63 (Figura 4.19).
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Figura 4.15. Rutas de biosintesis de los monoterpenos candidatos de Magnolia, 10, 6,

7,5y 12. El: geranil pirofosfatasa sintasa E2: a-terpineno sintasa , E3: a-felandreno

sintasa, E4: y-terpineno sintasa, ES: p-cimeno sintasa, E6: B-felandreno sintasa, E7:
mirceno sintasa. Modificado de QMUL (2021b), Vattekkatte et al/ (2018); Gershenzon
& Croteau, (1990); Lukas et al (2010).
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Figura 4.16. Biosintesis de 8, 3 y 14, monoterpenos candidatos de Magnolia. E1: a-
terpineol sintasa, E2: (+)-B-pineno sintasa, E3: (+)-R-limoneno sintasa. Modificado de
QMUL (2021b), Vattekkatte et al (2018); Gershenzon & Croteau (1990); Lukas et a/
(2010).
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Figura 4.17. Biosintesis de 37 y 53, sesquiterpenos candidatos de Magnolia. E1:
farnesil pirofosfatasa sintasa, E3: (+) -B-cariofileno sintasa, E4: 6xido de cariofileno
sintasa. Modificado de QMUL (2021a), Vattekkatte et al (2018); Gershenzon & Croteau
(1990); Lukas et al (2010).
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Figura 4.18. Biosintesis de 47, sesquiterpeno candidato de Magnolia. E1: farnesil
pirofosfatasa sintasa, E2: (+)-germacreno A sintasa, E3: -selineno sintasa. Modificado
de QMUL (2021a), Vattekkatte et al (2018); Gershenzon & Croteau (1990); Lukas et al
(2010).
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Figura 4.19. Biosintesis de 63, sesquiterpeno candidato de Magnolia. E1: farnesil
pirofosfatasa sintasa, E2: (2R, 6E) nerolidol sintasa. Modificado de QMUL (2021a);
Vattekkatte et al (2018); Gershenzon & Croteau (1990); Lukas et al (2010).

4.6. Modos de accion toxicologicos
4.6.1. Argemone

4.6.1.1. Sanguinarina

La sanguinarina es una molécula fototoxica natural que produce singletes de Oz ('A,)
cuando es irradiada con luz UV cercano (Arnason, ef al 1997). El evento que conduce a
la formacién de ‘O»" es la fotoionizacion (Ecuacion 1) de la sanguinarina (Sang) que libera
un electrbn muy reactivo que causa dafio a las estructuras celulares y a las
macromoléculas (Tuveson, ef al 1989). Si la region celular contiene altas concentraciones

de oxigeno se vera favorecida la formacion de singletes de Oz (102).
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Ecuacion 1. Fotoionizacion de la sanguinarina y produccion de singletes de O».

La sanguinarina inhibe fuertemente la actividad de la acetiltransferasa de colina (enzima
cerebral presente en insectos y vertebrados), y la sintesis del ADN al unirse como un
intercalador (Schmeller, et al 1997). Los hallazgos del estudio de Zou et al (2019)
demostraron que la sanguinarina tiene efectos antialimentarios en la larva Lymantria
dispar, al inhibir la actividad de las enzimas digestivas a-amilasa, lipasa y serin proteasa,
y suprimir a un nivel significativo los niveles transcripcionales de ARNm de tales enzimas
en el intestino. En otro estudio, donde se analiz¢ el efecto de la sanguinarina en el gusano
de seda por ingestion, se encontrd que obstaculiza la hidrélisis de trehalosa, al reducir la
actividad de la trehalasa (THL) y su transcripcion. Esto conduce a la inhibicion del
metabolismo energético y por consecuencia la letalidad en la larva, ya que la trehalosa es

el azlicar que mayormente circula en la hemolinfa (L1, et a/ 2019).

4.6.1.2. Berberina

Es un compuesto con actividad fotodinamica bajo la exposicion de luz UV. Es capaz de
generar singletes de O> ('02) altamente toxicos que producen dafios citogenéticos. Se
encontrd que su actividad fototoxica provoca aberraciones cromosomicas en células de
hamster chino (Philogene, et a/ 1984). Aunado a ello, la berberina se une fuertemente
como intercalador al ADN interrumpiendo la replicacion, evento correlacionado con los
efectos inhibitorios en bacterias, insectos y vertebrados, actia como inhibidor de la
actividad de la polimerasa I, correlacionado con la inhibicién del crecimiento bacteriano,
y de la sintesis de proteinas correlacionado con la inhibicion del crecimiento radicular

(Wink, 1998b; Bhadra, et al 2008).

La berberina inhibe la actividad de neuroreceptores como el adrenérgico alfa-2,
nicotinergico (nAChR), muscarinérgico y de serotonina 2 (5-HT2), que son importantes
en la transduccion de sefiales en insectos y vertebrados (Schmeller, ef a/ 1997). Un estudio
identific6 a la ANT (Adenosina Nucleotido Translocasa) de mitocondrias hepaticas como
un objetivo importante de la berberina, causando una disminucion en la produccion de
energia y que también podria inducir la transicion de la permeabilidad de la mitocondria,

un importante inductor apoptoético (Pereira, et al 2008).
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4.6.1.3. Protopina

Ensayos in vivo e in vitro demostraron que la protopina inhibié la actividad de la
acetilcolinesterasa y la fosfatasa alcalina (enzima que elimina los grupos fosfatos de las
moléculas y lo provee para la sintesis de ATP) del tejido nervioso del caracol Lymnaea
acuminata (Singh & Singh, 1999). Posteriormente, se reportd que los principales efectos
causados por la protopina es una significante reduccion en su fecundidad, incubabilidad

y la supervivencia de caracoles jovenes (Singh & Singh, 2005).

4.6.1.4. Queleritrina

Se ha evaluado su potencial como molécula biocida en diferentes organismos, pero se
carece de estudios acerca de los modos de accion en insectos (Matsuhashi, ez al 2002; He,
et al 2018). Los resultados del estudio de Basu (2013) demostraron que la queleritrina
posee alta afinidad de unién al ADN de timo de ternero de manera intercalada
ocasionando la perturbacién significativa de la conformacion de la doble hélice. En otro
estudio se probaron los efectos toxicos de la queleritrina en la cianobacteria Microcystis
aeruginosa y se encontrd que el compuesto inhibe el flujo de energia proveido por el
fotosistema II al atrapar los electrones suministrados por el centro de reaccion (Liu, et al
2015). Otro estudio reportd que la toxicidad de la queleritrina en Ustilaginoidea virens
provoco ruptura del micelio y adelgazamiento de la pared celular, sugiriendo que la

queleritrina ataca a la pare celular de los hongos (Wei, et al 2020).

4.6.1.5. Dihidrosanguinarina

La bibliografia reporta que la sanguinarina es transformada a dihidrosanguinarina en el
tracto digestivo de los vertebrados, y se le atribuye como un primer paso de la
destoxificacion in vivo (Psotova, et al 2006). En cultivos celulares de Eschscholzia
californica también se ha descrito un mecanismo de destoxificacion que involucra la
conversion enzimatica de sanguinarina a dihidrosanguinarina, siendo esta ultima una
forma reducida menos toxica (Weiss, ef al 2006). Aunado a ello, un estudio demostr6 que
la dihidrosanguinarina no tiene ningln efecto en la bomba ATPasa de Na+/K+, mientras
que la sanguinarina se encontré como la responsable de su inhibicion, lo cual reconfirma

que la dihidrosanguinarina es un metabolito menos toxico (Janovska, ef al 2010).
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4.6.1.6. Dihidroqueleritrina

Se ha reportado que la dihidroqueleritrina posee actividad contra diversos organismos
como bacterias, insectos y protozoarios, sin embargo, en tales estudios falta la descripcion
de los mecanismos de accion de la toxicidad (Navarro & Delgado, 1999; Feng, et al 2011;
Yao, et al 2011; Fotie, et al 2007). Lin et al (2020) investigaron la biotransformacion de
queleritrina en microsomas de higado de raton y los andlisis mostraron que esta es
convertida a dihidroqueleritrina. Los resultados proveen importante evidencia acerca del
metabolismo de la queleritrina en células de mamiferos y por lo tanto promueve a indagar

si se trata de un mecanismo de destoxificacion.

4.6.1.7. Copsitina

Se han descrito diversos modos de accidon de la copsitina en microorganismos, pero esto
no abarca a los insectos o invertebrados. Se demostr6 que la copsitina actué como
molécula inhibitoria de la colagenasa de Clostridium histolyticum, metaloproteinasa
implicada en la degradacion de las matrices extracelulares de las células animales, debido
a su capacidad para digerir el coldgeno (Tanaka, et al/ 1991). La copsitina inhibi6 la
actividad y maduracion de la ureasa de Helicobacter pylori, enzima que le permite a las
bacterias patdgenas neutralizar los medios acidos del tracto gastrointestinal (Li, et al
2018a). Otro estudio encontrd que la coptisina es un potente inhibidor de la dihidroorotato
deshidrogenasa de Plasmodium falciparum, la cual es capaz de proveer una fuente

exclusiva de pirimidinas para la supervivencia de los nematodos (Lang, et al/ 2018).

4.6.1.8. Allocriptopina

Existe evidencia que la allocriptopina es muy toxica contra insectos como Pieris rapae,
Tribolium castaneum y Culex auianguefasciatus, desafortunadamente, los reportes no
brindan informacion acerca de los mecanismos o modos de accion (Zhang, et al 2009a).
Aunque se encontrd que la allocriptopina ejercid actividad inhibitoria en las enzimas CYP
3A4, CYP 2CP, CYP 2C19 y CYP 2D6, enzimas pertenecientes a la superfamilia del
citocromo P450, claves en metabolismo de xenobiodticos que se encuentran ampliamente

distribuidas en los tres dominios (Manda, et a/ 2016).
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4.6.1.9 Eriodictiol

Existe amplia informacion acerca de sus propiedades terapéuticas y farmacoldgicas del
Eriodictiol, en efecto, es considerado uno de los flavonoides con mayor actividad
farmacoldgica (Deng, et al 2020). Sin embargo, se carece de estudios que reporten los
modos de accion toxicologicos del eridictiol en insectos u otros organismos. El eriodictiol
es una molécula muy explorada en el &mbito médico y posiblemente no surge mucho

interés acerca de como efectia su toxicidad en los organismos.

4.6.1.10. Luteolina

Los estudios que reportan acerca de los modos y mecanismos de accion de la luteolina
son pocos. Un estudio encontrd que la luteolina inhibe la actividad de la fenoloxidasa de
la larva de Spodoptera exigua en ensayos in vitro de forma reversible y competitiva. La
inhibicion de la fenoloxidasa por la luteolina perturba el crecimiento de los insectos, ya

que dicha enzima tiene un rol importante en los procesos de desarrollo (Wang, et a/ 2010).

4.6.2. Magnolia

4.6.2.1. B-felandreno

Un anélisis in vitro encontrd que el B-felandreno tuvo actividad inhibitoria contra la
actividad de la acetilcolinesterasa (Bonesi, ef al 2010). Asimismo, otro estudio confirmé
dicha actividad inhibitoria en la acetilcolinesterasa de la cucaracha germéanica Blattella
germanica (Yeom, et al 2015). Ademads, para saber acerca de sus efectos toxicoldgicos,
un estudio demostro que el B-felandreno genera efectos genotoxicos observandose ruptura

de cadenas de DNA y mutaciones en cé¢lulas de pulmén de hamster (Cheng, ef al 2017).

4.6.2.2. a-terpineno

Un estudio in vitro demostrd que el a-terpineno ejercid actividad inhibitoria sobre la
adenosin trifosfatasa (ATPasa), enzima muy importante encargada de catalizar la
descomposicion de ATP en ADP y fosfato inorganico, y sobre la acetilcolinesterasa,

involucrada en la hidrolisis de la acetilcolina, ambas enzimas presentes en insectos (Saad,
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et al 2018). De igual forma, otro estudio en condiciones in vitro confirma tales efectos

inhibitorios en la ATP sintasa aislada de E. coli (Issa, et al 2019).

Un estudio reportd efectos alelopaticos del a-terpineno. El contacto del a-terpineno en
cultivos celulares de Zea mays gener6 una acumulacion de especies reactivas de oxigeno
causando la peroxidacion de lipidos de membrana y aumentando la permeabilidad,

induciendo la via apoptotica dependiente de caspasas (L1, et a/ 2018d).

4.6.2.3. a-felandreno

La actividad insecticida del a-felandreno en la larva de Lucilia cuprina provoc6 daiio en
diferentes 6rganos. Los analisis histolégicos mostraron alteraciones severas en la cuticula,
cerebro e intestino, sugiriendo que posiblemente afecta varios sitios objetivos. Ademas,

los autores sugieren un mecanismo de accion neurotdxico (Chaaban, et al 2018).

4.6.2.4. B-mirceno

Un estudio realizado en condiciones in vitro encontr6 que el mirceno ejerce inhibicion
competitiva en la monooxigenasa CYPB4501A1, una enzima microsomal involucrada en
la desactivacion de compuestos genotoxicos, lo que sugiere que este metabolito puede
interferir en la transformacion de xenobioticos, es decir, la interaccion de dichos
compuestos con la CYPB4501A1 es menos probable y las condiciones se vuelven mas

letales (De-Oliveira, et al 1997).

4.6.2.5. p-cimeno

Un estudio in vitro demostrod que el p-cimeno tuvo actividad inhibitoria en la adenosin
trifosfatasa o ATPasa (Saad, et al 2018). Al evaluar los efectos toxicos de p-cimeno en
mitocondrias de células animales, se observo que este induce una fuga de protones por la
region FO de la ATP sintasa y la ruptura de la membrana. Estos datos sugirieron que la
mitocondria es un sitio objetivo para los mecanismos de accidon tdxicos de p-cimeno
(Custodio, et al 2011). Otro estudio reportd que los efectos aleloquimicos del p-cimeno
en células de Zea mays causan estrés oxidativo despertando la ruta dependiente de

caspasas, la cual conlleva a apoptosis (Li, et al 2018d).

4.6.2.6. B-pineno
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En un estudio in vitro el B-pineno tuvo efectos inhibitorios en la ATP sintasa aislada de
E. coli, (Issa, et al 2019). Otro estudio encontrd que el B-pineno tuvo actividad inhibitoria
en la acetilcolinesterasa aislada de Aedes albopictus (Seo, et al 2015). El B-pineno tuvo
actividad repelente en Tribolium castaneum el cual indujo cambios en la expresion de
proteinas involucradas en la transmision neuronal, sin embargo, no se identificaron los
sitos donde ejercia cierto efecto repelente (Pajaro-Castro, et al 2017). La actividad
antifingica del B-pineno en el crecimiento de Candida albicans inhibe la sintesis de
ergosterol y las simulaciones de acoplamiento molecular sefalan que el B-pineno es capaz
de unirse a la delta-14-esterol reductasa de Candida albicans, enzima clave involucrada
en la sintesis de esteroles, los cuales influyen en la fluidez de la membrana (de Macédo

Andrade, et al 2018).

4.6.2.7. Limoneno

Se ha reportado que el d-limoneno ejerce efectos neurotoxicos en la lombriz roja
californiana Eisenia foetida, sin embargo, los mecanismos de como actia no fueron
estudiados (Karr, ef al/ 1990). Mas adelante se investigaron los modos de acciéon del d-
limoneno en enzimas clave del tejido nervio del caracol Lymnaea acuminata y se encontro
que el limoneno causé la inhibicion competitiva de la fosfatasa alcalina y la
acetilcolinesterasa tanto en ensayos in vivo como en in vitro (Kumar, et al 2009).
Igualmente, otro estudio in vitro volvio a confirmar que el limoneno tiene actividad anti-
acetilcolinesterasa (Zarrad, et a/ 2015). Del mismo modo, el d-limoneno fue evaluado en
la bacteria Listeria monocytogenes. El estudio reportd que afecta la respiracion y el
metabolismo de la bacteria al inhibir la funciéon del complejo de la cadena respiratoria y

la ATPasa (Han, et al 2020).

4.6.2.8. a-terpineol

Un estudio evalu6 la capacidad de bloque del a-terpineol sobre los receptores de
octopamina (AQO) de cucarachas americanas y los resultados demostraron que el a-
terpineol induce una disminucidon en la afinidad de unién de la octopamina a sus
receptores en una dosis dependiente. Donde los signos de toxicidad fueron cambios en
los latidos del corazon y en los niveles AMPc en el sistema nervioso (Enan, 2001). El

estudio de Oyedemi, (2009) report6 que el a-pineno provoca dafios severos en la pared y

Hernandez-Rocha, 2021 99



membrana celular de Listeria monocytogenes, Streptococcus pyogenes, Proteus vulgaris

y Escherichia coli.

4.6.2.9. B-cariofileno

Liu (2010) demostroé que el B-cariofileno tiene efectos toxicos en Aphis gossypii causando
severos efectos en la fertilidad y la produccion de mielada, y se encontrdé que inhibe la
actividad de la acetilcolinesterasa, la polifenol oxidasa, la carboxilesterasa y la glutation
S-transferasa tanto en ensayo in vivo como in vitro. Otro modo de accion es a través de la
perturbacion de la membrana celular, ya que la actividad antibacteriana del B-cariofileno
en Bacillus subtilis caus6 un aumento en la permeabilidad y pérdida de su integridad

conduciendo a la muerte celular (Moo, et al 2020).

4.6.2.10. Oxido de cariofileno

Se ha reportado que el efecto téxico del 6xido de cariofileno en mitocondrias de corazon
bovino, interfiere en la cadena transportadora de electrones al inhibir a la
NADH:ubiquinona (UQ) oxidorreductasa del complejo I (Monzote, ef al 2009). Anélisis
in vitro demuestran que el 6xido de cariofileno afecta la actividad del citocromo CYP3 A4,
enzima importante en el catabolismo de drogas (Spi¢akova, et al 2019). Adicionalmente,
otro estudio in vitro encontr6 que el 6xido de cariofileno inhibe fuertemente la actividad

del citocromo CYP3A (Nguyen, ef al 2017).

4.6.2.11. (E)-nerolidol

Es un sesquiterpeno de amplio uso y con multiples propiedades bioldgicas (Chan, et al
2016). Bioensayos de contacto del nerolidol en la larva de Spodoptera littoralis tuvieron
un efecto inhibitorio en la eficiencia de oviposicion y causé perturbacion en la capacidad
reproductiva, pero los mecanismos son desconocidos (Ghoneim, 2020). Ensayos in vitro
demuestran que el (E)-nerolidol causa una alta inhibicion de la actividad de la

acetilcolinesterasa (Al-Nagar, ef al 2019).

Andlisis in vitro e in silico demuestran que el (e)-nerolidol afecta la actividad del
citocromo CYP3A4, enzima importante en el catabolismo de drogas (Spi¢akova, et al
2019). Estudios in vitro demuestran que el efecto inhibidor del (E)-nerolidol en el parasito

Leishmania amazonensis se debe a notables interacciones con la membrana celular y que
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este altera su integridad (Alonso, ef al 2019). Otro estudio también sugiere la membrana
celular como un organelo objetivo, ya que demostrd que la toxicidad del (E)-nerolidol

ocasiona la fuga de iones K+ en Staphylococcus aureus (Inoue, et al 2004).

4.6.2.12. p-selineno

Es un sesquiterpeno presente en muchos aceites esenciales, los cuales han mostrados
actividad insecticida, sin embargo, a la fecha los estudios de su toxicidad individual son
escasos y acerca de sus posibles modos de accion atn no estan descritos (Chu, et al 2011;

Mesquita, et al 2020).

4.6.3. Prediccion de modos de accion

El andlisis in silico asignd a la sanguinarina, berberina, copsitina y queleritrina (este
ultimo moderadamente) como moduladores de canales de iones (0.50, 0.71, 0.80 y 0.42
respectivamente; Tabla 4.10) y como inhibidores enzimaticos (0.54, 0.82, 0.89 y 0.49
respectivamente). La dihidrosanguinarina mostrd uUnicamente baja afinidad como
inhibidor de cinasas (0.23). La protopina, dihidroqueleritrina, y allocriptopina no
mostraron aptitud activa por ninguno de los cinco objetivos ensayados, puesto que los
valores del puntaje no fueron significativos. El eriodictiol podria actuar como un ligando
de receptores nucleares, como asi lo mostraron los resultados in silico (Tabla 4.10).
También se predice que podria actuar débilmente como inhibidor enzimatico.
Interesantemente, el analisis in silico mostrd6 que la luteolina puede actuar
moderadamente sobre ligandos de receptores nucleares (0.39) y como inhibidor de

cinasas (0.26) e inhibidor enzimatico (0.28).

Los resultados in silico del B-felandreno, a-terpineno, a-felandreno, B-mirceno, p-
cimeno, B-pineno, limoneno y a-terpineol predicen que poseen muy baja afinidad a los
cinco objetivos ensayados. El mayor puntaje de actividad del B-cariofileno predice que
puede actuar como un modulador de canales de iones.Los resultados in silico predicen
que el 6xido de cariofileno tiene potencial para actuar como ligando de receptores
nucleares (0.62) y como inhibidor enzimatico (0.57). Los resultados del ensayo in silico
para el (E)-nerolidol predicen que puede funcionar moderadamente como modulador de

canales de iones (0.21), ligando de receptores nucleares (0.42) e inhibidor enzimatico
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(0.39). Con respecto al andlisis in silico del B-selineno, se predice que puede actuar

regularmente como inhibidor enzimatico (0.29; Tabla 4.10).

Tabla 4.10. Prediccion del modo de accion de compuestos candidatos.

Compuesto / Clases Modo de accion / Score*
de objetivos Ligando Modulador  Inhibidor Ligando Inhibidor Inhibidor
de GPCR de canales de de de enzimatico
de iones cinasas receptores  proteasas
nucleares
Argemone
Sanguinarina (6) -0.03 0.50 0.17 -0.76 -0.14 0.54
Berberina (9) -0.11 0.71 -0.27 -0.78 -0.35 0.82
Protopina (5) 0.18 -0.04 -0.26 -0.23 -0.03 0.04
Queleritrina (8) -0.07 0.42 0.10 -0.73 -0.17 0.49
Dihidrosanguinarina  0.19 0.09 0.23 0.16 -0.00 0.16
(D
Dihidroqueleritrina ~ 0.09 -0.02 0.16 0.04 -0.11 0.08
2
Copsitina (7) 0.06 0.80 -0.22 -0.82 -0.33 0.89
Allocriptopina (4) 0.09 -0.13 -0.33 -0.13 -0.14 -0.03
Eriodictiol (29) 0.07 -0.20 -0.22 0.46 -0.09 0.21
Luteolina (28) -0.02 -0.07 0.26 0.39 -0.22 0.28
Magnolia
B-cariofileno (37) -0.34 0.28 -0.68 0.13 -0.60 0.19
B-felandreno (10) -0.99 -0.48 -1.55 -0.28 -1.31 -0.27
a-terpineno (11) -0.96 -0.24 -1.29 -0.24 -1.52 -0.11
a-felandreno (7) -1.00 -0.40 -1.40 -0.32 -1.38 -0.15
B-mirceno (5) -1.11 -0.33 -1.51 -0.45 -1.31 -0.07
p-cimeno (12) -1.18 -0.61 -1.40 -1.21 -1.42 -0.78
oxido de cariofileno -0.08 0.14 -0.86 0.62 0.00 0.57
(33)
(E)-nerolidol (63) -0.17 0.21 -0.64 0.42 -0.43 0.39
B-pineno (3) -0.53 -0.32 -1.45 -0.50 -0.80 -0.34
limoneno (8) -0.91 -0.27 -2.01 -0.34 -1.38 -0.21
B-selineno (47) -0.26 0.18 -0.94 0.35 -0.48 0.29
a-terpineol (14) -0.51 0.15 -1.45 -0.02 -0.78 0.14

*Expresa el puntaje de similitud estructural del compuesto. El valor del score oscila entre
-2.00 a 2.00. Entre mas positivo el valor del score es mas alta la probabilidad de que el
compuesto en  particular sea activo en los  diferentes  objetivos.
https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties.
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4.7. Propuesta de protocolo de investigacion

4.7.1. Proceso de analisis de muestras

4.7.1.1. Coleccion de material vegetal

Colectar frutos de M. vovidesii en el municipio Ixhuacan de los Reyes, Veracruz (longitud
de 97.059592 y una latitud de 19.370791) durante el mes de agosto a una altitud de 1570
m s.n.m. Colectar semillas de 4. ochroleuca en el municipio de Ledn, Guanajuato entre
los meses de enero hasta abril, con las coordenadas 21.0318719y -101.6382783 de latitud

y longitud, respectivamente, a 1796 m s.n.m.

En el caso de M. vovidesii, dejar emerger las semillas de los frutos en un espacio ventilado
y retirarlas del polifoliculo. Después retirar manualmente la sarcotesta de las semillas y
colocarla dentro de bolsas de papel. De igual manera, guardar las semillas de A.

ochroleuca en bolsas de papel.

Introducir las bolsas con la sarcotesta de M. vovidesii y las semillas de 4. ochroleuca a
un proceso de secado en un horno a 40°C por aproximadamente de 3 a 4 dias. Una vez
secas las semillas y la sarcotesta sacarlas del horno, molerlas por separado con ayuda de
un mortero hasta pulverizar y resguardar en frascos esterilizados, para posteriores

experimentos, en un cuarto seco a temperatura ambiente.

4.7.1.2. Deteccion fitoquimica cualitativa

Se proporciona una metodologia para la identificacion cualitativa de alcaloides, terpenos,

esteroles, fenoles y flavonoides en los extractos de estudio.

4.7.1.2.1. Obtencion de extractos para deteccion cualitativa

Basandose en protocolo de Zhang et al (2018) y Vasquez-Morales ef al (2015), poner 15
g de muestra vegetal seca y pulverizada en un matraz y agregar 75 mL de etanol al 95%
(relacidon para obtener extracto 1:5). Dejar macerar la mezcla de 3-4 dias y filtrar el
extracto para obtener el solvente. Concentrar el solvente a un volumen de 50 mL y
dividirlo en dos partes iguales. La primera muestra de 25 mL es para identificar fenoles,

flavonoides y terpenos. Concentrar la segunda muestra de 25 mL hasta retirar todo el
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posible etanol y agregar 30 mL de acido clorhidrico al 1%. Utilizar la parte disuelta para

identificar alcaloides.

4.7.1.2.2. Deteccion de alcaloides

Existe varios métodos para poder detectar la presencia de alcaloides en una muestra. Entre

los ensayos méas conocidos y utilizados esta la evaluacion del reactivo de Mayer y la

prueba del 4cido silicotingstico (Zhang, et a/ 2018; Jati, et al 2019).

Prueba del reactivo Mayer. Tomar 1 mL de muestra preparada para alcaloides en un
tubo de ensayo y afiadir de 1 a 2 gotas del reactivo de Mayer. La formacion de
precipitado cremoso de color amarillo o blanquecino indica la presencia de
alcaloides.

Prueba del 4cido silicotiingstico. Tomar 1 mL de muestra preparada para alcaloides
y afladir de 1 a 2 gotas del acido silicotungstico. La formacion de precipitado amarillo

o blanquecino indica la presencia de alcaloides.

4.7.1.2.3. Deteccion de terpenos y esteroles

El método usualmente conocido para identificar terpenos estd basado en la prueba de

Salkowski modificada (Indumathi, et al 2014; Doss, 2009). También se sugiere un

método para determinar esteroides (Zhang, ef al 2018).

C.

Prueba de Liebermann — Burchard o anhidrido acético. Tomar 2 mL del extracto
etanolico en un vidrio de reloj o en una caja Petri y secar en el bafio de agua. Disolver
el residuo con 1 mL de 4cido acético glacial, entonces agregar 1 mL de anhidrido
acético y una gota de acido sulfurico concentrado. Si la coloracion de la reaccion se
torna sucesivamente amarillo-rojo-violeta-azul-verde intenso, indica la presencia de
esteroides, pero si solo se muestra amarillo-rojo-morado es mas probable que se trate
de triterpenos.

Ensayo de terpenoides (Prueba de Salkowski modificada). Tomar 5 mL del extracto
etandlico y mezclar con 2 mL de cloroformo. Calentar ligeramente y dejar enfriar.
Agregar lentamente por las paredes del tubo 3 mL de H>SO4. A formacion de una

precipitacion de color marrén rojizo en la interfaz indica la presencia de terpenoides.

4.7.1.2.4. Deteccion de fenoles
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Se sugieren dos métodos para determinar la presencia de fenoles (Zhang, et al 2018;

Jaradat, et al 2015).

c.

Tincion de vanilina-HCI. Tomar extracto de etanol y gotear en un papel filtro, y
entonces esparcir en forma de espray el reactivo de vanilina-HCI cuando se haya
secado. La formacion de manchas rojizas de diferentes grados indica la presencia de
compuestos fenodlicos.

Ensayo de cloruro férrico-ferricianuro de potasio. Tomar 1 mL del extracto de etanol
y gotear sobre papel filtro. Una vez secado, esparcir el reactivo de cloruro férrico-
ferricianuro de potasio. Si se observa la presencia de una mancha azul, indica la

presencia de compuestos fenolicos y taninos.

4.7.1.2.5. Deteccion de flavonoides

Segun varios autores, existen diversos métodos para determinar la presencia de

flavonoides, se describen dos a continuacion (Zhang, et al 2018; Zohra, et al 2012; Mojab,

et al 2010).

g.

Prueba de Shinoda. Tomar 5 mL del extracto etandlico en un tubo de ensayo, afiadir
0.5g de polvo de magnesio y mezclar. Agregar unas gotas de acido clorhidrico. Una
coloracion de rojo a rosa debe aparecer dentro de aprox. 3 min.

Tomar 1 mL del extracto de etanol en un tubo de ensayo y anadir de 1-2 gotas de
cloruro de aluminio al 1%. La formacion de un color amarillo con fluorescencia

indica la presencia de flavonoides.

4.7.1.3. Determinacion de compuestos candidatos en los extractos por medio de
Cromatografia en Capa Fina (TLC). Método sencillo.

La determinacion de compuestos por Cromatografia en Capa Fina (TLC) resulta muy

sencillo y eficaz cuando los componentes separados se encuentran en una concentracion

lo suficientemente detectable, de lo contrario el método pierde sensibilidad. Se ofrece una

serie de pasos para lograr la identificacion de los compuestos candidatos por medio de la

TLC.

4.7.1.3.1. Obtencion de extracto
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En un frasco previamente esterilizado colocar 5 g de materia vegetal, seca y triturada, sea
el caso, sarcotesta de Magnolia o semillas de Argemone, junto con 25 mL de etanol (95-
96%), cerrar frasco, envolver en papel aluminio y llevar a un cuarto oscuro con
temperatura de 4°C. Dejar reposar por 3-4 dias. Filtrar el extracto con papel filtro
cualitativo (Whaltman No. 1) y un embudo de vidrio sujeto a una probeta para medir el
volumen inicial obtenido del extracto. Una vez medido el extracto pasar a un matraz de
evaporacion para su posterior destilacion en un Rotavapor Biichi R-300. Concentrar el
extracto hasta que deje de evaporar el solvente. Recuperar el extracto reducido con ayuda
de una pipeta graduada para medir el volumen final obtenido y calcular la concentracion

del extracto (Ecuacion 2).
x = Mi/Xf
Ecuacion 2. Férmula para calcular concentracion de extractos botanicos.

x = concentracion del extracto en g/mL
Mi = masa de materia vegetal en gramos
Xf = volumen final del extracto reducido

4.7.1.3.2. Fraccionamiento de extractos

Empaquetar una columna de vidrio con silica gel (6xido de silicio) y taponear con
algodon. Montar la columna y comenzar a activar agregando 2 mL de solvente (hexano,
acetato de etilo o etanol, segin corresponda). Cuando esté suficientemente activada
colocar en la columna el extracto crudo. Agregar hexano para comenzar a eluir las
moléculas menos polares y colectar las fracciones en tubos de ensayo. Después agregar
acetato de etilo para separar las moléculas medianamente polares y colectar las fracciones.
Por ultimo, agregar etanol para obtener las moléculas més polares y colectar las

fracciones. Resguardar todas las fracciones a temperatura de 4°C.

4.7.1.3.3. Separacion por TLC

En una cromatoplaca de gel silice marcar una linea con lapiz alejada unos 12 mm del
extremo inferior. Aplicar de un lado de la linea los compuestos puros con uso de un capilar
y del otro lado las fracciones obtenidas. Las manchas de las muestras no deben tener mas

de 3 mm de didmetro y deben estar espaciadas minimo 1 cm. Agregar en una camara
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cromatografica suficiente eluyente compuesto de tres solventes de diferente polaridad
como se muestra en la Tabla 4.11. Tapar y dejar la camara unos minutos para crear una
atmosfera de fase movil. Enseguida colocar las cromatoplacas con las muestras a separar,
tapar la camara y dejar correr hasta que el frente del disolvente llegue 50 mm antes del
limite. Inmediatamente delimitar cuidadosamente la superficie de la cromatoplaca para
indicar el frente del disolvente. A continuacion, dejar secar al aire un momento para

evaporar el solvente organico.

Tabla 4.11. Proporciones de los solventes para la fase movil en TLC.

Soluciones Proporciones

Solvente | Hexano (%) Acetato de etilo (%) | Etanol (%)
Eluyente 1 70 20 10
Eluyente 2 20 70 10
Eluyente 3 10 20 70

Solucion 1: Para muestras no polares. Solucion 2: para medianamente polares. Solucion
3: Para polares.

4.7.1.3.4. Determinacion de compuestos

Revelar las cromatoplacas para visualizar los componentes separados de cada muestra
aplicada segun sea la técnica reveladora (vapores de I, permanganato de potasio o luz
ultravioleta). Comparar las muestras separadas. Para calcular cada Rf, medir la distancia
recorrida de cada componente separado y dividir entre la distancia recorrida por el

eluyente. Analizar los Rf similares o iguales con los controles o compuestos de referencia.

4.7.1.4. Método desarrollado. Extraccion, aislamiento e identificacion de
compuestos de los extractos.

Se sugiere que la estrategia para identificar los compuestos con actividad insecticida sea
por aislamiento de bioactivos guiado por bioensayos. En este caso se refiere a evaluar la
actividad insecticida de las particiones o fraccionamientos obtenidos en A4. /udens. Si
existiera efectividad en alguna de las particiones o fracciones, se recomienda proseguir
con el fraccionamiento y evaluar aquellas fracciones nuevamente en A. ludens y asi poder

analizar y llegar a compuestos deseables (Hits, actividad insecticida).
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Se propone que a partir del extracto principal se obtengan cinco extracciones
(particiones), una corresponde a a) terpenos apolares, b) terpenos moderadamente

polares, c) fenoles generales, d) flavonoides y e) alcaloides.

Simultdneamente, se recomienda se lleve a cabo la determinacion de los compuestos
candidatos en los extractos o fracciones por TLC (unidimensional o bidimensional) y se
aconseja, aparte de obtener los Rf, realizar una identificacion in situ espectroscopica con

UV-Vis para obtener mayor confiabilidad de los resultados.

De manera alternativa, se proponen procedimientos para el andlisis directo de las post-
extracciones, si es que los recursos del laboratorio lo permiten y entonces evaluar los

constituyentes de mayor composicion en la plaga 4. ludens.

4.7.1.4.1. Obtencion de extracto base

Todos los extractos requeridos para los posteriores experimentos deben ser preparados en
la proporciéon 1:5 (masa/volumen), independientemente del volumen de acuerdo con
Vésquez-Morales et al (2015). De esa forma, tomar la materia vegetal preparada y
agregarla en un frasco o matraz Erlenmeyer y después agregar el volumen respectivo de
etanol al 96%. Enseguida cerrar frasco, llevarlo a un cuarto oscuro con temperatura de
0°C y dejar macerar por 3-4 dias. Filtrar el extracto con papel filtro cualitativo (Whaltman
No. 1) y un embudo de vidrio sujeto a una probeta graduada para medir el volumen inicial
obtenido del extracto. Vaciar el extracto en un matraz y concentrarlo hasta evaporar todo

el solvente con uso de rotavapor.

Macerar Filtrar Concentrar

r /
‘ S

&= 8"
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\
b

Figura 4.20. Protocolo estandar para obtener los extractos.

1:5

4.7.1.4.1. Aislamiento de terpenos no polares
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Este método describe los pasos para extraer terpenos primarios no polares, como en el

caso de 10, 6,47 y 37 (Jiang, et al 2016).

Para preparar el extracto utilizar 5 g de materia vegetal y 25 mL de etanol al 96%.
Introducir en una columna de vidrio lana de vidrio y después empaquetar con silica gel
(6xido de silicio) y taponear con algodon. Es muy recomendable que el volumen de
llenado de silica sea a la mitad de la columna. Montar la columna y comenzar a activar
agregando 2 mL de solvente (hexano). Una vez activada y saturada la columna, colocar

1 mL de extracto crudo y permitir que entre completamente en la columna.

Agregar un volumen de hexano igual al volumen de silica y permitir que entre a la
columna, eso para eluir las moléculas menos polares, y repetir varias veces. Usualmente,
las moléculas mas pequefias y menos polares eluiran primero, por ejemplo, para eluir el
escualeno se requieren 10 volimenes aproximadamente. Colectar las fracciones del
mismo volumen agregado de hexano en tubos de ensayo siguiendo cuidadosamente el

orden de salida.

Repetir la separacion en la columna las veces necesarias para obtener suficiente volumen
de cada fraccion (enriquecer) y evaluar la actividad insecticida contra 4. ludens, de
acuerdo con la metodologia descrita en la seccion 4.7.2. Analizar aquellas fracciones que
tengan compuestos deseables (HIT) por CG-FID-MS, ademas de una caracterizacion con

IR 0 NMR de compuestos no identificados.

Para identificar por TLC, aplicar con un sembrador capilar cada una de las fracciones
obtenidas, asi como los compuestos estandares (10, 6, 7, 5, 12, 8, 13, 47, 37) en una
cromatoplaca de silica a una altura de 1.5 cm del borde inferior e igualmente espaciadas
cada mancha 1.5 cm. Correr la elucion de la placa en una camara con n-hexano. Retirar
la placa cuando el eluyente llegue a pasar una altura de 7 cm a partir de la zona de
aplicacion. Revelar con luz UV y comparar Rf. Para mayor confiabilidad de los resultados

se recomienda realizar una identificacion in situ espectroscopica con UV-Vis.

Para un analisis completo de las fracciones, transferir una alicuota de 100 a 200 pL de
cada fraccion dentro de los viales de CG y analizar la muestra usando CG acoplado a MS
o FID. O bien, es posible la separacion por HPLC en fase normal. Transferir el extracto
concentrado a un vial apropiado del HPLC (aunque no es tan recomendable si los
compuestos son muy volatiles). Inyectar la muestra completa y correr en modo isocratico

(100% n-hexano) a 8 mL/min. Colectar las fracciones eluidas y analizar las fracciones
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individuales por CG acoplado a un detector de ionizacion de flama (FID) o MS (Figura

421).

Terpenos
l Terpenos
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concentrado
Extracto
Cloroformo
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Figura 4.21. Extraccion, aislamiento y determinacion de terpenos no polares y

medianamente polares.

4.7.1.4.2. Aislamiento de terpenos con modificaciones (medianamente polares)

Los compuestos 14, 53 y 63 pueden considerarse terpenos medianamente polares y un

procedimiento para obtenerlos es el que sigue a continuacion (Jiang, et a/ 2016).

Para preparar el extracto utilizar 10 g de materia vegetal y 50 mL de etanol al 96%.
Introducir en una columna de vidrio (pipeta seroldgica de vidrio) lana de vidrio y después
empaquetar con silica gel (6xido de silicio) y taponear con algodén. Montar la columna
y comenzar a activar agregando 2 mL de solvente (cloroformo). Una vez saturada la
columna, colocar 1 mL de extracto crudo y permitir que entre completamente en la

columna.

Utilizar por cada 10 mL de muestra 20 mL de cloroformo. Agregar volimenes de 1 mL
de cloroformo, permitir que entre a la columna y agregar el siguiente mL. Colectar todo
el eluyente, transferirlo a un matraz y evaporar en rotavapor de 50 a 100rpm a 40-50°C.
Suspender el extracto seco en 200 uLL de hexano y transferirla una alicuota de 100 a 200
pL de cada fraccion dentro de un vial de CG y analizar la muestra usando CG acoplado a

MS.
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En una identificacion rapida por TLC, colocar las manchas de los extractos y los
compuestos estandar (14, 53, 63) con un sembrador capilar en una cromatoplaca a una
altura de 1.5 cm del borde inferior e igualmente espaciadas cada 1.5 cm. Llevar a cabo la
separacion en una camara que contiene un eluyente (1:1) ciclohexano: acetona. Retirar la
placa cuando el eluyente llegue a pasar una altura de 7 cm a partir de la zona de aplicacion.
Revelar con luz UV y comparar Rf. Para mayor confiabilidad de los resultados se

recomienda realizar una identificacion in situ espectroscopica con UV-Vis.

Evaluar la actividad insecticida de las fracciones colectadas de la cromatografia de
columna contra 4. ludens, de acuerdo con la metodologia descrita en la seccioén 4.7.2.
Analizar aquellas fracciones que tengan compuestos deseables (HIT) por CG acoplado a
FID o MS (Figura 4.21). Hacer uso de las técnicas FTIR o NMR para elucidacion de

compuestos que resultaron desconocidos.

4.7.1.4.3. Aislamiento de fenoles y flavonoides

En caso de los flavonoides 28 y 29 se pueden obtener bajo las siguientes metodologias.

Para preparar el extracto utilizar 10 g de materia vegetal y 50 mL de etanol al 96%. Para
obtener fenoles simples y acidos fendlicos realizar hidrdlisis acida del extracto etandlico.
Agregar de 15-20 mL de HCI al 2M al extracto etandlico, mezclar lento y dejar actuar por
0.5 horas. Enfriar la solucion resultante en bafio de hielo y filtrar. Realizar extracciones
con éter de petrdleo, lavar el extracto y evaporar hasta sequedad. Para una separacion en
TLC, disolver el residuo en éter, aplicar la muestra en la placa junto con las muestras
estandar y correr en una camara que contiene el eluyente acido acético al 10% en

cloroformo (Harborne, 1973; Stalikas, 2007).

Es posible realizar una cromatografia de capa fina bidimensional al eluir la placa con un
segundo eluyente, acetato de etilo al 45% en benceno. Enseguida obtener y comparar
valores de Rf. Realizar comparaciones espectrales de UV-Vis. Para una identificacion
completa del extracto realizar HPLC-RP acoplado a una técnica de MS. Evaluar la

actividad insecticida de los mayores componentes del extracto contra A. ludens.

Concentrar con rotavapor las extracciones de éter de petroleo y realizar fraccionamiento
del extracto concentrado con CC en fase reversa (utilizar C-18). Llevar a cabo la elucion
primero con la mezcla metanol/acido acético/agua (30:10:60) y después con la mezcla

acetonitrilo-acido acético (90:10). Colectar las fracciones y evaluarlas en 4. /udens como
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se describe en la parte 4.7.2. Analizar las fracciones que contengan Hits en RP-HPLC
acoplada a MS y si se requiere elucidacion estructural utilizar NMR o IR (Robards, 2003;
Khoddami, et al 2013; Figura 4.22).

Fenoles

Extracto

Jd@ concentrado ? Flavonoides

Fenoles libres
Hidrolisis —_—
< Acetato de

Eter de acida

etilo
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RP -CC

Silica C-18

1. Metanol/acido
acetico/agua

Silica C-18
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2. Acetonitrilo-Acido | ’ - ]
acético (90:10) } . =
v ) I v, “

ﬁ ﬁiﬁﬁ — A. ludens s ﬁ ﬁ
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RP- HPLC - DAD - MS 1. Acido acético-agua (5:95)
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Agua/acetonitrilo/dcido acético ™ Silica C-18
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Figura 4.22. Extraccién y aislamiento de fenoles libres y flavonoides.

Los flavonoides pueden ser separados a partir del extracto etandlico con una
cromatografia de capa fina bidimensional. En una cromatoplaca cuadrada aplicar con un
sembrador capilar las muestras y los marcadores (28 y 29). Eluir la placa en una camara
con el eluyente BAW (n-butanol-acido acético-agua en 4:1:5; primera dimension) y
posteriormente eluir en 4acido acético acuso al 5%. Obtener y comparar valores de Rf del

eluyente 1 y el eluyente 2. Asimismo, realizar comparaciones espectrales de UV-Vis.

Del mismo modo, para obtener flavonoides es necesario agregar de 15-20 mL de HCI al
2M al extracto etanolico, mezclar lento y dejar actuar de 30-40 minutos. Enfriar la
solucion resultante en bafio de hielo y filtrar. Realizar dos extracciones con acetato de
etilo y evaporar hasta sequedad. Agregar al residuo 1-2 gotas de etanol y cromatografiar
con los marcadores en una sola dimension. Primero eluir con Forestal (4cido acético-HCl
concentrado-agua en 10:3:30), segundo con acido acético al 50% (complementa la
separacion de agliconas), tercero con BAW (n-butanol-dcido acético-agua en 4:1:5;

reconfirma la separacion de flavonoides C-glicésidos y O-glicosidos), la cuarta elucion
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con fenol saturado (flavonas metiladas) y la quinta elucion solo agua (glicoflavonas,

isoflavonas y flavanonas; Harborne, 1973; Stalikas, 2007).

Concentrar con rotavapor las extracciones de acetato de etilo y realizar fraccionamiento
del extracto concentrado con CC en fase reversa (utilizar C-18). Llevar a cabo la elucion
primero con la mezcla 4cido acético-agua (5:95) y después con la mezcla acetonitrilo-
acido acético-agua (20:2:78). Colectar las fracciones y evaluarlas en A. ludens como se
describe en la parte 4.7.2. Analizar las fracciones que contengan Hits en RP-HPLC

acoplada a MS (Robards, 2003; Khoddami, et a/ 2013; Figura 4.22).

La identificacion general de compuestos fendlicos puede llevarse a cabo en HPLC de fase
reversa al utilizar una columna empaquetada de silica-C18. Obtener extracto concentrado
y agregar 50 mL de etanol-agua (70:30), separar por decantacion y/o filtrar la parte
soluble. Evaporar por completo el solvente y cargar a la columna. Realizar la elucion a
temperatura ambiente usando la solucion A (4cido acético al 2% en agua) y la solucion B
(agua-acetonitrilo-acido acético, 78:20:2) a un flujo de 1 mL/min. durante los primeros
55 min., y enseguida a un flujo de 1.2 mL/min hasta el final. Las condiciones de elucion
en gradientes son: 0-55 min, 100-20% A; 55-70 min, 20-10% A; 70-80 min, 10-5% A;y
80-100 min, 100% B. Realizar deteccion con matriz de fotodiodos (PDA) combinado con

ESI-MS (Eissa, ef al 2013).

Evaluar la actividad insecticida de los extractos de éter, de acetato de etilo y etandlicos
(70%) contra A. ludens. Enriquecer los extractos, evaluarlos y realizar fraccionamiento
por cromatografia de columna de aquellos que resultaron con posibles Hits. Volver a
evaluar las fracciones obtenidas contra A. ludens. Analizar aquellas fracciones que
contengan Hits e identificar los compuestos. Se sugiere utilizar IR o NMR para

caracterizar compuestos desconocidos.

4.7.1.4.4. Aislamiento de alcaloides

Los métodos de extraccion y aislamiento de alcaloides propuestos a continuacion pueden

ayudar a lograr obtener los siguientes compuestos: 6,9, 5,8, 1,2y 7.

Para preparar el extracto utilizar 10 g de materia vegetal y 50 mL de etanol al 96%.
Agregar al extracto concentrado 80 mL de acido tartarico al 0.5% en metanol, mezclar y
filtrar el sobrenadante en un matraz de 250 mL. Realizar una segunda extraccion con otros

80 mL de acido tartarico al 0.5% en metanol, mezclar y agregar el filtrado al mismo
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matraz (extracto de alcaloides). Analizar el extracto lo mas pronto posible (dentro de 1 h)

y proteger de la luz (Fletcher, ef a/ 1993; Figura 4.23).

Alcaloides Extracto
concentrado

.'i.
80 mL of 0.5% TLC 6,9,5,8,1,2,7

Acido tartarico
en methanol

(2 veces) ﬁ ‘ ‘ ‘
i
I, Cloroformo/
3588 metanol
L " A, A SRl
Acetonitrilofagua (46:54) |

Solvent

Isoquinolinas

Sulfato de lauril sédico al 0.5% A. ludens
Acido tartarico al 0.35% 3
RP — HPLC - DAD - MS Protoberberinas - TLC
samp\e ciclohexano/
HPLC NS cloroformo/
e Injector Detector Vi . o
i HPLC column I | acido acético
HPLC silica C-18 Data aquisition o (45:45:10)

solvent

waste

Solvent

Figura 4.23. Extraccion y aislamiento de alcaloides de tipo isoquinolinas.

Para una separacion e identificacion de isoquinolinas en TLC. Sembrar con un capilar la
muestra y los estandares en una cromatoplaca de silica. Agregar suficiente eluyente de
cloroformo-metanol (85:15) a una cdmara, dejar formar atmosfera y poner a eluir la placa.
Para separar e identificar protoberberinas eluir la placa con ciclohexano-cloroformo-
acido acético glacial (45:45:10), o bien se puede realizar una TLC en doble dimension
siendo la mezcla de cloroformo-metanol el eluyente 1 y la mezcla de ciclohexano-
cloroformo-acido acético glacial el eluyente 2 usando una cromatoplaca cuadrada.

Después de eluir, dejar secar un momento y revelar bajo luz UV (Mandal, ef al 2015c).

Para una separacion en HPLC-RP utilizar una columna de C18. Inyectar alicuotas de 20
pL del extracto y eluir en modo isocratico con la mezcla acetonitrilo-agua (46:54) con
lauril sulfato de sodio al 0.5% y écido tartarico al 0.35% a una tasa de flujo de 2 mL/min.
Detectar con PAD a 270 nm y analizar con ESI-MS. De igual forma analizar los
compuestos estandares y realizar comparaciones (Luo, et al 2006). Evaluar la actividad

insecticida de los compuestos de mayor composicion en A. ludens.

A la vez que se obtiene el extracto de alcaloides, evaluar su actividad insecticida contra

A. ludens. Si resulta con Hits, llevar a cabo su fraccionamiento y analizar por HPLC-RP-
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MS para identificar los compuestos. Se sugiere utilizar técnicas de elucidacion estructural

como IR o NMR para caracterizar compuestos desconocidos.

Otro modo adicional de extraer alcaloides es suspender al extracto concentrado con 50
mL de agua a pH 6.0 y extraer con 25 mL de n-hexano tres veces. A la fase acuosa extraer
con 25 mL de cloroformo tres veces. A la fase de cloroformo realizar extraccion con 25
mL de HCI al 1N dos veces. A la fase de HCI reextraer con 25 mL de cloroformo dos
veces bajo condiciones basicas a pH 10.0 ajustado con carbonato de sodio para obtener
la fase de alcaloides (Ueno, et al 2019). Utilizar esta fase para los ensayos de toxicidad

contra A. ludens.

4.7.1.5. Caracterizacion y elucidacion de compuestos no identificados

4.7.1.5.1. Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR)

Tomar de los bordes (pinzas o con los dedos) dos placas de cloruro de sodio (sal gema) y
limpiarlas de la parte brillante con diclorometano (CH2CI2) o ciclohexano (C6H12,
nunca con agua). Si la muestra es liquida colocar una gota en el centro de cada una de las
placas, entonces presionar juntas con ayuda de papel suave y rotarlas para generar una

pelicula uniforme.

Si la muestra es solida, pulverizar en un mortero de dgata 3 mg de muestra, agregar 3-4
gotas de aceite mineral (Nujol) y formar una pasta homogénea. Colocar la pasta en una
ventana o placa de NaCl, presionar con otra placa para formar una pelicula uniforme

(Pavia, et al 2012).

Tomar la placa que contiene la muestra, colocarla en el portamuestras del

espectrofotometro FTIR y obtener el espectro (Cervera & Mendoza, sin fecha).

4.7.1.5.2. Resonancia Magnética Nuclear (NMR)

Para moléculas pequeiias, el espectro de H-NMR se requiere entre 5-25 mg de material y
el de C-NMR se requiere de 50-100 mg. Dichas cantidades permiten obtener un espectro
de 1H en pocos minutos y el de 13C en 20 hasta 60 min. Para moléculas més grandes y

polimeros se requieren cantidades mas grandes de material (Avella, sin fecha).
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Poner en un vial la muestra y agregar 1 mL del solvente deuterado, mezclar con una pipeta
Pasteur. No reutilizar la pipeta para volver a tomar solvente deuterado (los 4&tomos de 1H
son reemplazados por deuterio 2D). Se puede utilizar calor o vortex con el fin de obtener
una disolucidén completa. Filtrar la mezcla con algodon tratado con éter de petroleo y seco.

Vaciar la mezcla al tubo de NMR (Hornak, undated).

Si la muestra es muy soluble en el solvente o es liquida, agregar solvente deuterado al
tubo de NMR y después la muestra. Llenar el tubo hasta 5 cm de altura (Augusta
University, undated). Por lo general siempre se invierten 0.6-0.7 mL de solvente. Colocar
el tubo de NMR en el centro del iméan, posicionar en la sonda de NMR y obtener los
espectros. Se recomienda obtener las lineas espectrales del solvente para identificar la

muestra desconocida (The University of Dublin, 2017).

4.7.2. Proceso de evaluacion de muestras

4.7.2.1. Traslado y montado de insectos

Las pupas de las moscas se producen en la Planta Mosca Frut en Metapa de Dominguez,
Chiapas y se esterilizan usando radiaciéon de °Co. Trasladar las pupas mediante via aérea
a Guanajuato, Gto, y mantenerlas en el Laboratorio de Botéanica e Invertebrados y en el
cuarto de experimentacion con condiciones preestablecidas de temperatura (25°C),
humedad relativa (60%) y régimen de luz (12/12h). Vaciar las pupas en una placa de Petri
de vidrio estéril e introducirla en una jaula de madera (0.3m*0.3m™*0.3m) que esté forrada
con maya de tela, junto con un bebedero con agua purificada. Dejar emerger los adultos
dentro de 1-2 dias. Dejar madurar sexualmente las moscas de 5-6 dias y mantenerlas con

agua purificada y alimento (azlicar de mesa).

Previo a la experimentacion, introducir con mucho cuidado 25 machos y 25 hembras en
las jaulas de madera con uso de trampas de succion que contienen algodon. Dejar a las
moscas en ayuno de 24 horas con un contendor de agua purificada, en el cuarto de

experimentacion bajo las mismas condiciones preestablecidas.

4.7.2.2. Bioensayos de toxicidad por ingestion

Para realizar los bioensayos por ingestion primero hay que adquirir los compuestos

candidatos.

Hernandez-Rocha, 2021 116



Argemone: Sanguinarina (6), berberina (9), protopina (5), queleritrina (8),
dihidrosanguinarina (1), dihidroqueleritrina (2), copsitina (7), allocriptopina (4),

eriodictiol (29), luteolina (28)

Magnolia: B-cariofileno (37), B-felandreno (10), a-terpineno (11), a-felandreno (7), B-
mirceno (5), p-cimeno (12), 6xido de cariofileno (53), (E)-nerolidol (63), B-pineno (3),
limoneno (8), B-selineno (47) y a-terpineol (14).

La sugerencia es que sean de grado HPLC. Posteriormente se propone evaluar al menos
cinco concentraciones, para que sea posible realizar curvas de toxicidad y lograr obtener

las dosis letales.

Simultaneamente se propone que se haga una confirmacion de la toxicidad de los
extractos etandlicos de sarcotesta de M. vovidesii y A. ochroleuca contra la mosca A.

ludens.

4.7.2.3. Bioensayos de toxicidad por ingestion de los compuestos candidatos

Cada bioensayo consiste en al menos seis tratamientos con tres repeticiones evaluados en
tres cohortes diferentes de moscas. Dos tratamientos son el control positivo y el control
negativo. El resto de los tratamientos son las concentraciones por evaluar del compuesto
candidato. Colocar en el comedero una base de algodon de 0.07 g y encima agregar el

cebo, que consiste en 1 mL jugo de mango o 1 g de azlcar.

Para los comederos del control positivo agregar 2 mL de piretro (Pyrethrum extract,
Sigma Aldrich). Para los comederos del control negativo agregar 2 mL del solvente donde
se diluya el compuesto a evaluar. Para los comederos de los tratamientos a evaluar,
agregar 2 mL de la concentracion del compuesto candidato. Las concentraciones
propuestas para ensayar son 5, 2, 0.5, 0.1 y 0.02 g/L. Dar los tratamientos a las moscas

para que sean consumidos y contar el nimero de muertas a las 24 h.

4.7.2.4. Bioensayos de toxicidad por ingestion de los extractos etandlicos

Obtener un extracto etanolico utilizando 50 g de materia vegetal y 250 mL de etanol al
96%. Vaciar el extracto en un matraz y concentrarlo con uso de rotavapor entre 10-11

mL.
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El bioensayo consiste en cinco tratamientos, control positivo, control negativo y
tratamientos a evaluar. Colocar en el comedero una base de algodon de 0.07 g y encima
agregar el cebo, que consiste en 1 mL jugo de mango o 1 g de azlcar. Para el control
negativo agregar en los comederos 2 mL de etanol. Para los comederos del control
positivo agregar 2 mL de piretro. Para los tratamientos agregar 2 mL de las diluciones del
extracto, 1:1, 1:10 y 1:100. Repetir tres veces el bioensayo en tres cohortes diferentes.
Ofrecer los tratamientos a las moscas previamente ayunadas 24 h y contar mortalidad por

cinco dias.

4.7.2.5. Bioensayos de toxicidad por ingestion de las particiones o fracciones

Para ensayar las particiones o fracciones el bioensayo consiste en cuatro tratamientos.
Evaporar el solvente hasta un volumen de 7-8 mL. Preparar los comederos con la base de
algodon (0.7 g) y el cebo (1 g de azlicar o 1 mL de jugo de mango). Agregar 2 mL de la
fraccion o particion en los comederos de tratamiento. Agregar 2 mL del solvente al
comedero del control negativo y 2 mL de piretro al del control positivo. Registrar

mortalidad a las 24 h. Repetir el bioensayo una vez mas en una cohorte diferente.

4.7.2.6. Analisis de datos

Calcular la mortalidad corregida de Abbott (Ecuacion 3) y curvas de supervivencia de
Kaplan Meier en el software R core Team v4.1.0 (R core Team, 2021). Realizar un
analisis de varianza (ANOVA) y la obtencion de dosis letales 50 y 90 (Reed & Muench,
1938).

X-Y
Mortalidad corregida = 1 + X—7 (100%)

Ecuacion 3. Formula de Abbott (1987).

X =no. de insectos iniciales en la jaula
Y =no. de insectos muertos en la jaula
Z =no. de insectos muertos en la jaula del control negativo

CAPITULO V

5. Discusiones

Hernandez-Rocha, 2021 118



Los compuestos encontrados de las cuatro especies de Argemone fueron fielmente
aislados de las semillas, ya que los extractos etandlicos de 4. ochroleuca estan elaborados
de semilla. Se sugiere que los lipidos son importantes constituyentes de las semillas de
Argemone. Sharma et al (2012) reportaron que los componentes lipidicos del aceite de la

semilla de A. mexicana representan el 29.5% de su masa.

Las semillas de Argemone spp y en general de la familia Papaveraceae, se caracterizan
por su disponibilidad de alcaloides (Phillipson, Roberts & Zenk, 2012). El estudio de
Fletcher et al (1993) encontrd que los alcaloides mas representativos de las semillas de
A. ochroleuca son la dihidrosanguinarina y dihidroqueleritrina en una proporcion 3:2 y
en menor proporcion protopina, queleritrina, berberina y sanguinarina. Otros
constituyentes en menor cantidad son los flavonoides. El estudio de Harborne & Williams
(1982) reexaminaron el extracto de semilla de A. mexicana y encontraron que los

flavonoides luteolina y eriodictiol se encuentran en una concentracion menor al 0.5%.

Existen mas de 50 especies en el género Argemone, sin embargo, no se encontraron
estudios que reporten un analisis fitoquimico de las semillas de casi todas las especies. Se
destaca que la mayor parte de los compuestos hallados fueron aislados de las semillas de
la especie A. mexicana. Mientras que de A. platyceras y A. grandiflora se han aislado
muy pocos compuestos. En el estudio de andlisis de Marin et al (1989) reportaron los
principales acidos grasos de las semillas de 4. platyceras y A. grandiflora (Apéndice 4.1),
y por otro lado Hakim et al (1961) reportaron alcaloides de la semilla de A. platyceras
(Apéndice 4.1). En general, la exploracion de compuestos naturales en semillas de

Argemone spp es baja.

Los extractos etandlicos de M. vovidesii estan elaborados esencialmente de sarcotesta
(arilo). No obstante, los compuestos encontrados de las especies de Magnolia no solo
provienen de sarcotesta, sino también de frutos y semillas. Estas estructuras han sido
consideradas debido a que en su andlisis fue incluida la sarcotesta. Como ejemplo, en el
estudio de Rehman et al (2013) se analizaron los constituyentes de los aceites esenciales
de semillas con arilo de M. grandiflora. O bien, en el estudio realizado por Barros et al
(2012) analizaron los compuestos de los extractos de frutos completos de especies de M.
ovata. Por lo tanto, varios compuestos obtenidos de los extractos de frutos y semillas

estaban presentes en el arilo (Apéndice 4.2).
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Los resultados de la revision bibliografica sugieren que los terpenos podrian ser los
mayores constituyentes de la sarcotesta de Magnolia spp. En el estudio de Zheng et al
(2019) se reportd que los componentes principales de la sarcotesta de M. kwangsiensis
son monoterpenos (86.59%) y sesquiterpenos (5%), siendo un total de 29 constituyentes
identificados. Por otro lado, en el estudio de Luo ef a/ (2012) se encontrd que el aceite
esencial de las semillas de M. grandiflora estd compuesto por terpenos (60.42%). Otro
analisis quimico reciente caracterizo los componentes presentes en el aceite esencial de
semilla de M. grandiflora mediante GC-MS y también encontrd que los terpenos (54.2%)

estan en mayor composicion (Ali, et al 2020).

Otros grupos de moléculas que puede albergar la sarcotesta de Magnolia spp son los
acidos grasos, y en menor concentracion fenoles. Wang et al (2016) reportaron que el
hidrodestilado de semilla de M. denudata contiene aproximadamente 27% de acidos
grasos. Ademas, Wang y colaboradores (2019) reportaron que el honokiol se encuentra

en un porcentaje de 0.0028%.

Se ha descrito que los alcaloides se distribuyen dentro del género Magnolia (Shamma &
Slusarchyk, 1964). Se identificaron alcaloides en un 0.0109% de los frutos de M. ovata,

principalmente alcaloides del tipo aporfina (Barros, et al 2012).

Gran parte de los compuestos encontrados pertenecen a M. grandiflora, sin embargo, aiin
no hay reportes que describan que compuestos alberga su sarcotesta, como el caso de M.
kwangsiensis. El nimero de compuestos aislados de M. denudata y M. officinalis fue
menor, aunque realmente todos se aislaron de su semilla. Con base en la revision, el
numero de especies de Magnolia estudiadas en cuanto a fitoquimicos de la sarcotesta es
muy escaso, teniendo en cuenta que se trata de un género conformado por 312 especies.
En adicion, Magnolia spp son de las pocas dicotiledoneas basales y todas sus especies se
encuentran baja alguna categoria de riesgo, por lo que promover el estudio controlado de

sus fitoquimicos ayudara a su conservacion (Rivers, et al 2016).

Tras la clasificacion de los principales grupos de compuestos, se investigaron sus roles
biologicos, asi como de sus respectivas clases y subclases, desde un aspecto fisiologico
hasta ecologico. Se asume que los principales grupos de compuestos identificados
pertenecen a terpenoides, fenoles, alcaloides y lipidos. Los primeros tres grupos tienen
funciones de defensa y proteccion a las plantas contra diversos factores, mientras que el

ultimo grupo abarca funciones energéticas. Chadwick & Whelan (2008) afirman que los
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principales grupos de moléculas que pertenecen al metabolismo secundario son los
terpenos, fenoles y alcaloides. Por lo tanto, los lipidos, en especial, los acidos grasos no

pertenecen a esta clasificacion.

El metabolismo secundario consiste en rutas especializadas que biosintetizan moléculas
que no estan involucradas directamente en los procesos metabolicos primarios de un
organismo. A tales compuestos especializados se les conoce como metabolitos
secundarios. Los metabolitos secundarios representan caracteres adaptativos sujetos a la
seleccion natural y, por esto, el metabolismo secundario se considera una parte integral

del programa de desarrollo de las plantas (Chadwick & Whelan, 2008; Lattanzio, 2013).

El metabolismo secundario estd involucrado en muchas interacciones ecoldgicas de las
plantas, como las interacciones entre plantas y herbivoros. Estas interacciones datan de
hace 300-400 millones de afios (Paleozoico), cuando las primeras plantas vasculares
comenzaron a ganar territorio terrestre y los artropodos empezaron a emerger. Al
colonizar el suelo se diversificd su metabolismo secundario, lo cual permitio a las plantas

luchar contra todo tipo de situaciones extrafnas y sobrevivir (Merillon & Ramawat, 2019).

Desde entonces, los procesos bioldgicos entre los insectos y plantas han co-evolucionado,
influenciado en gran medida por el metabolismo secundario. Por lo que, la quimica juega
un rol muy importante en los ciclos de vida de las plantas y la competencia por su
supervivencia en un determinado ambiente (Merillon & Ramawat, 2019). Estos
organismos no pueden escapar de los estresores bidticos (patdgenos y depredadores) ni
abidticos (sequia, temperatura y luz solar) y para protegerse contra ellos, han explotado
sus sistemas metabodlicos creando un rico repertorio de complejos productos naturales

(Lattanzio, 2008).

Se sugiere que los terpenos, compuestos fendlicos y alcaloides albergados en las semillas
(Argemone) y la sarcotesta (Magnolia) cumplen funciones de defensa y proteccion contra
depredadores como los insectos y esto explica a qué se debe el potencial insecticida de
sus extractos etandlicos contra A. ludens. Mientras que, por el lado de los acidos grasos,
sus principales funciones son proporcionar energia albergada en la semilla y la sarcotesta,

y estarian menos implicados en formar parte de un rol defensivo.

Por esta razon, los grupos terpenos, fenoles y alcaloides han sido seleccionados para
proseguir a la seleccion de compuestos candidatos. Su seleccion aumenta las

posibilidades de que algunos de los compuestos que los conforman posean mayor
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actividad insecticida contra 4. ludens, y también, que sean algunos de los responsables

de dicha actividad.

El primer y segundo criterio permiten saber que compuestos tienen mayor probabilidad
de estar presentes en la estructura vegetativa objetivo a nivel género independientemente
de la especie. Entre mas veces se encuentre un compuesto dentro de las especies de un
género es muy probable encontrarlo también en otra especie donde ain no se ha
identificado. En el andlisis taxondémico de flavonoides realizado por Perrino y
colaboradores (1989) sus resultados reportaron la presencia comun de hiperésido y rutina
en cinco especies de Vicia. Posteriormente, Chen et al (2015) demostrd la presencia de
rutina en la especie Vicia sepium. Estos estudios apoyan la idea de que todos aquellos
compuestos que pasaron hasta el segundo criterio tienen mayor posibilidad de ser

encontrados en las semillas de Argemone spp y en la sarcotesta de Magnolia spp.

El tercer criterio nos da un panorama general, segiin la bibliografia reportada, cuales
tienen mayor potencial insecticida y que por consiguiente pueden ser bioactivos contra la
mosca mexicana de la fruta. Las toxicidades de un compuesto pueden variar de manera
considerable dentro de un mismo organismo dependiendo el estadio en el que se evalue.
Como en el caso del y-terpineno la DLso (24 h) en huevos de palomilla de la papa
(Phthorimaea operculella) fue de 2.75 mg/L de aire mientras que la DLso (24 h) en
adultos fue de 5.98 mg/L de aire (Wu, et al 2020). Por esto, el criterio numero tres solo
da prioridad a aquellos que estén evaluados en fase adulta, ya que los extractos se

evaluaron en el adulto de 4. ludens. Ademas, que la seleccion se comportaria homogénea.

Sin embargo, de acuerdo con los resultados encontrados que se muestran en la Tabla 4.4
la gran mayoria de los compuestos de Argemone spp fueron evaluados en fase larvaria y
muy pocos tuvieron evaluaciones en estado adulto. Debido a esto, las selecciones en el
tercer criterio para este género fueron realizadas con efectividades obtenidas de larvas.
Aqui se justifica que, por la falta de suficientes evidencias que evallen la toxicidad de los

compuestos en insectos adultos, la seleccion incluyd evaluaciones en estado larvario.

Para discriminar entre las efectividades insecticidas de los compuestos se compararon las
DLso, DL9o 0 % de mortalidad. Como estas medidas son dependientes del tiempo, los
compuestos se ordenaron de menor a mayor tomando en cuenta su concentracion y
también, el tiempo de exposicion. Diaz et a/ (2013) sugiere que una solucion préctica para

cuando las efectividades varian es comun utilizar el mismo tiempo de exposicion para
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facilitar las comparaciones. Sin embargo, eso ignoraria la informacion de otros tiempos

de exposicion en nuestros datos.

Por ello, efectividades con concentraciones mas bajas y tiempos de exposicion mas cortos
sugiere que el compuesto es mas toxico en comparacion con efectividades donde las
concentraciones son mas altas y los tiempos de exposicion mas largos. Por lo tanto, segun
las bases acordadas en el criterio nimero tres los compuestos con mayor efectividad
insecticida en Argemone spp son 9, 6, 5, 1 y 8; y para Magnolia spp son 53, 12, 47, 15,
11,8,14,20,5y 1.

La comparacion de las efectividades de dichos compuestos con las cinco categorias de
toxicidad aguda establecidas por el Anexo Normativo 1 (Toscano, 2009) de la Norma
Oficial Mexicana NOM-232-SSA1-2009 siendo la primera categoria para sustancias muy
toxicas hasta la quinta categoria para sustancias menos toxicas, resulta en lo siguiente. Al
categorizar los compuestos de Argemone spp, el 9 y 6 pertenecen a la Ira categoria de
toxicidad por contacto; y los compuestos 5, 1 y 8 pertenecen a la 2da categoria de
toxicidad por contacto. Y con respecto a los compuestos de Magnolia spp, el 53 pertenece
a la 1ra categoria de toxicidad por fumigacion, el 47 a la Ira categoria de toxicidad por
contacto, el 12 a la 2da categoria de toxicidad por fumigacion; 15, 11, 8 y 14 pertenecen
ala 3ra categoria de toxicidad por fumigacion; y 14,20, 5y 1 pertenecen a la 4ta categoria
de toxicidad por fumigacion. Estas comparaciones ofrecen un panorama general de que

tan toxicos son los compuestos con base en las efectividades reportadas.

En la mayoria de las situaciones, en los estudios de analisis de extractos botanicos con
potencial insecticida, se comprueba que dicho potencial se debe principalmente a sus
mayores constituyentes. Como asi demuestra la investigacion de Ali et al (2013), el aceite
esencial de Geranio Rosa (Pelargonium spp) mostro efectos larvicidas en A. aegipty, y
sus mayores constituyentes, citronelol (50.9%) y formiato de citronelilo (13.3%) tuvieron

los efectos larvicidas mas altos en el mosquito (DLso 49.9 y 100 ppm, respectivamente).

Aunque no siempre los mayores constituyentes son los responsables de la bioactividad.
En el estudio de Wang et al (2016) el 2,4-di-tert-butilfenol (2.43%) y el nerolidol (2.18%)
mostraron poseer la mayor actividad larvicida contra Culex pipiens pallens de todos los
componentes obtenidos del extracto, aun cuando el f-cariofileno (18.89%) y el a-
humuleno (5.15%) eran los constituyentes de mayor composicion. Aunque esto no

significa que no se involucren en la actividad insecticida.
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De esta forma conocer los porcentajes de composicion que tuvieron los compuestos
encontrados en este estudio de revision es importante en la seleccion. Ademads, la
consideracion de este ultimo criterio le da aleatoriedad a la seleccion y como tal establece
el orden en el que seran evaluados. En resumen, en el género Argemone, los compuestos
candidatos seleccionados fueron los alcaloides 6, 9, 5, 8, 1, 2, 7 y 4; y los flavonoides 28
y 29. En el caso de Magnolia, los compuestos candidatos son los monoterpenos, 10, 11,

7,5,12, 3, 8 y 14; y sesquiterpenos 37, 53, 63 y 47.

Se ha descrito que la biosintesis de benzofenantridinas ocurre en especies de las familias
Papaveraceae, Fumariaceae y Berberidaceae (Facchini, et al 1996). A la fecha se conoce
que Macleaya cordata es la primera especie de Papaveraceae en tener su genoma
completamente secuenciado, el cual brinda muchas ventajas para estudiar genes que
codifican enzimas involucradas en la sintesis de alcaloides con importantes funciones

bioldgicas (Liu, et al 2017).

La enzima de puente de berberina (BBE) es considerada una de las enzimas mas
esenciales en la biosintesis de alcaloides de benzofenantridinas. Dicha enzima canaliza
su sustrato a la formacion de 6, 9, 5, 8, 1, 2, 7, 4 (Figura 4.12). La BBE cataliza la
transformacion estereoespecifica del grupo N-metilo de la (S)-reticulina al carbono C-8
para el puente de berberina de la (S)-scoulerina (Winkler, et al 2008; Daniel, et al 2017).
Dittrich & Kutchan (1991) elicitaron cultivos celulares de Eschscholtzia californica con
Saccharomyces cerevisiae para observar los niveles de expresion de BBE. Los blots de
RNA hibridado revelaron un notable incremento en los niveles de ARN de BBE que
precedid por una acumulacion de alcaloides de benzofenantridina. El cual sugiere su

importante participacion en la defensa vegetal contra patogenos.

En los estudios de Yahyazadeh ef al (2017) y Diaz Chavez (2009) se logré clonar y
caracterizar las enzimas queilantifolina sintasa (CHS) y la estilopina sintasa (STS) de
Chelidonium majus y Argemone mexicana, respectivamente. Yahyazadeh et al (2017)
observaron que una gran parte de la estilopina se destinaba a la sintesis espontanea de
dihidrocopsitina mientras que en concentraciones menores se sintetizaba 5, 1 y 6. Paulsen
et al (2015) ha sugerido que la dihidrocopsitina se forma bajo condiciones 4cidas en la
vacuola y cuando este organelo sufre una ruptura la dihidrocopsitina se libera y sufre una
oxidacion espontanea formandose copsitina. En especies de Argemone la copsitina se

forma en concentraciones inferiores a las concentraciones de los alcaloides 6, 1,2 y 9
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(Fletcher, et al 1993). Se puede inferir que la sintesis de las diferentes benzofenantridinas

puede depender de las necesidades y adaptaciones de la planta.

En otra investigacion se estudio el efecto elicitor del jasmonato (JM) y el &cido salicilico
(SA) sobre los niveles de biosintesis de 6 y 8. Sus analisis demostraron que el efecto
elicitor del JM fue el que indujo una mayor sintesis de 6 y 8 (10 a 14 veces). También
encontraron que los niveles de expresion de los genes que codifican para protopina-6-
hidroxilasa (P6H) y dihidrobenzofenantridina oxidasa (DBOX) fueron altamente
expresados (Huang, et al 2021). Esto sugiere que la presencia de factores que indican
estrés bidtico como el JA, induce respuesta en la biosintesis de benzofenantridinas para

la defensa vegetal.

Ensayos enzimaticos sostienen que la tetrahidroprotoberberina cis-N-metiltransferasa
(TNMT) es especifica para los sustratos (S)-estilopina y (S)-canadina (Liscombe &
Facchini, 2007); y que la (S)-cis-N-metilestilopina 14’-hidroxilasa (MSH) es solamente
especifica para los sustratos N-metilestilopina y N-metilcanadina, produciendo 5 y 4,
respectivamente, ambas enzimas aisladas de Papaver somniferum (Beaudoin & Facchini,
2013). Beaudoin & Facchini (2013) indicaron que las eficiencias de reaccion fueron de
9.8% para la conversion de N-metilcanadina a 4 y de 6,5% para la conversion de N-
metilestilopina a 5. Sin embargo, a pesar de que la MSH prefiri6 a la N-metilcanadina
como sustrato, 4 es menos abundante que la protopina en el latex de P. somniferum. Esto
es congruente a los resultados encontrados de que el compuesto 5 es mas abundante en

especies de Argemone que la allocriptopina.

Se distingue que en la ruta de biosintesis de berberina la enzima (S)-canadina sintasa
(CAS) de células de Thalictrum tuberosum resultd ser muy especifica de la
tetrahidrocolumbamina, la cual cataliza la formacion del puente de metilendioxi (Rueffer
& Zenk, 1994). De igual modo, la enzima (S)-tetrahidroprotoberberina oxidasa (STOX)
aislada de Berberis wilsonia exhibio estricta especificidad en enantiomeros (S)-
tetrahidroprotoberberinas como la (S)-canadina donde genera una deshidrogenacion
especifica que da origen al compuesto 9 (Amann, ef al 1988). Dicha enzima también fue

aislada de A. mexicana y sobreexpresada en células de insecto (Gesell, et al 2011).

La chalcona sintasa (CHS) es una de las enzimas claves en la biosintesis de flavonoides.
Es una enzima unica para plantas y es una de la mas reguladas. Se le identifica como

guardiana o portera de la ruta, en algunos sistemas la reaccidon que cataliza es un paso
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limitante en la tasa de biosintesis de flavonoides (Dao, et a/ 2011; Martin, 1993). La CHS
de Argemone spp ain no se ha caracterizado y tampoco se encontraron suficientes
estudios que referencien a la luteolina y el eriodictiol como metabolitos importantes
durante la herbivoria, pero los siguientes experimentos muestran que en general la

participacion de flavonoides en la defensa vegetal es importante.

Fueron infectadas células de parénquima de floema de Picea abies con Ceratocystis
polonica. Se observo que hubo un incremento dramatico en el contenido de polifenoles y
se verifico que los niveles transcripcionales de la CHS también fueron muy elevados lo
cual sugiere su importante participacion en la sintesis de compuestos para la defensa de

las plantas (Nagy, et al 2004).

La chalcona isomerasa (CHI) es otra enzima fundamental en la sintesis de flavonoides
estrictamente necesaria para la conversion de chalconas a (s)-naringeninas. En plantas de
Solanum lycopersicum se identificé una isoforma de CHI a la cual se le denominé
SICHIIL. Dicho gen fue sobreexpresado en plantas de S. lycopersicum deficientes de
antocianinas que ademas fallaron en la sintesis de flavonoides y terpenoides y fueron
sensibles a coleopteros herbivoros en campo. La expresion del transgén no solo
complement6 la deficiencia de flavonoides y antocianinas, sino también de terpenoides.
Se cree que existe un vinculo estrecho entre la sintesis de terpenoides y la SICHII,

destacando su importante trabajo cuando existe dafio por herbivoria (Kang, et a/ 2014).

Otro estudio demostrd que el contacto de Colletotrichum sublineolum en plantulas de
sorgo genera un aumento en la produccion de luteolina. Posteriormente se identifico el
gen responsable de la biosintesis de la flavona y resultd ser una flavona sintasa II, a la

cual se le denomin6 SbFNSII (Du, et al 2010).

La distribucion de monoterpenos y sesquiterpenos es muy amplia entre los diferentes
grupos taxondmicos del reino vegetal y su estudio e identificacion dentro de Magnolia
spp ha sido bien reportado. Sin embargo, la investigacion de terpenos sintasas (TPSs) en
el género es bastante pobre. Interesantemente, en M. grandiflora fueron identificadas tres
genes que codifican para TPSs. El gen Mg25 y el Mgl1 resultaron ser sesquiterpenos
sintasas (TPS-a), en donde la Mg25 convierte el farnesil pirofosfato en B-cubeneno
mientras que al Mgl 1 no se le logré identificar su actividad. La tercer TPSs identificada
fue la Mgl7, que resultd ser una monoterpeno sintasa (TPS-b), la cual transformo el

geranil pirofosfato a a-terpineol (Lee & Chappell, 2008).
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Recientemente, se llevo a cabo la secuenciacion completa del genoma de M. biondii, el
cual podria ayudar a facilitar la identificacion de grupos de genes implicados en la
biosintesis de terpenos en otras especies de Magnolia (Dong, et al 2021). Ademas, un
estudio publico por primera vez un analisis de transcriptoma completo y de metaboloma
de las flores de M. champaca, con el principal objetivo de ubicar y descubrir las
principales rutas involucradas en la sintesis de compuestos orgéanicos volatiles (terpenos,
fenilpropanoides y esteres volatiles), cuya informacion también puede servir para

identificar rutas metabolicas en otras especies de Magnolia (Dhandapani, et al 2017).

Debido a la naturaleza de los mecanismos de reaccion de las TPSs, que involucran la
formacion de carbocationes altamente reactivos, estas son capaces de tener una amplia
especificidad y originar varios terpenos (Degenhardt, et al 2009). En el trabajo de Martin
& Bohlmann, (2004) identificaron y clonaron dos (-)-a-terpineol sintasa de Vitis vinifera
cuyos perfiles de productos fueron (-)-a-terpineol (50.1%), 1,8-cineol (11.8%), y (+)-p-
pineno (8.5%); y en concentraciones mdas bajas (-)-a-tujeno, (-)-a-pineno, mirceno,
sabineno, (-)-B-pineno, (-)-limoneno, terpinoleno, (-)-trans-sabineno, (+)-cis-sabineno, (-
)-cis-sabineno y (+)-a-terpineol. Se puede inferir que estos mecanismos no exentan a las
TPSs que puedan existir en Magnolia spp. Asimismo, esto puede explicar por qué los
terpenos fueron el grupo mas diverso de todos los grupos quimicos identificados en

Magnolia.

Por otro lado, ha sido bien reportado que la presencia y dafio causado por patogenos y
herbivoros (insectos) en las plantas genera cambios dramaticos en la composicion de
terpenoides en sus diferentes partes anatomicas (Casano, et a/ 2010). De acuerdo con Raz
et al (2020) la composicion de las mezclas de compuestos terpénicos producidos
dependera exclusivamente de la distribucion de las terpeno sintasas (TPSs) y de las
herramientas que hayan adoptado para lograr el o los productos correctos. Por ejemplo,
cuando las raices de Populus trichocarpa y P. nigra fueron dafiadas por Melolontha
melolonta las concentraciones basales de a-pineno, camfeno, B-pineno y 1,8-cineol
incrementaron considerablemente y se observo una sobreexpresion de los genes TPS21
(P. trichocarpa) y TPS4 (P. nigra) que codifican para enzimas con la misma actividad

cuyos productos fueron camfeno, a-pineno, B-pineno y limoneno (Lackus, et al 2018).

Recientemente ha surgido interés sobre el origen y significado de que las estructuras como

el fruto y semilla alberguen metabolitos secundarios. Los estudios son muy pocos y esta

Hernandez-Rocha, 2021 127



area de investigacion se encuentra en sus inicios (Borges, 2015; Whitehead, et a/ 2021).
De igual manera, existen pocos estudios que sustenten si en semillas duras como las de
Argemone spp y en las carnosidades de las semillas como la sarcotesta de Magnolia spp
existe la capacidad de experimentar un cambio metabolico en la sintesis de metabolitos
secundarios cuando son atacadas por un depredador o si realmente los metabolitos
secundarios se sintetizaron previamente y se encuentran de manera constante en
concentraciones fijas, entonces cuando enfrentan herbivoria no hay ningtin cambio en la
sintesis. Es posible que durante los diferentes estados de maduracion de dichas estructuras
se expresen diferentes enzimas que logren biosintetizar diferentes perfiles de compuestos

naturales, pero aun no hay estudios al respecto.

Shivanandappa & Rajashekar (2014) afirman que para una mayor comprension de como
ejerce su toxicidad un compuesto se requiere conocimiento de como afecta un sitio
objetivo especifico dentro de un organismo, a la cual se le conoce como modo de accién.
Los estudios que reportan el modo de accioén de los compuestos candidatos, en su gran
mayoria, describen un modo de accioén por inhibicion enzimadtica, asi como también lo
predice el analisis in silico con la sanguinarina, berberina, copsitina, dihidroqueleritrina,
eriodictiol, luteolina, 6xido de cariofileno, (E)-nerolidol y B-selineno. Aunque otros
modos de accidn reportados son por union a las membranas celulares y al DNA, tal vez
por esto gran parte de los compuestos candidatos no mostraron aptitud para interaccionar
con otros objetivos como ligandos de GPCR, inhibicion de cinasas o de proteasas en el

ensayo bioinformatico.

En cuanto a los alcaloides, son moléculas que usualmente contienen nitrégeno cargado
positivamente que les permite formar enlaces i0nicos con moléculas que tengan carga
negativa, como los grupos fosfato del DNA o los aminoacidos glutamato o aspartato de
las proteinas. Esto explica por qué alcaloides como la sanguinarina, berberina y la
queleritrina son capaces de intercalarse en el DNA e impedir funciones vitales como la

replicacion; y en general unirse a diversas proteinas que tengan aspartato o glutamato.

De acuerdo con Wink (2008), los alcaloides pueden interferir en sitios objetivos
particulares que estan presentes en animales, pero no en las plantas, como el sistema
nervioso o el sistema enddcrino. Al igual que los alcaloides, muchos neurotransmisores

provienen de aminoacidos, por lo que se cree que los alcaloides evolutivamente los
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mimetizaron para ser sustratos de sus proteinas receptoras, y por lo tanto lograr ejercer

sus efectos neurotoxicos, como se describid con la berberina y la protopina.

Adicionalmente, los alcaloides pueden tener interacciones no especificas por la presencia
de diferentes grupos funcionales que pueden favorecer a potenciar su actividad. Entre los
grupos funcionales mas destacados de los alcaloides candidatos son los epoxidos, los
cuales pueden reaccionar con los aminoacidos de las proteinas y modular su
conformacion, asi como su funcion biologica. Otro tipo de interaccion que puede ocurrir

son las interacciones hidrofobicas por la presencia de los anillos bencénicos.

En el caso de la dihidrosanguinarina y la dihidroqueleritrina carecen de suficiente
informacion que describa cuéles son sus posibles modos de accion. En este estudio, la
prediccion de sus modos de accion, mediante prediccion virtual, obtuvo puntajes no
significativos. Se sugiere que estos compuestos carecen de efectividad insecticida en la
mayoria de las situaciones porque son compuestos de destoxificacion que se obtienen a

partir de la sanguinarina y queleritrina.

Igualmente, en cuanto a los flavonoides luteolina y eriodictiol, la informacion disponible
acerca de sus modos de toxicidad es insuficiente. No obstante, los compuestos han
mostrado poseer actividad contra insectos, por lo tanto, cabe la posibilidad que exista un

modo de accidn por el cual ejerzan su efecto como se predijo en el estudio in silico.

Referente a los mono- y sesquiterpenos, estos pueden ser obtenidos en los aceites
esenciales (EOs) y muchos estudios demuestran su modo de accidon en conjunto y no por
cada constituyente quimico (Loza-Tavera, 1999). Entre los efectos reportados esta la
permeabilizacion de la membrana, lisis celular, coagulacion del contenido citoplasmatico,
inhibicion de la actividad respiratoria, desequilibrio del pH, disminucion de los niveles
de ATP, despolarizacion de la membrana y cambios morfologicos en la célula (Cui, et al

2019; Hyldgaard, et al 2012; Pellegrini, et al 2017).

Segiin Wink (2008) los terpenos son sustancias lipofilicas y por ello sus principales
objetivos tienden a ser de la misma naturaleza. Interaccionan con moléculas hidrofobicas
de la célula como lo son, las membranas celulares y los centros hidrofobicos de las
proteinas. Tales interacciones conducen a cambios conformacionales e inactivacion de
proteinas. Por lo tanto, esto explica por qué los compuestos 11, 7, 12, 3, 14, 53 y 63 de
Magnolia spp causan dafio directo o indirecto sobre las membranas celulares. Y con

relacion al analisis in silico casi todos los terpenos no polares candidatos tuvieron puntajes

Hernandez-Rocha, 2021 129



muy bajos (10, 11, 7, 5, 12, 3, 8 y 14) en los cinco objetivos examinados y es muy
probable que se deba a su caracter hidrofilico y prefieran interactuar con estructuras como

las membranas biologicas.

Los aceites esenciales tienen efectos neurotoxicos al producir la inhibiciéon de la
acetilcolinesterasa, receptores GABA y receptores de octopamina (Jankowska, et al
2018). La inhalaciéon del EO de rizoma de Acorus gramineus en ratones de 8 semanas
provocd la inhibicidon del 4cido y-aminobutirico transaminasa (receptor GABA) y por
consiguiente se incrementaron significativamente los niveles de GABA y se disminuy6
la concentracion de glutamato (Koo, et al 2003). Esto coincide ampliamente con los
efectos inhibitorios de los terpenos candidatos 10, 7, 3, 8, 14, 37 y 63 en enzimas del

tejido nervioso.

Se ha reportado que los EOs causan la inhibicién de enzimas digestivas y enzimas
mitocondriales. La actividad larvicida del aceite esencial de Teucrium polium tuvo efectos
perjudiciales en el epitelio intestinal de M. domestica. El estudio demostré que el EO
caus6 disminucion de la actividad de la proteinasa, la captesina B y L, la a-amilasa, la a-
glucosidasa y la B-glucosidasa (Bigham, et a/ 2010). Los efectos inhibitorios del EO de
Salvia officinalis (1,8-cineol y a-tujona mayores constituyentes) en 4. aegypti sugiere que
impide el paso de electrones a la cadena respiratoria. Los ensayos enzimaticos mostraron
una disminucion en la actividad enzimatica del complejo II (succinato deshidrogenasa;
Castillo-Morales, et al 2019). Estos hallazgos también son concordantes con los

resultados bibliograficos de los terpenos candidatos 11, 5, 12, 3, 8 y 53.

Otros modos de accion de los EO comunmente reportados es la inhibicion de enzimas
involucradas en el metabolismo de xenobioticos, principalmente el complejo enzimatico
P450 (CYP). Zehetner et al (2019) afirmaron que los constituyentes de un EO pueden
influenciar la actividad de las CYP generando efectos adversos. Sin embargo, la
evaluacion de como interacciona la mezcla de estos quimicos resulta muy dificil. Gaire y
colaboradores (2021) reportaron que los EOs (aceite de tomillo, orégano, geranio,
cilantro) potencian los efectos toxicos de la deltametrina en chinches de cama (Cimex
lectularius) resistentes a piretroides al inhibir enzimas destoxificantes del citocromo
P450. Esto justifica porqué los terpenos candidatos 5, 37, 53 y 63 han ejercido actividad

inhibitoria en enzimas CYP.
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Por ello, Rattan, (2010) argumenta que los efectos causados por un EO son resultado de
un trabajo colaborativo de todos sus constituyentes y que es dificil discernir cual es mas
activo que otro, ya que es probable que los compuestos actuen de manera sinérgica. En el
caso del estudio de Andrés et al (2017), sus resultados mostraron que el safrol mejora los
efectos antialimentarios del terpinoleno, siendo ambos del aceite esencial de Piper

hispidinervum, que mostro previa actividad antialimentaria.

Finalmente, en este estudio bibliografico se propuso una metodologia de investigacion,
de la cual lo mas esencial es la evaluacion de los compuestos candidatos, su determinacion
por TLC y el andlisis de los extractos botanicos. Como dichos extractos fueron elaborados
de semillas de 4. ochroleuca 'y de sarcotesta de M. vovidesii, el correcto estado fenologico
para la colecta del material vegetativo es durante la maduracion de fruto. Siendo ademas
los extractos de estas estructuras los mas efectivos contra 4. ludens de todas las partes

anatomicas de cada especie de acuerdo con Flores-Estévez et al (2013).

La preparacion preliminar de la muestra permitird almacenarla por mas tiempo y
minimizar cambios metabolicos en el contenido de compuestos. Mientras que la
extraccion por maceracion bajo las mismas condiciones permitird obtener replicas fieles
de los constituyentes en los extractos para cualquier experimento posterior y de esta

manera los resultados podran ser reproducibles en cualquier momento.

Si durante la deteccion cualitativa de fitoquimicos en los extractos resulta la presencia de
terpenoides, esteroles, flavonoides, fenoles y alcaloides existird mayor confiabilidad de
realizar los experimentos de analisis quimicos. Se sugiere la identificacion cualitativa de
estos grupos principalmente porque los compuestos candidatos pertenecen a estos. No
obstante, es posible la identificacion de otros grupos mas especificos como las saponinas

0 taninos.

Stashenko & Martinez (2011) manifiestan que no hay ninguna técnica instrumental
completamente universal que contenga todas las habilidades de separar, cuantificar,
detectar o identificar inequivocamente todos los analitos presentes en una mezcla
compleja. Y mucho menos existe una técnica instrumental capaz de hacer todo
directamente sin hacer tratamiento previo de la muestra como llevar a cabo los procesos

de extraccion, concentracion, fraccionamiento o limpieza del extracto.

A esto, es que, se ha sugerido un andlisis de los extractos con metodologias separadas

enfocadas a ciertos grupos de compuestos quimicos. Haciendo énfasis en los terpenos,
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fenoles y alcaloides. La metodologia esta disefiada para aprovechar la identificacion de
los compuestos candidatos en TLC y al mismo tiempo realizar bioensayos de actividad

insecticida de las fracciones y analizar aquellas que resulten con compuestos Hits.

Una separacion y analisis de los compuestos candidatos por TLC es adecuado cuando las
concentraciones de los analitos son suficientes para detectarse. De lo contrario, la técnica
no es sensible y corre el riesgo de invertirse recurso y tiempo en el experimento. Aunque
esto se puede prevenir conociendo en que concentraciones se encuentra el analito y

entonces habria que utilizar posiblemente méas cantidad de muestra.

De forma alternativa a la evaluacion de fracciones en la plaga, se puede juntar todo el
eluyente de la cromatografia de columna en un solo contenedor, concentrarlo y pasarlo a
analizar directamente por la técnica hifenada que se haya elegido. Posteriormente a los
compuestos de mayor porcentaje se les realizan bioensayos de toxicidad contra A. /udens.
Para mayor seguridad, es recomendable adquirir puros los compuestos y evaluarlos, ya
que si se evaluan aislados de las fracciones se corre el peligro que no estén lo

suficientemente puros y se genere ruido en los resultados.

Un aspecto muy importante que destacar es que los mono- y sesquiterpenos seleccionados
son en cierto grado volatiles, por lo que otra forma de evaluarlos en la mosca es por
fumigacion. Entonces, es posible comparar la efectividad entre una exposicion por
ingestion y una exposicion por fumigacion. Acerca de los controles, el piretro es un
extracto botanico al cual se le ha demostrado su gran efectividad en contra de A. ludens,

debido a la presencia de ésteres de piretrinas (Vasquez-Morales, ef al 2015).

CAPITULO VI
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6.1. Conclusiones

El total de compuestos reportados de la semilla de Argemone spp provienen del 7% del
total de especies que abarca el género (4 de 55) y pertenecen al grupo de lipidos (acidos
grasos), alcaloides y fenoles (flavonoides). Mientras que los compuestos reportados de la
sarcotesta de Magnolia spp provienen de aproximadamente el 2% del total de especies (5
de 312) y pertenecen al grupo de los terpenos (monoterpenos y sesquiterpenos), fenoles,

alcaloides y lipidos (4cidos grasos).

De manera comparativa, la cantidad de compuestos que puede llegar a albergar una
sarcotesta de Magnolia spp es mucho mayor que la cantidad de compuestos que puede
llegar a contener una semilla de Argemone spp. Pero a pesar de que el nimero de
fitoquimicos aislados de sarcotesta de magnolias es relativamente grande, la investigacion
en estas estructuras vegetativas es muy escasa, considerando el nimero de miembros que
conforman el género. Su estudio permitiria conocerlas mas y evitar su declinacion
poblacional. En el caso de las semillas de Argemone spp, son muy exploradas por la
presencia de alcaloides, aunque también vale la pena mencionar que existen pocas

especies estudiadas en cuanto a dicha estructura vegetativa.

La presencia de terpenos, fenoles y alcaloides en semillas y sarcotesta de Argemone spp
y Magnolia spp (respectivamente) permite la defensa y proteccion del embridn contra
depredadores y que, por lo tanto, es digno mencionar que son los mayores representantes
involucrados en la actividad biocida de los extractos etanolicos de semilla Argemone spp

y Magnolia spp contra la mosca mexicana de la fruta A. /udes aceptando la hipotesis nula.

La comprension y manejo de las rutas de biosintesis de metabolitos secundarios puede
permitir su manipulacion y regulacion para potenciar la biosintesis de los compuestos
candidatos, considerando que la presencia de fitopatdgenos y fitéfagos favorecen la
expresion de enzimas y la produccion de compuestos naturales. Se distingue que las
enzimas que biosintetizan los compuestos candidatos de Argemone spp son mas
especificas con sus sustratos en comparacion con las enzimas que biosintetizan los
compuestos candidatos de Magnolia spp. Los compuestos candidatos resultaron poseer
multiples sitios de acciéon debido principalmente a sus propiedades moleculares.

Sugiriendo en general, un modo de accién inespecifico en insectos como A. /udens.
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Finalmente, con fundamento de la investigacion bibliografica realizada en este estudio
los compuestos candidatos poseen el potencial para actuar como moléculas biocidas en la
mosca mexicana de la fruta 4. ludens y que ademds podrian ser algunos de los
responsables de la actividad insecticida que poseen los extractos etanolicos de las especies
A. ochroleuca y M. vovidesii. Por las caracteristicas y propiedades que poseen los
compuestos naturales y extractos botanicos, proseguir con la investigacion podria
contribuir al mejoramiento del control quimico que se utiliza para mitigar a la plaga 4.
ludens y asimismo la CNCMF seria mas sostenible e integrada dentro de las actividades

fruticolas al evitar el uso de insecticidas perjudiciales como el malation.

6.2. Perspectivas

Como trabajo a futuro prioritario es lograr la caracterizacion quimica de los extractos de
A. ochroleuca 'y M. vovidesii. Simultaneamente realizar la evaluacion de los compuestos
candidatos en 4. ludens, asi como demostrar su presencia en los extractos de semilla de
la especie A. ochroleuca y de sarcotesta de la especie M. vovidesii. Debido a que es un
requisito importante reportar la evaluacion individual de constituyentes presentes en
extractos que han presentado bioactividad. En un futuro, se recomienda que los extractos
sean evaluados en campo para probar su efectividad con moscas de la fruta silvestres. Del
mismo modo, probar su efectividad en mamiferos pequefios (ratas, ratones y conejos) y
la entomofauna benéfica como polinizadores y enemigos naturales, y determinar el rango

de biodegradabilidad de los compuestos quimicos y los extractos botanicos.
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APENDICES

Tabla 4.1. Numero total de compuestos encontrados en las semillas de cuatro especies de

Argemone.
Nimero | Compuesto Clase de| (1) 2) 3) )]
compuesto

Alcaloides

1 Dihydrosanguinarine | Benzofenantridina X X

2 Dihydrochelerithrine | Benzofenantridina X X

3 Dihydropalmatine Protoberberina X

4 Allocryptopine Protopina X

5 Protopine Protopina X X

6 Sanguinarine Benzofenantridina | x X X

7 Copsitine Protoberberina X X

8 Chelerethrine Benzofenantridina X X

9 Berberine Protoberberina X X X
Lipidos

10 Lauric acid (12:0) Acidos graso X

11 Cis-10- Acidos graso X
Pentadecenoic (15:1)

12 Palmitic acid (16:0) | Acidos graso X X

13 Heptadecanoic acid | Acidos graso X
(17:0)

14 Cis-10- Acidos graso X
heptadecanoic (17:1)

15 Stearic acid (18:0) Acidos graso X X

16 Oleic cid (18:1) Acidos graso X X

17 Linoleic acid (18:2) | Acidos graso X X

18 Linolenic acid (18:3) | Acidos graso X X

19 Arachidic acid (20:0) | Acidos graso X

20 Gadoleic acid (20:1) | Acidos graso X
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21 Eicosapentaenoic Acidos graso X
(20:5n3)
22 Heneicosanoic acid | Acidos graso X
(21:0)
23 Erucic acid (21:1) Acidos graso X
24 Behenic acid (22:0) | Acidos graso X
25 Cis-13,16- Acidos graso X
docosadienoic
(22:2n6)
26 Docosahexaenoic Acidos graso X
(22:6n3)
27 Tricosanoic acid | Acidos graso X
(23:0)
Flavonoides
28 Luteolin Flavona X
29 Eriodictyol Flavanona X
30 5, 7, 2, 6'- | Flavona X
tetrahydroxyflavone
(argemexitin)
31 5,7- Cromona X
Dihydrochromone7-
neohseperidose

(1) Argemone platyceras (Hakim, et al 1961; Marin, et al 1989)
(2) Argemone grandiflora (Marin, et al 1989)

(3) Argemone mexicana (Harborne & Williams, 1983; Hakim, et al/ 1997; Bhardwaj, et
al 1982; Marin, et al 1989; Fletcher, et al 1993; Gobato, et al 2015)

(4) Argemone ochroleuca (Fletcher, et al 1993)
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Tabla 4.2. Numero total de compuestos encontrados en frutos y semillas completos y

sarcotesta de cinco especies de Magnolia.

No. | Estructura Clase de | Fruto Semillas Sarcotesta
vegetativa compuesto completo
Compuesto (1 23| @ (5)
Monoterpenos

1 a-pinene Monoterpeno X X | x

2 p-menth-2-ene Monoterpeno X

3 B-pinene Monoterpeno X X

4 Geranyl acetone Monoterpeno | x

5 Myrcene (B-myrcene) | Monoterpeno X X

6 Terpine-4-ol Monoterpeno X

7 a-phellandrene Monoterpeno X X

8 Limonene Monoterpeno X |X |Xx

9 camphene Monoterpeno X

10 | B-phellandrene Monoterpeno X X

11 | o-terpinene Monoterpeno X X

12 | p-cymene Monoterpeno | x X |X

13 | cis-B-ocimene Monoterpeno X

14 | o-terpineol Monoterpeno X |x [X

15 | y-terpinene Monoterpeno X X

16 | Terpinolene Monoterpeno X

17 | Cyclocolorenone Monoterpeno | x

18 | Artemesia alcohol Monoterpeno X

19 | Borneol Monoterpeno X

20 | Bornil acetato Monoterpeno | x X X

21 | Linalool (B-linalool) Monoterpeno | x X |x

22 | Eucalyptol (1,8- | Monoterpeno X
cineole)

23 | cis-4-thujanol Monoterpeno X
Sesquiterpenos
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24 | Aristolone Sesquiterpeno
25 | Acoradiene Sesquiterpeno
26 | Isoledene Sesquiterpeno
27 | a-trans-bergamotene | Sesquiterpeno
28 | Neryl propanoate Sesquiterpeno
29 | Germacrene D Sesquiterpeno
30 | trans-  -guaiene Sesquiterpeno
31 | Bicyclogermacrene Sesquiterpeno
32 | Germacrene B Sesquiterpeno
33 | Isobicyclogermacrenal | Sesquiterpeno
34 | o-ylangene Sesquiterpeno
35 | a-copaene Sesquiterpeno
36 | a-caryophyllene (o- | Sesquiterpeno
humulene)
37 | B-caryophyllene Sesquiterpeno
38 | Sesquisabinene Sesquiterpeno
39 | Humulene epoxide II | Sesquiterpeno
40 | Cis-B-farnesene Sesquiterpeno
41 | B-farnesene Sesquiterpeno
42 | B-elemene Sesquiterpeno
43 | y-Elemene Sesquiterpeno
44 | y-muurolene Sesquiterpeno
45 | Globulol Sesquiterpeno
46 | a-muurolene Sesquiterpeno
47 | B-Selinene Sesquiterpeno
48 | a-Selinene Sesquiterpeno
49 | y-Selinene (Eudesma- | Sesquiterpeno
4(14),7(11)-diene)
50 | 7(14)-isodaucen-10- Sesquiterpeno
one  (Salvial-4(14)-
ene-1-one)
51 | d-cadinene Sesquiterpeno
52 | y-cadinene Sesquiterpeno
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53 | caryophyllene oxide Sesquiterpeno
54 | 14-hydroxy-Z- Sesquiterpeno
caryophyllene
55 | 14-hydroxy-9-epi-E- | Sesquiterpeno
caryophyllene
56 | Guaiol Sesquiterpeno
57 | (E)-a-bisabolene Sesquiterpeno
58 | Cadina 1,4-diene | Sesquiterpeno
(Cubenene)
59 | 14-hydroxy-6- Sesquiterpeno
cadinene
60 | Calamenene Sesquiterpeno
61 | B-bisabolene Sesquiterpeno
62 | a-calacorene Sesquiterpeno
63 | (E)-nerolidol Sesquiterpeno
64 | E-nerolidyl acetate Sesquiterpeno
65 | Khusilal Sesquiterpeno
66 | Khusinol acetate Sesquiterpeno
67 | T-cadinol (t-cadinol) | Sesquiterpeno
68 | T-muurolol Sesquiterpeno
69 | 14-hydroxy- o - | Sesquiterpeno
muurolene
70 | a -acorenol Sesquiterpeno
71 | Ar-curcumene Sesquiterpeno
72 | Mustakone Sesquiterpeno
73 | a-cadinol Sesquiterpeno
74 | Aromadendrene oxide | Sesquiterpeno
75 | Carissone Sesquiterpeno
76 | Cadalene (1,6-dimetil- | Sesquiterpeno
4-(1-metiletil)-
naftalene)
77 | a-cubebene Sesquiterpeno
78 | B-cubebene Sesquiterpeno
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79 | a-eudesmol Sesquiterpeno

80 | B-eudesmol Sesquiterpeno

81 | Amorpha-4,9-dien-2- | Sesquiterpeno
ol

82 | Amorpha-4,9-dien-14- | Sesquiterpeno
al

83 | Spathulenol Sesquiterpeno

84 | Michelenolide Sesquiterpeno

85 | Parthenolide Sesquiterpeno
Fenodlicos

86 | 2,4-di-tert- Fenilpropeno
butylphenol

87 | 3-O-caffeoylquinic Acido
acid fenodlico

88 | Eugenol neolignano Fenilpropeno

89 | Metil chavicol | Fenilpropeno
(Estragole)

90 | Chavicol (4-(2- | Fenilpropeno
propenil)-fenol)

91 | Honokiol (3’°,5-Di-2- | Neolignano
propenyl-[1,1°-
biphenyl]-2,4’-diol)

92 | Magnolol (5,5’-Di-2- | Neolignano
propenyl-[1,1°-
biphenyl]-2,2’-diol)

93 | 4-O-metilhonokiol Neolignano
(3',5-di-2-propenyl-4'-
metoxi-[1,1'-
biphenyl]-2-ol)

94 | Methoxylated Neolignano

magnolol ([5,5’-Di-2-
propenyl-3-methoxy-
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[1,1°-biphenyl]-2,2’-
diol)

95 | Grandiflora lignan | Neolignano
(40,9B-dihydro-8,9p-
di-2-propenyl-(4H)-
dibenzofuran-3-one)

96 | Bishonokiol Neolignano

97 | Magnovatin A Lignano

98 | Magnovatin B Lignano

99 | Acuminatin Neolignano

100 | Licarin A Neolignano

101 | Oleiferin A Neolignano

102 | Oleiferin C Lignano

103 | Kadsurenin M Lignano

104 | 4-O- Neolignano
demethylkadsurenin
M

105 | 7-epi-virolin Neolignano
Alcaloides

106 | Lysicamine Aporfina

107 | Lanuginosine Aporfina

108 | O- Aporfina
methylmoschatoline
Lipidos

109 | Geranic acid Acido graso

110 | Tetradecanoic acid () | Acido graso

111 | Pentadecanoic  acid | Acido graso
(C15:0)

112 | Hexadecanoic acid () | Acido graso

113 | Hexadecenoic acid | Acido graso
(C16:1)
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114 | Heptadecanoic  acid | Acido graso
(C17:0)

115 | Octadecanoic acid | Acido graso
(C18:0)

116 | Octadecenoic acid | Acido graso
(C18:1)

117 | Linoleic acid Acido graso

118 | Arachidic acid (C20:0) | Acido graso

119 | Gondoic acid (C20:1) | Acido graso

120 | Heneicosanoic  acid | Acido graso
(C21:0)

121 | Behenic acid (C22:0) | Acido graso

122 | Methyl palmitate Acido graso

123 | Methyl oleate Acido graso

124 | Methyl linoleate Acido graso

125 | Ethyl palmitate Acido graso

126 | Butyl heptanoate Acido graso

127 | 2-Monoolein Acido graso

128 | Methyl linolelaidate Acido graso

129 | 6,9,12,15- Acido graso

Docosatetraenoic acid

methyl ester

130

2,3-Dihydroxy-anti-

oleic acid ester

Acido graso

131 | Ethyl 2- | Acido graso
methylbutyrate

132 | Androsta-1,4,6-triene- | Esterol
3,17-dione

133 | Equilenin Esterol
Otros compuestos
organicos

134 | Isobutil isobutirato Ester
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135 | Propyl 2- | Ester
methylbutyrate

136 | Isobutil 2- | Ester
metilbutirato

137 | Isobutil 3- | Ester
metilbutirato

138 | Butil 2-metilbutirato | Ester

139 | 2-metilbutil 2- | Ester
metilbutirato

140 | 2-metilbutil Ester
isovalerato

141 | 4-isopropyltoluene Aromatico

142 | 2-(4-isobutylphenyl) | Aromatico
propionaldehyde

143 | heptacosane Alcano

144 | heneicosane Alcano

145 | 13-methylheptacosane | Alcano

146 | 1-octanol Alcohol

147 | 1-octadecanol Alcohol

148 | 1-decanol Alcohol

149 | 1-hexadecanol Alcohol

150 | n-hexadecane Alcano

151 | 2-pentadecanone Cetona

152 | 1-pentadecanol Alcohol

153 | 13-ethyl-3-hydroxy- Cetona
(14p)-gona-1,3,5,7,9-
pentaen-17-ketone

154 | Benzyl hexanoate Ester

aromatico
155 | Naphthalene Aromatico
156 | Perylene Aromatico
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(1) Magnolia ovata (Barros, et al 2012)

(2) Magnolia grandiflora (Li, et al 2015; Schiihly, et al 2009)

(3) Magnolia denudata (Wang, et al 2019; Wang, et al 2016; Luo, 2012; Garza, et al
2019; Ali, 2020)

(4) Magnolia officinalis (Jing, et al 2015)

(5) Magnolia kwangsiensis (Zheng, et al 2019)

Tabla 4.3. Porcentajes de composicion de compuestos fendlicos y alcaloides de

Magnolia. Los valores estan ordenados de mayor a menor.

Compuestos fendlicos y alcaloides

Fruto completo Semillas Semillas Semillas Sarcotesta
M. ovata M. grandiflora M. denudate M. officinalis M. kwangsiensis
Compuesto (%) Compuest (%) Compuest (%) Compuest (%) Compuest (%)
0 0 0 0
Lisicamina 0,0057 4-0O- 6 2,4-Di- 2,43 3-O-acido NO NE
metilhono tert-butil- cafeoilqui
kiol fenol nico
oleiferin C 0,0051 Metil 2,6 Honokiol 0,216 Honokiol NO
chavicol
(Estragole
)
licarin A 0,0038 Eugenol 1,3 Magnolol NO
oleiferin A 0,0032 Magnolol 1,225 Magnolol  NR
metoxilad
0
Lanuginosina  0,0028 Honokiol 0,94
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magnovatin  0,0028 Lignano 0,72
A grandiflor
a
O-metil- 0,0023 Chavicol 0,27-
moschatolina (4-(2- 0,7
profenil)-
fenol)
kadsurenin M 0,0017 Bishonoki 0,019
ol
Acuminatin ~ 0,0017 Magnolol  NR
metoxilad
0
7-epi-virolin ~ 0,0015
magnovatin B 0,0014
4-O-demetil-  0,0012

kadsurenin M

Totales

<10% Totales

- Totales -

Totales

Totales
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