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RESUMEN.

El abuso en el uso de insecticidas guimico sintéticos para el control del gusano
cogoliero del maiz ocasiona contaminacion y resistencia a estos productos por lo que
se deben implementar medidas biorracionales. El empleo de sustancias de origen
vegetal provenientes del metabolismo secundario de las plantas es una alternativa
efectiva y biodegradable. En este trabajo se evalud la actividad de extractos con
diferente polaridad: acuoso, metandlico, acetato de etilo, y hexanico de hojas y
semillas de Ricinus communis (Euphorbiaceae), asi como de aceite de ricino, acidos
linoléico y palmitico, y ricinina en el desarrollo larval y pupal gue presentan contra el
gusano cogollero del maiz Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), a
diferentes concentraciones. Por otro lado el EHH se analizé por cromatografia de
gases (CG) acoplado a espectrometro de masas (EM), encontrando que los
componentes mayoritarios fueron el acido linolérico (47.79%), acido linoléico
(15.28%) y acido palmitico (13.01%). También se aislo, e identifico por punto de
fusién, cromatografia de liquidos (HPLC), IR, *CRMN, y "THRMN, el alcaloide ricinina
de hojas y semillas de R. communis, y se determind la mortalidad media (DLs) del
EMH en ratones machos y hembras cepa CD1. Los extractos acuosos de hojas
(EAH) y semillas (EAS), metanolicos de hojas (EMH), y semillas (EMS), acetato de
etilo de hojas (EAEH), y semillas (EAES), y hexanicos de hojas (EHH), y semillas
(EHS), de R. communis, incorporados a la dieta artificial contra S. frugiperda. La
principal actividad fue la insectistatica, y el gradiente de efectividad insecticida fue

EMS, EAES, EMH, EAEH, EHS, EAH, EAS y EHH. El metanol extrajo mejor las
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sustancias insectistaticas e insecticidas, seguido del acetato de etilo, agua y hexano,

y las semillas fueron mejores que las hojas, de acuerdo a la actividad insecticida

observada a partir de la Viahilidad Larval media {VLso), el mejor extracto fue el EMS

con 750 ppm. El aceite de ricino presento de igual forma actividad los dos tipos de

actividad con VL0sg de 2,690 ppm, los acidos linoléico y palmitico valores para la Vlsg

de 860 y 780 ppm y para la ricinina fue de 380 ppm. La DLsy promedio en ratones

hembra y macho fue de 1,311.75 mg Kg™'. Este es el primer trabajo que aclara la

actividad e identifica algunos principios activos de de la higuerilla contra el gusano

cogollero del maiz.
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ABSTRACT.

The excessive use of synthetic chemical insecticides to fall armyworm control causes
pollution and that insect acquires resistance to these products, therefore be
implement biorational approaches. The use of substances of plant origin from the
secondary metabolism of plants is an effective and biodegradable alternative. In this
work it was evaluated the activity of the aqueous, metanolic, ethyl acetate, and
hexane extracts from leaves and seeds of Ricinus communis (Euphorbiaceae), and
castor oil, linoleic and palmitic acids, and ncinine in the larval and pupal development
in Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), to different concentrations.
Moreover the EHH was analized by gas chromatography (CG) coupled to mass
spectrum {EM), showed the composition and the mayors components, these were
linoleric acid (47.79%), linoleic acid (15.28%) and palmitic acid (13.01%). Was also
isolated and identified by melting point, liquid chromatography (HPLG), IR, *CRMN, y
THRMN, the ricinine alkaloid from leaves and seeds of R. communis, also it was
determined the DLsp in females and males mice strain CD1. The agueous extracts
from leaves (EAH) and seeds (EAS), methanolic from leaves (EMH) and seeds
(EMS), ethyl acetate from leaves (EAEH) and seeds (EAES), and hexanic from
leaves (EHH) and seeds (EHS) from R. communis, incorporated into artificial diet
against against S. frugiperda. The principal activity showed was insectistatic, and the
effective insecticide gradient were EMS, EAES, EMH, EAEH, EHS, EAH, EAS and
EHH. The methanol extracted substances better than ethyl acetate; aqueous, and

hexane, and the seeds were better than leaves, according with the insecticide activity

XV
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showed from Lethal Viability fifty (VLsp), the best extract was EMS with 750 ppm. The
castor oll showed both activities with VLsp of 2,690 ppm, the lincleic y palmitic acids
V0Lso were 860 y 780 ppm and to ricinine was 380 ppm. The average of DL50Q in
fernale and male mice was 1,311.75 mg Kg'1. This is the first work clarifying the
activity and identifies some active compounds from castor bean against fall

armyworm.
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1 INTRODUCCION.

El gusano cogollero del maiz Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)', es
una plaga que ataca el meristemmo de crecimiento del maiz, que afecta también a
otras plantas cultivadas y silvestres, lo cual dificulta su control. El método mas
utilizado en el combate de esta plaga es mediante insecticidas quimico sintéticos, sin
obtener los beneficios deseados, ya que presenta resistencia a varios insecticidas,
ademas el uso de estos productos perjudica mas de lo que ayuda, porgue
contaminan los mantos acuiferos, el suelo, el aire, matan organismos que no son el
objetivo como insectos benéficos, polinizadores, parasitoides y depredadores,
afectan aves, peces, mamiferos y al ser humano de diversas formas.

Otra forma de combate de S. frugiperda que se ha estado implementado en la ultima
década es el uso de metabolitos secundarios de las plantas, a través de exiractos,
aceites y polvos, constituyendo una alternativa mas segura para los animales, el
ambiente, y el humano.

La higuerilla Ricinus communis (Euphorbiaceae)?, presente en las regiones
templadas y tropicales (Cuadra, 1981; Martinez, 1987), ha destacado por su

actividad contra insectos que son plagas.

' Los nombres cientificos y la ubicacidn taxondmica de los insectos presenlados en este escrito se
tormaron de Bugguide (2010).

? Los nombres cientificos y la ubicacién taxonémica de las plantas que se mencionan en este trabajo
fueron lomadas de Tropicos (2010).

i A o Metropolil
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Los extractos acuosos (Upanasi et al, 2003; Aouinty et al, 2006; Tinzaara et al,
2006) y metandlicos (Upanasi et al, 2003) de las hojas han reportado actividad
insecticida; los extractos acuosos y acetonicos de hojas actuan como repelentes e
insecticidas (Caffarini et al., 2008), los polvos de hojas actuan como insectistaticos
en granos almacenados (Araya-Gonzalez et al, 1996); y el aceite también actua
como insecticida (Salas y Hernandez, 1985; Pacheco et al.,, 1995). Las partes aéreas
de presentan actividad insectistatica e insecticida contra S. frugiperda (Lopez-Olguin
et al, 1994; Rodriguez-Hernandez, 2005).

En esta investigacion se evaluaron los extractos acuosos de hojas (EAH) y semillas
(EAS), metandlicos de hojas (EMH), y semillas (EMS), acetato de etilo de hojas
(EAEH), y semillas (EAES), y hexanicos de hojas (EHH), y semillas (EHS), de R.
communis, aceite de ricino, acidos linoléico y palmitico y ricinina en el desarrollo de
larva y pupa de S. frugiperda; también se realizé una propuesta metodologica para
determinar la cantidad de ricinina en el EMH de R. communis, y se estimod la DLsg via

oral en ratones machos y hembras.
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2 MARCO TEORICO.

Antes del descubrimiento de los insecticidas sintéticos, se usaron los extractos
botanicos en el manejo de plagas de insectos {Isman, 1897). En el periodo actual se
siguen considerando como fuente importante de compuestos, debido a que al ser
aplicados a los cultivos contra plagas de insectos no afectan al ambiente, a los
cuales se les denomina aleloguimicos (Mareggiani, 2001).

Las sustancias guimicas vegetales tienen actividad insectistatica y/o insecticida
(Rodriguez-Hernandez y Vendramim, 1996), y tienen menor probabilidad de generar
resistencia ya que ejercen menor presidén selectiva y multiples en éstos (Saxena,

1986).

2.1  Sustancias vegetales insectistaticas e insecticidas.
Las sustancias vegetales insecticidas mas conocidas son: anabasina aislada de
anabis Anabasis aphylfa (Amaranthaceae) (Ware y Whitaker, 2004), azadiractina
separada del nim Azadirachta indica (Meliaceae) (Koul et a/, 1990}, la juvabiona
obtenida del abeto de Sajalin Abies sachalinensis (Pinaceae), nicotina extraida del
tabaco Nicotiana tabacum (Solanaceae), piretrina obtenida del piretro Tanacetum
cinerariifolium (Asteraceae), rianodina extraida del riania Ryania S$peciosa,
(Salicaceaee), rotenonas separadas de roten Derris elliptica (Fabaceae) y del
barbasco Lonchocarpus utilis (Fabaceae), y veratrina aislada de la sabadilla

Schoenocaulon officinale (Melanthiaceae) (Ware y Whitaker, 2004).

Uniesigad At Belapoliaes
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Algunas sustancias pueden presentar actividad Insectistatica que es aquella
sustancia que no es toxica rapidamente, y es capaz de interferir negativamente sobre
la alimentacion, crecimiento y refugio de una especie de insecto determinada y que
puede servir para su manejo en caso de ser plaga (Levinson y Levinson, 1973,
Serratos, 1993; Gottlieb et al., 2002). En fa busgueda de fuentes alternas, que sean
efectivas para el control de insectos plaga, se trata de no eliminar a los insectos de
forma fulminante, prefinendo repeler, inhibir el crecimiento, la alimentacién y la
oviposicion, entre otros efectos por lo que se buscan sustancias insectistaticas en
lugar de insecticidas (Rodriguez- Hernandez y Vendramim, 1998), algunos
compuestos con actividad antialimentaria son 1,14-diacetilcardiopetalina, 18-hidroxi-
14-O-metilgadesina, caracolina, cardiopetalina, 18-O-demetilpubescenina, 14-0-
acetildeltatsina, tacaosamina, ajadina y 8-O-metilcolumbianina, contra adultos de L.
decemlineata y larvas de la rosquilla negra Spodoptera littoralis (Lepidoptera:
Noctuidae) (Gonzalez-Coloma et al., 2004).

Otras sustancias actian de forma fulminante contra los insectos actividad
denominada como insecticida, de acuerdo al DLE (2001), dice que es un producto
que sirve para matar insectos. Algunos compuestos con este tipo de actividad son

los alcaloides erisovina y g-eritroidina contra larvas del mosquito Culex
quinquefasciatus (Diptera: Culicidae) (Garcia-Mateos et al, 2004); los alcaloides
acotina; cardiopetalina; 14-deacetilpubescenina; 18-0-benzoil-18-O-demetil-14-0O-

deacetilpubescenina; 14-O-acetildelcosina; 14-deacetilajadina y metillicaconitina,
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actian contra adultos del escarabajo de la papa Leptinotarsa decemlineata
(Coleoptera: Chrysomelidae) (Ruiz-Mesia et al., 2005).

En general la mayor parte de las sustancias vegetales presentan los dos tipos de
actividad, siendo la azadiractina el ejemplo méas conocido (Mareggiani, 2001,

Redriguez-Hernandez, 2001).

2.2 Composicion quimica de R. communis.

Las hojas de R. cormnmunis contienen el alcaloide ricinina (Essery et af.,, 1963, Olaifa
et al, 1991, Bigi et al, 2004; Leite et al, 2005), la N-demetilricinina (Waller y
Henderson, 1961; Skursky et al, 1969; Waller y Skursky, 1972; Kang et al., 1985);
asi como el canferol-3-O-3-D-glucopiranésido, canferol-3-O-f-D-xilopirandsido,
canferol-3-O-B-D-rutinésido,  quercetina-3-O-B-D-rutindsido,  quercetina-3-0O-3-D-
xilopiranosido y quercetina-3-O-3-D-glucopiranosido v (Kang et al., 1985); los acidos
decanodico, docosandico, estearico, eicosandico, heptadecandico, miristico, palmitico,
pentadecandico, tetracosandico y tricosandico (Bigi et al., 2004).

Las semillas contienen alrededor del 50% de aceite de ricino (Achaya et al., 1964;
Pascual, 1995; Kim, 2001), el cual contiene cinco actdos grasos, de los cuales el
mayoritario es el acido ricinoléico (87%) (Cuadro 1) (Achaya et al,, 1964; Atsmon,
1989; Bafor et al., 1991; Harborne y Baxter, 1995; Broun y Somerville, 1997; Smith et
al.,, 2003), que se encuentra unicamente en las semillas (Atsmon, 1989); también
contienen una proteina toxica, la lectina ricina (Mise et af., 1977; Hsuan y Koh, 1978;

Darby et al., 2001; Kim, 2001, Yuldashev, 2001), la fraccién proteica CB1A gue es un
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compuesto alérgenc {(Kim, 1995), y la ricinina (Waller y Henderson, 1961; Waller y

Skursky, 1972; Reyes, 1991; Kim, 2001; Yuldashev, 2001).

Cuadro 1. Composicién del aceite de ricino (Merck Index, 1981).

Acido Porcentaje
Ricinoléico 87

Oléico 7
Linoléico 3
Palmitico 2
Estearico 1

2.3 Actividad de R. communis contra insectos.

Se ha demostrado que R. communis tiene actividad biolégica contra algunos
insectos, por ejemplo en plantaciones de tabaco se ha usado como planta trampa
para reducir el dafo ocasionado por la mosquita blanca del tabaco Bemisia tabaci
(Homoptera: Aleyrodidae} y del gusano gris del tabaco Spodoptera litura
{(Lepidoptera: Noctuidae) (Dhawan et al., 2008).

La ricinina, principal alcaloide de R. communis, ha sido reportada con actividad
insecticida. En un experimento se indujo a que adultos de pulgén verde Myzus
persicae {Homoptera: Aphididae) se alimentaran con hojas de frijol vy de R.
communis, sobreviviendo el 100% de los individuos alimentados con frijol después de

24 h 3, mientras que los adultos alimentados con R. communis murieron antes de 60

* Los simbolos del sistema general de unidades de medida presentados en este escrito se tomaron de
la SCFI {1993).
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min, a todos los organismos se les macerd con metano! y las muestras se analizaron
por HPLC, en los organismos alimentados con R. communis se encontro ricinina,
mientras que en los otros no, con este resultado, se infirid que la ricinina era la
causante de la mortalidad de M. persicae (Olaifa et al., 1991). Tambien el polvo de
las hojas al 15% provoca 100% de mortalidad contra la polilla India de Ia harina
Plodia interpunctelfa (Lepidoptera: Phycitinae) (Collavino et al., 2005); el extracto
acuoso de semillas al 10% presenta actividad insecticida contra la mosquita blanca
de los invernaderos Trialeurodes vaporariorum (Homoptera: Aleyrodidae), con
efectividad similar al del control quimico convencional {Bifentrina) (Herrera, 1997).
Por otro lado se determinaron las Concentraciones Letales medias (CLsg) del extracto
acuoso de hojas para 2° y 4° instares cuator especies de mosquitos, las cuales
fueron de 220 +45 y 340 £36 mg L™ para Aedes caspius (Diptera: Culicidae), 180 £33
y 210 +36 mg L' para Anopheles maculfipennis (Diptera: Culicidae), 190 +45 y 530
+31 mg L' para Culex pipiens (Diptera: Culicidae) y 110 +31 y 230 +47 mg L1 para
Culiseta longfareofata (Diptera: Culicidae) (Aouinty et al., 2006).

En el caso de S. frugiperda Lopez-Olguin y colaboradores (1994) demostraron la
actividad insectistatica e insecticida del extracto acuoso de la planta completa de R.
communis al 5% en etapa de fructificacion, sin raiz, incorporado a la dieta, la cual
mostré inhibicion de la alimentacién de 50% en larvas y mortalidad superior a 30%.
Ademas se encontrd que el extracto acuoso de las hojas inhibié la emergencia de
adultos, disuadio la oviposion y presentd actividad larvicida en mosquitos Anopheles

arabiensis (Diptera: Culicidae) y Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae), con

Lirssersiciant Auldnnma Metrmopoldana
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Clse de 403.65, 445.66 y 498.88 ppm contra larvas de 2°, 3% y 4° instar de A.
arabiensis y de 1 091.44, 1 36458 y 1 445.44 ppm contra larvas de los mismos
instares de C. quinquefasciatus, la Inhibicion de la Emergencia media de ambas
especies fue de 374.97 ppm y 1180.32 ppm (Elimam et al, 2009). Los extractos
acuosos de hojas, frutos y tallos presentaron actividad insecticida y repelente contra
la termita Macrotermes natalensis (lsoptera: Termitidae), el extracto de los frutos
logré mayor mortalidad y repelencia con 82 y 90%, seguido por el extracto de hojas
con 53.03 y 87.27% y del extracto de los tallos con 49.6 y 40% (Babarinde et af,,
2008). Por otra parte, los extractos acuosos y aceténicos de las hojas tienen mayor
actividad repelente contra la hormiga negra Acromirmex fundi {(Hymenoptera:
Formicidae), que los extractos de hojas del paraiso Melia azedarach (Meliaceae) y
triquilia Trichillia glauca (Meliaceae) (Caffarini et al., 2008).

El aceite de ricino, el cual se encuentra en las semillas de R. communis, provoca 100
% de mortalidad a las 18 h en el gorgojo del frijol Acanthoscelides obtectus
(Coleoptera: Bruchidae) y gorgojo de cuatro manchas Callosobruchus maculatus
(Coleoptera: Bruchidae) al evaluar seis aceites vegetales diferentes al 1%
(peso/volumen) para proteger semillas almacenadas de chicharo gandd Cajanus
cajan (Fabaceae) (Salas y Hernandez, 1985). La ricinina presente en la misma
estructura vegetal actia como repelente e insecticida contra 7. vaporariorum, al
evaluar diferentes concentraciones de ricinina no purificada, la Concentracion de
Repelencia media (CRsg) fue de 67.51 mg mL™, y la ClLsg fue de 25.69 mg mL”

(Ramos-Lopez, 2006). Ademas, se comprobd que concentraciones de 0.2 y 0.4 mg
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mL" de ricinina (adicionadas a la dieta), tienen efecto letal contra la hormiga
cortadora Affa sexdens rubropilosa (Hymenoptera: Formicidae), también provocd
mortalidad de algunos individuos entre 4 y 10 d, ademas observaron que a
concentraciones de 10, 20 y 40 pg de ricinina por hormiga administrada tbpicamente,
hubo sintomas de intoxicacidn, como movimientos lentos, temblor de patas vy
postracion; sin embargo, poco tiempo después recuperaron la movilidad y

sobrevivieron (Bigi et al., 2004).

2.4  Importancia economica de S. frugiperda.
Los adultos son de color gris obscuro, las hembras tienen alas delanteras grises y sin
manchas, las posteriores son blancas, las alas delanteras de los machos son de
color pardo claro con manchas blancas en el apice y una mancha amarilla cerca del
centro (Coto, 1997), son activos durante |la noche y se pueden desplazar varios
kilbmetros cuando soplan vientos (Fernandez, 2002). Las hembras depositan los
huevos tanto en el haz como en el envés de las hojas, éstos son puestos en masas
cubiertas por segregaciones del aparato bucal y escamas de su cuerpo (Andrews,
1988). Las larvas al eclosionar se alimentan del corion, mas tarde se trasladan a
diferentes partes de la planta o a las vecinas, evitando asi la competencia por el
alimento y el canibalismo (Marenco et al,, 1992; Willink et al., 1993; Kumar y Mihm,
2002). Su color varia segun el alimento pero en general son oscuras con tres rayas
palidas estrechas y longitudinales; en el dorso se distingue una banda negruzca mas

ancha hacia el costado, en la frente de la cabeza se distingue una "Y" blanca
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invertida (Andrews, 1988, Ortega, 1987; Bergvinson y Kumar, 1997). Las larvas
pasan generalmente por 5 y 6 instares (Sparks, 1979; Bergvinson y Kumar, 1997;
Kumar y Mihm, 2002; Villa y Catalan, 2004). Las pupas son de color caoba con su
extremo abdominal terminando en 2 ganchos en forma de “U” invertida. Esta fase se
desarrolla en el suelo y el insecto esta en reposo hasta los 8 a 10 dias en que
emerge el adulto (Sparks, 1979; Andrews, 1988). Su ciclo biologico es de 43 a 58
dias (Bergvinson y Kumar, 1997, Murua et al.,, 2003).

Este insecto cominmente se le conoce como “gusano cogollero del maiz”; es de
habitos generalistas, se encuentra ampliamente distribuido en América, que se
alimenta de aproximadamente 50 especies de plantas (Arana, 1996). Su hospedante
preferido es el maiz, en México y en América Latina constituye un factor limitante del
cultivo (Sparks, 1979; Andrews, 1988; Molina et al, 2003). Las larvas causan
defoliaciones al maiz, pero su dafio mas importante es cuando se alimentan del
meristemo de crecimiento de la planta, lo que ocasiona su muerte (Willink et af.,

1993; Fernandez, 2002).
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3 JUSTIFICACION.

El hecho de que S. frugiperda sea una plaga de importancia econdmica, junto a la
facillidad con que se puede criar en condiciones de laboratorio, hace que sus larvas
puedan utilizarse faciimente en biocensayos de actividad insectistatica e insecticida
realizados con dieta artificial, por otra parte tomando en consideracidn de que R.
communis ha sido reportada con actividad insecticida con anterioridad, y que el uso
de insecticidas sintéticos, empleados para controlar S. frugiperda, es muy perjudicial
para el humano y el ambiente, se hace necesario encontrar sustancias alternativas
derivadas del metabolismo secundario de las plantas que sean menos tdxicas pero

eficientes para el control de insectos plaga.
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4 OBJETIVOS.

4.1 Objetivo general.
Evaluar la actividad biologica en condiciones de laboratorio, el efecto que presentan
los extractos con diferente gradiente de polaridad de hojas y semillas de R.
communis asi como de sus fracciones y sustancias activas contra S. frugiperda, con
la finalidad de estandarizar el extracto que presente las condiciones mas propicias de

manejo en taboratorio y de actividad biocldgica.

4.2  Objetivos especificos.
Los objetivos especificos que se derivan del anterior son los siguientes:
< Determinar las concentraciones minimas y maximas necesarias para cada
extracto evaluado con hojas y semillas de R. communis, que presenten
actividad insectistatica o insecticida contra S. frugiperda.
<+ Identificar la sustancia activa de los extractos de hojas o semillas de R.
communis que presenten actividad insecticida o insectistatica en S. frugiperda.
*» Estandarizar el extracto de hojas o semillas de R. communis que presente la

actividad insecticida o insectistatica sobre S. frugiperda.
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5 HIPOTESIS

Por lo menos uno de los extractos de hojas o semillas de R. communis contiene
metabolitos secundarios 10s cuales presentaran actividad insectistatica y/o insecticida

en el desarrolio de larvas y pupas de S. frugiperda.
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6 MATERIALES Y METODOS.

6.1 Colecta del material vegetal.
Se recolectaron 19 Kg de hojas verdes y 2 Kg de semillas (Figura 1) de R
communis, entre diciembre de 2006 y marzo de 2007, en la Colonia Jardines de
Casanueva, del Municipio de Ecatepec de Morelos, Estado de México, entre las
coordenadas 19° 36" 58" latitud norte; 99° 03" 44" longitud oceste; a una altitud de
2,251 msnm. Se dejaron secar a la sombra a temperatura ambiente por 15 d,
posteriormente las hojas se pulverizaron en un molino marca Thomas-Wiley, Modelo
N°4, y las semillas se trituraron en un mortero de porcelana, obteniéndose 3.2 Kg de

polvo de hojas y 1.9 Kg de semillas trituradas.

Figura 1. Hoja (a) y semilla (b) de R. communis.

6.2 Criade S frugiperda.
La cria de S. frugiperda se realizo acorde a la metodologia empleada en el Centro
Internacional del Mejoramiento del Maiz y Trigo, usando insectos reproducidos en el

Laboratorio de Entomologia de la Unidad de Estrés Biotico. Con los ingredientes que

14




UTILIZACION DE LA RICININA COMO INSECTICIDA BIORRACIONAL CONTRA iLARVAS DE Spodoptera Miguel Angel Ramos Lopez

frugiperda (SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE]. 201
i

se muestran en el Cuadro 2, se prepar0® 1 Kg de dieta y se vertio en una charola de
acrilico transparente (30x30x5 cm), dejandola solidificar a temperatura ambiente por
24 h, luego se realizd un estriado en la superficie de la dieta con un tenedor de acero
inoxidable desinfectado, después se colocd sobre ésta a presion una rejilla de

acrilico blanco (256 espacios y 3 cm?).

Cuadro 2. Ingredientes y cantidades empleadas para preparar 1 Kg de dieta artificial,
para la cria de larvas de S. frugiperda (Bergvinson y Kumar, 1997).

| Ingrediente Cantidad

lrAcido sOrbico 17y
Agar 10.0g
Agua destilada 800 mL
Dieta {Product# FO0635 S. W. Corn Borer, Bio-Serv, Canada) 60.0 g
Espiga estéril 20.0g
Etanol 17 mL*
Formaldehido 2.5mL
Levadura de cerveza 40.0g

| Maiz molido 100.0g
Metil p-hidroxibenzoato 179
Sulfato de neomicina 06g
Vitaminas (vitamin mix fortification lepidoptera, Bio-Serv) 10.0 g**

* El acido sorbico se disuelve en el etanol antes de mezclaria con los demas ingredientes de [a diela, ** Las
vitaminas se adicionaron cuando la dieta, ya hecha, tiene< de 60°C.

Por otro lado se prepard en un recipiente de plastico (de 100 mL), una mezcla de 1 g
de larvas de 1% instar con 20 g de olote molido estéril, y se espolvored sobre la

superficie de la dieta cuidando que por Io menos en cada compartimento quedara
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una larva. La charola se cubric con una malla alambrica y sobre ésta se pusieron
cuatro hojas de papel absorbente (servitoalla Kleenex) y otra rejilla de plastico,
sujetando todo el conjunto con cinco ligas elasticas. Esta se puso en una camara de
crecimiento a 25 °C +2 °C, 70% 5% de humedad relativa, y fotoperiodo de 14 h luz
hasta que se formaron las pupas.

Las pupas formadas se separaron de la dieta y se colocaron en una jaula {realizada
con malla de alambre con abertura de 4 mm, 21 cm de diametro y 30 cm de altura),
luego se pusieron sobre dos hojas de papel absorbente en su parte central (Figura

2}, colocandola a 25 * 2 °C, 70 % de humedad relativa, y fotoperiodo de 14 h luz,

hasta la emergencia de adultos, los cuales se separaron por sexo, después se -

colocaron 25 hembras y 25 machos dentro de una bolsa encerada de papel blanco,

para que se aparearan y las hembras ovipositaran en la pared interna de la bolsa, -
colocandoseles un recipiente de plastico de 5 cm de diametro con un algodén -
humedecido con agua azucarada al 5% dentro de |la bolsa, para la alimentacion de

los adultos. A las 72 h se se cambiaron los adultos de bolsa para que continuaran

ovipositando por 5 d mas vy los huevos se retiraron raspandc el papel con una

espatula.

Figura 2. Jaula para emergencia de adultos de S. frugiperda.

ISR T ETE
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Los huevos se colocaron en una charola circular de acrilico transparente de 24 cm de
diametro y 10 cm de altura, la cual se cubrié con dos hojas de papel absorbente y
con tapa de acrilico, a la que previamente se le corté una superficie cuadrangutar de
10 cm de diametro en su parte centrat y se le pegd una malla de alambre para que
permitiera la entrada de aire al interior de la charola; después ésta se coloco en el
interior de una camara climatizada a 22 + 2 °C, 85 % de humedad relativa, y

fotoperiodo de 14 h luz, hasta la eclosion.

6.3  Preparacion de extractos.

En un matraz balén de 1 L se colocaron 50 g de hojas ¢ semillas secas y molidas,
con 500 mL de agua, la mezcla se dej6 reposar 24 h, y despues se filtrg, siguiendo la
metodologia de Rodriguez-Hernandez y Vendramim (1996).

Para la preparacion de los extractos hexanico, metanolico y de acetato de etilo, se
us6 1 Kg de hojas o semillas secas y molidas, sometiéndose a una extraccion con 3
L de hexano calentando durante 4 h a temperatura de ebullicidon, luego se filtrd
obteniéndose por un lado el extracto hexanico y por el otro lado el residuo vegetal al
cual se le adicionaron 3 L de acetato de etilo o0 metanol. Se calento a temperatura de
ebullicion por 4 h, se filtré y el disolvente, se eliminé a presiéon reducida en un

evaporador rotatorio, los extractos fueron ocho:

Extracto acuoso de hojas (EAH)
Extracto acuoso semillas (EAS)
Extracto metandlico de hojas (EMH)

Infrerssdad A droma M poirana
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Extracto metandlico de semillas (EMS)

Extracto acetato de etilo de hojas (EAEH)

Extracto acetato de etilo de semillas  (EAES)

Extracto hexanico de hojas (EHH)

Extracto hexanico de semillas {(EHS)

Los EMH y EHH se separaron por cromatografia en columna empacada con silica
gel utilizando como eluyentes, en cada extracto:

EMH: cloroformo, incrementando la polandad con metanol.

EHH: hexano aumentando su polaridad con acetato de etilo.

6.4 Identificacion de acidos grasos en el EHH de R. communis.

Se us6 el método con trifluoruro de boro AOAC-IUPAC N° 969.33 (AOAC, 1990). En
un matraz de 50 mL se colocaron 80 mg del extracto y 4 mL de una disolucion de
hidroxido de sodio en metanol 1N, 1a mezcla de reaccidon se calentd a temperatura de
ebullicidbn con agitacion por 15 min., al término de este tiempo se afadieron 5 mL de
trifluoruro de boro al 15% en metanol y se continud calentando por 5 min, enseguida
se anadieron bajo las mismas condiciones 2 mL de isooctano y se dejo en agitacion
por 5 min. Al término de este tiempo la mezcla de reaccidn se enfrid y se anadieron
0.2 g de cloruro de sodio.

La fase organica se separé en un embudo de separacion, y a la fase acuosa se le
realizd una segunda extraccion con 2 mL de hexano, despuées de separar la fase

orgénica se junto con la fase de isooctano y se seco con sulfato de sodio anhidro.
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La muestra esterificada se analizd en un cromatografo de gases Agilent
Technologies 68390N, acoplado a un espectrometro de masas, con un detector
selectivo de masas 5973 y una columna capilar HP-5MS de 25 mm de diametro por
30 m de largo y .25 um de tamarnio de particula .Se pesaron 10 mg de la muestra, se
disolvieron en 1 mL de acetona y se inyectd 1 uL de muestra al cromatografo de
gases por el método de split en una relacion 2:1, a 330 °C del puerto de inyeccion. El
programa de temperatura que se siguié fue el siguiente: 60 °C por 3 min, con una
rampa de 3 °C por min. hasta 170 °C por 1 min y 10 °C por min hasta 330 °C por 10
min. A un flujo de 1 mL min”. La temperatura de la fuente fue de 230 °C, del
cuadrupolo de 150 °C y el rango de masas de 20 a 800 uma. La identificacion de los
componentes se llevé a cabo por comparacion con [os espectros de masas de la

biblioteca NIST 02.

6.5  Separacion y aislamiento de ricinina (Kang et al., 1985).
En un matraz balén se colocd 1 Kg de hojas secas y molidas con 3 L de hexano, la
mezcla se calento a temperatura de ebullicion durante 8 h. Posteriormente se filtro y
a las hojas se le adicionaron 3 L de metanol, la mezcla se calentd a temperatura de
ebullicion durante 8 h, luego se filtro, y el disolvente se elimind a presion reducida en
un evaporador rotatorio. El solido resultante de la extraccion se lavo con éter etilico, y
después con acetato de etilo. El disolvente se elimind en un rotovapor a presion
reducida y luego en una estufa de vacio a temperatura ambiente. El residuo se

separo por cromatografia en columna empacada con silica gel 60, usando como
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eluyente cloroformo al cual se le aumento la polaridad con metanol. Las fracciones
se concentraron a presion reducida y por cromatografia en capa fina se determinaron
las fracciones que presentaron un patrén similar, se mezclaron y se les realizaron
pruebas de alcaloides con acido silicotunsgtico y con reactivo de dragendorff. A los

cristales obtenidos se les determiné el punto de fusion, IR, ">*CRMN y "THRMN.

6.6 Aceite de ricino, acidos linoléico y palmitico.
El aceite de ricino se adquirié grado comestible en la Farmacia Paris; el acido

linoléico y el acido palmitico se adquirieron en Sigma-Aldrich, con 95% de pureza.

6.7 Bioensayo.

En la prueba preliminar se evaluaron siete concentraciones logaritmicas entre 16,000
y 0.016 ppm de los EAH, EAS, EMH, EMS, EAEH, EAES, EHH, y EHS de R.
communis, los cuales se afadieron en la parte final de la elaboracion de la dieta,
antes de que solidificara, usando la metodologia propuesta por Rodriguez-
Hernandez y Vendramim (1996). Este experimento permitic encontrar las
concentraciones con minima y maxima efectividad, tomando para ello solo la variable
de viabilidad larval, posteriormente se evalué en una segunda fase las
concentraciones que permitieron la mejor correlacidon entre concentracion y
efectividad.

A los tratamientos EAH, EAS, EMH, EHH y EHS, se les aumentd en el bioensayo a la

concentracion de 24,000 ppm, debido a que en estos tratamientos la concentracion
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de 16,000 ppm no ocasiond 50% de la viabilidad larval y se intercalaron los seis
valores restantes entre 16,000 y 16 ppm, y en los tratamientos EMS, EAEH y EAES
se intercalaron los valores entre 16,000 y 16 ppm. Las concentraciones para cada
tratamiento fueron las siguientes: EMH: 24,000, 16,000, 8,000, 4,000, 1,600, 560,
160 y 0 ppm; para EAH, EAS, EHH y EHS 24,000, 16,000, 9,600, 4,000, 1,600, 560,
160 y 0 ppm, y para EMS, EAEH y EAES 16,000, 9,600, 1,600, 560, 160, 112, 16 y 0
ppm.

Al encontrar actividad biolégica con el EHS, se decidid probar la actividad bioldgica
del aceite de ricino, realizando la prueba preliminar a las mismas concentraciones
valoradas en los demas extractos y en su evaluacion final se evaluaron 16,000,
9,600, 1,600, 560, 160, 112, 16 y 0 ppm.

Después de la esterificacion del EHH, se determiné la actividad biolégica del acido
linoléico y del acido palmitico, a los que se les realizaron sus ensayos preliminares
utilizando concentraciones entre 1,600 y 0.0016 ppm, guedando 1,600, 960, 400,
160, 120, 56, 16 y 0 ppm como concentraciones a probar en su bioensayo final.

La ultima sustancia evaluada fue la ricinina, usando las concentraciones de 16,000,
9,600, 1,600, 560, 160, 112, 16 y 0 ppm, despues de su ensayo preliminar realizado
entre 16,000 y 0.016 ppm.

Para la realizacion de los ensayos, se vertieron aproximadamente 10 mL de las
dietas con extractos en 100 vasos de acrilico, para los ocho extractos y para el aceite
de ricino y 24 vasos para el acido linoléico, acido palmitico y ricinina, de una onza de

capacidad (Bio-Serv N° 9051) previamente esterilizados, se dej6 solidificar la dieta a

mivarsidad Aolonoma Melrnpoéia
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temperatura ambiente por 24 h, posteriormente se coloco una larva de primer instar
de S. frugiperda con un pincel del N° 0, luego se cubri¢ cada vaso con una tapa de
cartdbn blanco ajustable {Bio-Serv N° 9049). Los vasos se colocaron de manera
aleatoria, en una charola de cartén con 30 espacios, y se pusieron en el interior de
una camara bioclimatica en condiciones de 27 + 2 °C; 70% + 5% HR y fotoperiodo de
14 h luz. Los tratamientos se observaron cada tercer dia, y cuando se comenzaron a
formar larvas de 6° instar en el control se realizarocn observaciones diarias para
registrar el dia en que se alcanzo el estado de pupa.

Para cada tratamiento se evaluaron cinco variables: a) el tiempo transcurrido desde
la infestacién a la formacién de pupa, el cual correspondié a la duracién de la fase
larval; b) el numero de pupas formadas, que correspondio a la viabilidad larval; c) el
peso de pupa de 24 h de edad; d) el tiempo transcurrido de la formacion de la pupa
hasta la emergencia del adulto, registrado como duracién de la fase pupal, y e) el
numero de adultos emergidos que correspondi¢ a la viabilidad pupal (Rodriguez-

Hernandez y Vendramim, 1996).

6.8  Curva de calibracion de ricinina en el EMH de R. communis por HPLC.
Se prepard una solucién de 10 mg de ricinina, en 5 mL de metanol en un matraz
volumeétrico, de esta muestra se tomd 1 mL y en un matraz volumétrico se aforé a 10
mL, esto se repitid dos veces mas para obtener cuatro concentraciones (2, 0.2, 0.02
y 0.002 mg mL™"), haciendo tres determinaciones para cada concentracion, hecha

ésta, se tomaron 10 mg del EMH y se disolvieron en 5 mL de MeOH, efectuando tres
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inyecciones, para calcular el area bajo la curva para poder determinar la
concentracion de ricinira.

Se uso un cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion Varian, modelo Pro Star 330,
con una columna Cig de fase inversa (250 x 4.6 mm i.d. tamafo de particula 5 um)
de la marca Grace, la columna se eluyd con una mezcla de metanol: agua (75:25
v/v), con un flujo de 0.6 mL min™, e! detector se ajustd a 250 nm de absorbancia, vy
con un tiempo de analisis de 20 min.

Se emplearon metanol y agua grado HPLC, el primero de la marca J.T. Baker y la
segunda de la marca CALEDON, asi como ricinina estandar con un minimo de

pureza de 98%, de la marca Latoxan.

6.9 Toxicidad aguda oral.
Se determiné la toxicidad aguda oral del EMH de R. communis a 200, 400, 800,
1,600 y 2,000 mg Kg™' y un control al que se le administré solamente el vehiculo por
el método de Lagarto et al. (2005), usando 60 ratones hembras y 60 ratones macho
de la cepa CD 1, con peso promedio entre 20 y 26 g, los cuales se mantuvieron a
temperatura controlada de 20 + 2 °C con ciclo de luz de 12 h. La alimentacion
consistio en alimento peletizado y agua ad libitum. Se dividieron en doce grupos con
10 animales para cada sexo con ayuno de 12 h, a 10 grupos se administro via oral.
Los animales se observaron cada 60 min., durante las primeras 7 h, y después

diariamente por un periodo de 7 d, registrando los sintomas de toxicidad.
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6.10  Analisis estadisticos.
Los tratamientos con 100 observaciones, se dispusieron en cinco grupos de 20 vasos
cada uno, y para los tratamientos con 24 se dividieron en cuatro grupos con seis
vasos cada uno, empleando un disefio experimental completamente al azar, no
incluyendo en el andlisis los tratamientos con viabilidades inferiores a 10%, y la
comparacion entre medias de los tratamientos se efectud a través de la prueba de
Tukey a nivel de 35% de confiabilidad con el paquete estadistico SAS (Delwiche y
Slaughter, 2002); la Viabilidad Larval media (VLsg)se calculd con el paquete Probit
(Raymond, 1985); a los cromatogramas obtenidos por HPLC se les realizd analists
de correlacion entre el area bajo ia curva obtenida y las concentraciones evaluadas,
con el paquete estadistico SAS, y finalmente la DLgy, se determind con el paquete

estadistico Probit.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1 Efectividad de extractos.

Los resultados obtenidos en la fase preliminar de la evaluacion de cuatro disolventes
y de hojas y semillas de R. communis mostraron que la efectividad de los extractos
contra el desarrollo de larva y pupa del gusano cogollero S. frugiperda se manifesto
entre 0.16 y 16,000 ppm (Apéndice 10.1.1}); la duracion del periodo larval se prolongd
a partir de 0.16 ppm, la viabilidad larva! fue significativa desde 16 ppm, la viabilidad
pupal se afectdé a 160 ppm y el peso pupal a las 24 h fue menor a partir de 160 ppm.
La duracion pupal, que no fue significativa en el EAH, se prolongé desde la
concentracion de 160 ppm.

El EMS, con viabilidad de 0%, evit6 el desarrollo de la fase larval a 16,000 ppm y el
EAES prorrogd el tiempo de duracion larval a partir de 0.16 ppm. Las
concentraciones que afectaron la viabilidad pupal, no permitieron que durante el
tiempo del desarrollo de la larva, éstas las destoxificaran, por lo que se manifesto
este efecto en la pupa, y las concentraciones que disminuyeron el peso pupal,
siempre prolongaron la duracion larval.

En los resultados que correlacionan concentracion y efectividad, de manera mas
directa, todos los extractos mostraron efectividad de 160 a 24,000 ppm en las cinco
variables evaluadas (Cuadro 3 a 6); la duracion de la etapa larval se prolongd desde
160 ppm, la duracion de la fase pupal y la viabilidad pupal fueron significativas a

partir de 1,600 ppm, y la viabilidad larval y el peso de pupa se afectaron desde 560

ppm.
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Cuadro 3. Duracidn y viabilidad de larva y pupa, y pesc de pupa de S. frugiperda con

EAH y EAS de R. communis incorporados a la dieta artificial.

EAH
Concen Duracion (d) Viabilidad (%) Peso pupal

(ppm) Larval Pupal Larval Pupal (mg)
24,000 26.6 £1.0* 12.8 £0.4% 31 +1.97 77.4 £3.67 219.5+3.3"
16,000 246 +0.6" 12.4 +0.2 71+1.9" 93.0 £1.7 229.5 4.2
9,600 24.5+0.3* 12.3 £0.1 78 £2.6* 93.6 +4.3 232.5+2.4*
4,000 22.9 £0.3" 12.3 £0.1 83 x2.6" 95.2+22 236.3 +2.6
1,600 22.5+0.3" 12.2 0.1 90 +1.6 95.6 1.1 238.0 2.7
560 21.910.2 12.1 0.1 93 +2.0 96.8 1.3 2406 2.8
160 21.540.2 12.1 £0.1 95 +2.2 96.8 £1.3 2414 2.4
0 21.1+0.2 12.1 £0.1 95 +2.2 96.8 1.3 2421 £2.7
Viigo 12.55x10° ppm
CV 10.3 8.1 26.1 7.8 9.5

EAS
24,000 31.1+0.9 13.7 0.3 15+%1.0™ 60.0 £10.5 207.9 +4.6
16,000 29.1 +0.6* 13.0 £0.2" 43 +1.27 88.4 4.0 212.6 +4.6"
9,600 28.2 £0.5" 12.7 0.1 61 +1.0" 91.8 +2.6 219.2 ¥3.7"
4,000 26.0 £0.5" 12.5 0.1 70 £1.6* 94.3 £2.7 228.9 +4 .07
1,600 251 0.4~ 12.3 £0.1 83 £1.2* 96.4 £1.5 231.8 £3.6
560 24.3+0.3 12.3 £0.1 89 +1.0 96.6 +2.2 235.8 £3.4
160 23.7 x0.3 12.2 +0.1 93+2.0 96.8 1.3 2358129
0 2294+0.2 12.2 +0.1 94 +1.0 96.8 +2.1 235.8 +3.3
Vg 7.40%10° ppm
CV 14.9 8.6 23.8 6.3 13.9

Los valores son promedio de 100 repeticiones + error estandar; Concen= Cecncentracién; ** valor no tomado en
consideracién en el analisis estadistico; * diferencias significativas respecto al testigo P< 0.001; CV= Coeficiente

de Variacion.
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Cuadro 4. Duracion y viabilidad de larva y pupa, y peso de pupa de S. frugiperda con
EMH y EMS de R. communis incaorporados a la dieta artificial.

EMH
Concen Duracicn (d) Viabilidad (%) Peso pupal
{(ppm} Larval Pupal Larval Pupal (mg)
24,000 - - 0= - -
16,000 32.7+0.8 13.3 0.3 3720 400 1.5 198.0 +4.5
8,000 30.0 +0.4* 12.3 £0.27 54 +1.9* 59.3 +2.5* 211.3 £3.2*
4,000 29.2 +0.4* 11.8 0.2 70 +1.6* 814 £1.5* 217.7 +3.0*
1,600 27.0 x0.5* 11.7 0.2 79 £1.97 83.5 +2.6* 219.2 +2.8*
560 22.2 +0.5* 11.6 0.1 94 +1.9 95.7 +1.1 2259+2.8
160 22.0+04 11.5 +0.1 96 +1.9 96.9 +2.1 227.4 +2.8
0 20.5+0.4 11.5 0.1 96 +1.9 96.9 +1.3 233.0 £31
Vs 4.83x10° ppm
CV 21.9 9.9 20.1 16.9 12.3
EMS
16,000 - - o - -
9,600 - - o** - -
1,600 27.4 £0.6” 12.9 £0.2* 36 £1.9* 76.9£2.2* 209.5 +3.8"
560 24.7 £0.3* 12.5 +01 7527 94.1+£21 2268 x2.7
160 23.9+0.2* 12.3 +01 90 +1.6 95.6 2.1 228.7 +2.6
112 23.110.2 12.3 0.1 93 +1.2 957 +21 233.0 31
16 22.7 £0.2 12.3 01 94 +1.9 957 £+2.0 2344 26
0 22,6 £0.2 12.1 01 94 +1.9 95.7 +1.1 235.0 2.6
Vs 0.75x10°ppm -
CVv 10.8 7.5 26.9 6.5 115

Los valores son promedio de 100 repeliciones + error estandar; Concen= Concentracién; ** valor ne tomado en
consideracion en el analisis estadistico; ™ diferencias significativas respecto al testigo P< 0.001; CV= Coeficiente
de Variacion.
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Cuadro 5. Duracion y viabilidad de larva y pupa, y peso de pupa de S. frugiperda con
EAEH y EAES de R. communis incarparados a la dieta artificial.

EAEH
Concen Duracion (d) Viabilidad (%) Peso pupal

(ppm} Larval Pupal Larval Pupal (mg)
16,000 30.5 £0.6" 13.0 £0.27 34 £2.9* 85.3 £+2.2* 211.6 +4.0*
9,600 28.4 +0.5" 12.6 +0.1 50 +3.2% 92.0+24 217.4 +2.8*
1,600 26.9 £0.5* 12.3 £0.1 64 £1.9* 93.8 +2.7 228.8 £3.5
560 25.5+0.4" 12.2 £0.1 88 +2.0 966 +1.4 233.6+2.2
160 24.9 +0.4* 12.2 £0.1 89 +1.9 96.6 +1.4 2355+2.8
112 239102 121 +0.1 93+2.9 96.8 +2.0 2381425

l 16 23.4+0.2 12.1 £0.1 93 +26 96.8 +1.3 238.7 +2.4

0 23.0+0.2 12.1 £0.1 94 +1.9 97.9+1.3 238.7 £2.3
Vigo 5.07x10% ppm ]
Y 14.5 8.9 30.0 6.6 10.7

EAES

16,000 33.5+£1.0% 13.5+0.4~ 11 +1.0* 545 +3.3* 191.7 +3.3*
9,600 30.8 +0.6" 12.8 £0.2* 19 +1.9* 78.9 +5.6* 223.7 4.2~
1,600 26.5 x0.3* 12.5 0.1 60 +3.57 91.7 £2.5 237.0 £2 47
560 24.3 +0.3" 12.2 £0.1 85 +2.2* 95.3+2.2 2421 +2.6
160 23.910.3" 12.2 £0.1 86 +1.9 95.3 1.2 244.0 £2.7
112 22.8 0.2 12.1 £0.1 90 £3.5 96.7 £1.4 246.9 +2.8
16 22.6+0.2 12.1 £0.1 93 +2.0 96.7 £+1.3 248024
0 22.4+0.2 12.0 +0.1 93 +1.3 97.8 1.3 249.4 2.7

[ Vi 1.97x10° ppm
CVv 1.1 7.5 15.0 41 9.8

Los valores son promedio de 100 repeticiones + error estandar; Concen= Conceniracion; * diferencias

significativas respecto al testigo P< 0.001; CV= Coeficiente de Variacidn.
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Cuadro 6. Duracién y viabilidad de larva y pupa, y peso de pupa de S. frugiperda con

EHH y EHS de R. communis incorporados a la dieta artificial.

EHH
Concen Duracion (d} Viabilidad (%} Peso pupal

{(ppm) Larval Pupal Larval Pupal (mg)
24,000 271405 13.1+0.2 19 +1.9** 68.4 +2.9 2113164
16,000 256 +04* 1251202 46 +2 9* 89.1 £3.27 219.1 x4 1+
9,600 245 +0.3" 12.4 +01 76 +2.5* 96.1 ¥2.5 223.1 £3.0*
4,000 23.1+0.3* 12301 88 +2.6 96.6 +2.1 226.6 +3.0
1,600 22.6+0.2* 123 0.1 88 +2.6 97.7 +2 1 229.3 35
560 22102 12.2 +0.1 92 +3.0 97.8+13 234.4 3.2
160 21.9 x0.3 12.1 £0.2 92 +2.6 97.8+1.3 237.8 2.9
0 21.6 £0.2 12.1 £0.1 93 +3.0 97.8 £1.2 2384 +3.1
Vs, 10.01x10° ppm
CV 11.1 10.0 20.5 53 12.9

EHS

| 24,000 31609 13.2 0.5 11 +1.0*" 545 +3.3 210.5+3.0
16,000 30.1+0.5* 127 +0.2" 43 20" 88.4 £3.2* 214.2 +4 0*
9,600 28.1x0.47 12.4 +0.1 65 £3.5" 92.3 1.3 217.8 +2.8*
4,000 26.5+04* 12.30.1 73 +2.6* 945 +0.3 2227 +2.8*
1,600 25.7 +0.3* 12.2 +0.1 79 +4.0* 94915 2253 £2.5
560 246 +0.3* 12.2+0.1 85 +2.2 96.5 +1.5 229.0x2.4
' 160 23.6+0.2 12.1 £0.1 90 £2.7 96.7 +2.0 2301223

0 22.8 +0.2 12.1 0.1 92 +2.6 97.8+1.3 230.1 £2.3
Viso - 9.95%107 ppm
CV 14.2 8.6 227 16.9 10.3

Los valores son promedio de 100 repeticiones * error eslandar; Concen= Concentracién; ** valor no tomado en
consideracion en el analisis estadistico; * diferencias significativas respeclo al testigo P< 0.001; CV= Coeficiente

de Variacién.
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La duracidbn de la fase larval se prolongd, significativamente, a partir de la
concentracion de 160 ppm de los extractos en la dieta (Cuadro 3 a 6), siendo mayor
que el testigo, lo que indica que las substancias del extracto intoxicaron al insecto,
por lo que éste mantuvo mas tiempo el alimento en el intestino medio hasta que logré
la desintoxicacién, o bien los extractos retardaron la digestion o ambos; asi el tiempo
para cada instar se prolongd, mas de o normal, indicando un crecimiento mas lento
para alcanzar el desarrolio larval y por lo que se manifestdé una inhibicion en el
crecimiento. Los EAES y EMS, que prolongaron en 11 y 12.2 d, el periodo larval,
fueron los tratamientos que mayor inhibicion de crecimiento ocasionan al ocupar 49.5
y 59.5% de tiempo mas que el control para completar el desarrollo larval,
respectivamente. Ningun extracto acorto la duracion larval.

Las concentraciones altas que inhibieron el crecimiento prolongaron la duraciéon
pupal {Cuadro 3 a 6), lo que sugiere que el tiempo de duracion en la fase larval, el
cual se prolongd, no es suficiente para que ia larva desintoxicara al alimento,
afectando al estado biologica subsecuente, al prolongar la duraciéon pupal y por lo
tanto inhibir el desarrollo del insecto. Los EAS, EAES y EMH, que prolongaron en
12.3, 12.5 y 15.7% el tiempo para terminar la fase pupal, inhibieron el desarrollo de
S. frugierda.

| a viabilidad larval (Cuadro 3 a 6) representa la proporcion de larvas que terminaron
su desarrollo, por lo tanto los EMH y EMS, que ocasionaron 0% de esta viabilidad,
evitaron el desarrollo larval, por ende que no se formen pupas, interrumpiendo el

ciclo biologico de S. frugiperda. Las altas concentraciones que afectaron la viabilidad
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larval también disminuyeron la viabifidad pupal (Cuadro 3 a 6), y por lo tanto, la
poblacion del insecto. En el caso de EMH las concentraciones que afectaron la
viabilidad larval tambien disminuyeron la viabilidad pupal (Cuadro 4). Los EHS, EAES
y EMH solo permitieron que el 53.3, 53.3 y 38.8% de pupas se desarrollaran, por
consecuencia se formaron menos adultos.

Las pupas que pesaron significativamente menos de lo normal (testigo) (Cuadro 3 a
6), procedieron de larvas que fueron afectadas por el alimento-extracto, sea porque
el extracto inhibid el estimulante de la dieta o el extracto tenia un disuasivo de la
alimentacion o por ambos. Al pesar menos la pupa, indicd que hubo alimentacidon
anormal en la larva, menor aprovechamiento del alimento y por lo tanto menor peso
corporeo en la pupa, 1o que denotd una inhibicidn de la alimentacién. Los EMH y
EAES, que disminuyeron en 15y 23.1% el peso de pupa de 24 h de edad inhibieron
la alimentacidbn en mayor proporcion.

La VLlsg, que es el valor que indica el desarrolio de la mitad de la poblacion larval, o
que inhibe la formacién del 50% de pupas, oscila de 750 a 12,550 ppm (Cuadro 3 a
6), siendo los EMS y EAES los que afectaron con mayor intensidad este parametro
con 750 y 1,970 ppm, y los EAH y EHH los menos efectivos con 10,010 y 12,550
ppm (Cuadro 3 a 6). En la comparacion de las V0gg el gradiente de efectividad de los
extractos fue el siguiente: metanol, acetato de etilo, hexano y agua de semilla, y
estos fueron mas activos que los obtenidos de las hojas. De esta manera la mejor
extraccidén de las substancias insectistaticas e insecticidas contra el desarrollo larval

del gusano cogollero debe realizarse con metanol y semilla, como estructura vegetal.
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Otras investigaciones también han indicado al metanol como el disoclvente mas
eficiente para extraer las substancias contenidas en semillas de higuerilla sobre el
éter de petrdleo, tetracloruro de carbono (Batabyal et al., 2007); y en hojas de la
misma planta comparado con diclorometano, acetato de etilo y agua (Bigi et al.,
2004), al ser evaluados contra A. stephensi en el primer trabajo y contra A. sexdens
rubropilosa en el segundo.

Por otro lado el agua como disolvente menos eficiente para la extraccidbn de
substancias termiticidas de R. communis ya fue reportado, seguido del metanol, éeter
de petrbleo, hexano, butanol y cloroformo (Vasant y Narasimhacharya, 2008)

Con estos resultados se observo que las semillas presentaron mayor efectividad
sobre las hojas. Al respecto, Rodriguez-Hernandez (2005) y Ramos-Lépez (2006) ya
habian reportado que los extractos de semillas tienen mas efectividad que los
extractos con todas las otras partes vegetativas de la planta.

Sin embargo la hoja no fue inocua, lo que indica que hay cierta actividad, la cual es
principalmente insectistdtica como Rodriguez-Hernandez (2005) ya habia

mencionado.

7.2 Efectividad del aceite de ricino.
Los resultados de la efectividad del aceite de ricino en el desarrollo de gusano
cogollero S. frugiperda, tanto de los obtenidos en la fase preliminar (Apéndice,
10.1.2), como los de la segunda fase que correlacionan de manera mas directa

concentracion y efectividad (Cuadro 7), muestran que las concentraciones de 16

reaTsicad Auionoma Metrnpdslanm

32



UTILIZACION DE LA RICININA COMO INSECTICIDA BIORRACIONAL CONTRA LARVAS DE Spodoptera
rugiperda (SMITH) (LEPIDOPTERA. NOCTUIDAE)

Miguel Angel Ramos Lépez

210

hasta 16,000 ppm afectan el desarrollo de larva y pupa, al inhibir el crecimiento por
prolongar la duracién del periodo larvat a 16 6 160 ppm, el desarrollo de la pupa por
prolongar la duracién de esta fase a 1600 6 9,600 ppm, y la alimentacién por
disminuir el peso de pupa a 1,600 ppm; asi como disminuir la viabilidad larval con

160 ppm, y la viabilidad pupal a 160 ¢ 9,600 ppm.

Cuadro 7. Duracion y viabilidad de larva y pupa, y peso de pupa de S. frugiperda con
aceite de ricino incorporado a la dieta artificial.

Concen Duracion (d) Viabilidad {%) Peso pupal
{(ppm} Larval Pupal Larval Pupal (mg)
16,000 - - o * -
9,600 26.0 +0.4* 12.9 +0.2* 45 +1.6* 88.9 +3.2* 222.7 +3.3*
1,600 25.0 £0.3* 12.6 £0.2 69 +£1.0" 95.7 +1.8 2253 +2.8*
560 23.9+0.3" 12.3 £0.1 80 £3.2* 96.3 £1.5 238.2 +2.7
160 23.3+0.2" 12.3 0.1 88 +1.2* 97.7+1.4 242.7 3.0
112 22.840.2 122 x01 93 +2.0 97.8+1.4 2455 2.7
16 22.4 +0.1 12.1 £0.1 94 +1.9 97.8 +1.3 246.7 +2.4
0 22.2 +0.1 12.1 £0.1 94 +2 5 97.8+1.3 247.6 £2.8
Vi 2.69%10° ppm - B
CV 9.7 8.8 21.8 6.0 11.0

Los valores son promedio de 100 repelicicnes + error estandar; Concen= Concenlracian; **

valor no tomado en

consideracién en el analisis estadislico; © diferencias significativas respecto al lestige P< 0.001; CV= Coeficiente

de Variacién.

Los resultados discordantes en ambos experimentos, como en duracion larval y
duracién y viabilidad pupal, pueden deberse a que se utilizaron dos poblaciones de

larvas en los dos tiempos de evaluacién, con diferente vigor en el insecto,
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obteniéndose una diversa aptitud bicldégica en la respuesta. No obstante las
diferencias entre las poblaciones, no se afecta la viabilidad larval ni el peso de pupa.
El aceite de ricino inhibid el crecimiento, el desarrolio y la alimentacion del gusano
cogollero S. frugiperda, y le disminuyod la supervivencia larval y pupal. Evitd que la
mitad de la poblacion larval terminara su desarrolio con 2,690 ppm, incluso disminuyé
a 10 6 a 0% esta poblacién con 16,000 ppm. Esta concentracion, la mas ailta
evaluada, afecto a las pupas y por ende no hubo emergencia de adultos.

La actividad insecticida, inhibicidon de desarrollo, y nula emergencia de adultos que
ocasiond este aceite ya se habian reportado (Salas y Hernandez, 1985; Singh et af.,
1994) contra gorgojos, donde ademas inhibi6 el desarrollo embrionario (Reddy ef al.,
1994), y la oviposicion (Singh et af, 1994; Rajapakse y Senanayake, 1997), y

protegid a la semilla (Pacheco et af., 1995; Mushobozy ef a/., 2009).

7.3 Componentes del EHH de R. communis y efectividad de los acidos
linoléico y palmitico.

Los componentes del EHH se enlistan en el Cuadro 8, donde se observa que el
84.25% se identifico. De los 10 componentes identificados, dos fueron hidrocarburos
aromaticos, y ocho acidos grasos, de éstos los acidos linoléico, linoléricc y palmitico
fueron los mas abundantes con 76.05%.
Los acidos linoléico y palmitico a las concentraciones de 16 a 1,600 ppm afectaron el
desarrollo de tarva y pupa de gusano cogollero S. frugiperda (Apéndice, 10.1.3; y

Cuadro 9).
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Cuadro 8. Componentes del EHH de R. communis.
Componentes %o Retencidn {min)
p-Xileno 0.74 3.55
o-Xileno 0.39 3.77
Acido palmitico 13.01 41.63
Acido linoléico 15.28 44.85
Acido linolérico 47.76 44 97
Acido estearico 1.73 45.38
Acido tricosanéico 1.22 A7 .39
Acido tetracosandico 1.85 48.36
Acido pentacosanéico 1.30 49.25
Acido hexacosanoico 0.97 50.08
Componentes no identificados 15.75 -

El acido linoleico inhibié el crecimiento desde 16 y 160 ppm, asi como ¢l desarrollo a
960 y 1,600 ppm, también inhibié la alimentacion y disminuyé la viabilidad pupal a
160 y 400 ppm, y redujo la viabilidad larval con 160 ppm (Cuadro 9). Acorde a este
ultimo parametro, donde no hubo variacion, se evitdé que la mitad de la poblacion
larval terminara su desarrollo con 860 ppm.

El acido palmitico, adicionado en la dieta del gusano cogollero S. frugiperda, inhibid
la alimentacién con 16 6 400 ppm, inhibi6é el crecimiento con 16 y 160 ppm, asi como
el desarrollo a 160 y a 960 ppm, disminuy¢ la viabilidad pupal a 160 y 400 ppm, y
redujo la viabilidad larval con 160 ppm (Cuadro 9). Con este acido se evitd que la

mitad de la poblacién larval terminara su desarrollo con 780 ppm.

Urweersriad Aultesma Metmpetiiana
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Cuadro 9. Duracion y viabilidad larval y pupal y peso de pupa de S. frugiperda con

los acidos linoleico y palmitico incorporados a la dieta artificial.

1 Acido linoléico
Concen Duracion (d) Viabilidad (%) Peso pupal
‘ (ppm) Larval Pupal Larval Pupal (mg)
1,600 32.7 £0.8 13.3+05 25+10.8* 50 £11.5 124.8 £9.2
960 29.2+0.8* 13.1 £0.5* 54.2+8 0" 76.9 +5.3* 201.7 £8.4*
400 274 +£0.5* 128103 62.5+14 2* 80 £5.0" 222.5 +6.3"
160 26.5+04* 127 +0.3 70.848.0* 88.2 +4.2 2356 5.2
120 24.0 +0.4 12.4 +0.2 83.319.6 90.1 +3.8 2391 4.3
56 23.5 0.3 12.3+0.2 87.5+£8.0 90.5 +3.2 242.8 ¥4 6
16 23.4+0.3 12.3 0.2 91.748.3 955 +2.2 2453 +4.8
0 234 +0.3 12.3+0.2 91.7+4.8 95522 246.3 £3.9
V0isa 0.86x10” ppm
| CV 11.6 8.8 213 10.4 8.1
Acido palmitico
1,600 33.30.7 13.5+0.5 29.2+12.5* 57.1+11.8 116.6 +16.7
960 28.8 £0.8* 13.1 £0.3* 45 .8+8.0* 63.6 £5.0* 169.4 +10.8~
400 26.9+04* 128103 62.5£14.2* 73.3£5.3" 206.8 +8.3*
160 252 +0.3* 1260.2 66.7+9.6" 84.3 +5.8 232.6 £5.0
120 23.3+0.3 12.4 +0.3 75+10.8 88.3£3.4 234.1 4.6
56 228 +0.2 12.4 +0.2 91.7148.3 90.9 £3.1 238.9 +3.0
16 22.8 0.2 12.2 £0.2 91.7+4.8 95.8 £2.2 241.2 4.2
0 22.6 £0.2 12.2 +0.2 91.7+4.8 95.8 +2.2 243.0 +4.3
Vi 0.78x10° ppm
CV 12.5 9.2 224 12.6 7.7

Los valores son promedio de 24 repeticiones + error estandar; Concen= Concentracion: **valor no tomado en

consideracidén en el analisis estadistico, *diferencias significativas respeclo al testigo P< (.001; CV= Coeficienle

de Variacion.
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Ambos acidos inhibieron el crecimiento, y afectaron la viabilidad larval y pupal en la
misma proporcion, y provocaron que la mitad de las larvas no terminaran su fase con
concentraciones entre 540 y 1,780 ppm.

Otros acidos grasos han mostrado efecto contra insectos plaga. Los acidos oléico y
palmitico disuaden la alimentacion en larvas de H. zea, L. dispar, O. leucostigma y M.
disstra y actuan como larvicidas en A. aegyptii (Ramsewak et al., 2001; Rahuma et
al., 2008), A. stephensi y C. quinquefasciatus {(Rahuma et al., 2008). De la misma
manera los acidos estearico, oléico y palmitico disuaden la oviposicion de Osirinia
furnacalis (Lepidoptera: Pyralidae) (Guo y Li, 2008).

Los acidos linoléico y palmitico, que mostraron efecto insectistatico e insecticida en
esta investigacion, contienen 18 y 16 atomos de carbono, lo cual esta acorde con lo
que enuncian Li e Ishikawa (2004 y 2005) y Guo y Li (2008): los acidos grascs con
16 y 18 atomos de carbono presentan actividad contra insectos. Los acidos linolérico
y estearico, con 18 atomos de carbono y con 47.76 y 1.73% del total de los
componentes del EHH en esta investigacién, probablemente tengan actividad
insectistatica e insecticida contra S. frugiperda entre las concentraciones de 16 vy
1,600 ppm, sin embargo, no fue posible obtener el acido linolérico para llevar a cabo

las pruebas biologica.
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7.4 Contenido de ricinina en hoja y bagazo de semilla de R. communis, su
efectividad en S. frugiperda.

Del extracto metandlico de hoja de R. communis se obtuvieron 0.00142% de cristales
de color blanco y 0.02233% del extracto metanolico del bagazo de semillas de la
misma planta. La pureza de estos cristales se llevo a cabo por HPLC, ademas se les
determind el punto de fusion, IR, °C NMR, "H NMR.
El punto de fusion observado fue de 203-204°C, el cual diverge al reportado por Melo
et al. (2009} de 200-201°C para la ricinina, lo que puede atribuirse a diferente
calibracion del equipo.
IR (KBr) v cm™, Cz=N (2,217.17 ¢cm™), N-C (2,906.06 cm™) y C=0 (1,631.95 cm™)
(Figura 3), lo cual concuerda con lo reportado por Sule y Sani (2008) para la ricinina.
¢ NMR (Figura 4), & (ppm): 39.500 (NMe), 56.723 (OMe), 77.532 (C-3), 113.487
(CN), 144.140 (C-6), 160.483 (C-2) y 171.684 (C4), lo que coincide con lo reportado
por Cazal y colaboradores (2009) para la ricinina.
La prueba con 'H NMR (Figura 5), & (ppm): 7.76 (d, 1H, J = 7.7 Hz, H-6), 6.22 (d, 1H,
J =7.7 Hz, H-5), 4.017 (s, 3H, CH30) y d 3.532 (s, 3H, CHsN), que son similares a
los reportados por Skursky y colaboradores (1969) (Figura 6) y Cazal y
colaboradores (2009) para este alcaloide.
En HPLC la ricinina comercial mostré un tiempo de retencion de 5.088 min y la
obtenida del extracto metandlico del bagazo de semillas de R. communis fue de
5.043 min (Figura 7); Olaifa y colaboradores (1991), reportaron para el alcaloide un

tiempo de retencion menor, sin embargo, esto se debio a que utilizaron una columna
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preparativa, con un flujo 10 mL min™', mientras que en este trabajo se trabajo con
columna analitica con 0.6 mL min™".

Por ofro lado, al realizar la correlacion de las areas bajo la curva del EMH y cuatro
concentraciones conocidas de ricinina comercial (Cuadro 10) se obtuvo la curva de
calibracion con una linealidad de 0.996, que permitié cuantificar el contenido de

ricinina en el EMH; 0.0463 mgmL™".

Cuadro 10. Area bajo la curva de cuatro concentraciones de ricinina comercial y del

EMH.
Ricinina (mg mL™") Area bajo la curva*
2.0 270,113,973.3
0.2 35,746,011.3
0.02 5,333,586.7
0.002 2,129,872.5
EMH 6,246,674

* Valores promedio de tres inyecciones realizadas para cada concenlracion.

La cuantificacion del contenido de ricinina en el EMH es posible, dada la
particularidad y posibilidad de emplear este alcaloide como marcador, para poder
realizar la determinacion de un compuesto active con un método analitico, o cual es
un requisito que marca la Comisiéon Federal para la Proteccion contra Riesgos

Sanitarics (COFEPRIS), para insecticidas botanicos.
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La COFEPRIS (2010) pide en su formato COFEPRIS-06-007, indicar el contenido
minimo y maximo de ingrediente activo expresado en porcentaje masa-masa y su
equivalente g Kg' 6 g L. En este extracto el contenido de ricinina fue de 0.000059 y
0.000463% 6 0.0059 g Kg™ 6 0.0463 g Kg™.

Respecto a la efectividad de este alcaloide en el desarrollo de larva y pupa de
gusano cogollero S. frugiperda los resultados, obtenidos tanto en la fase preliminar
(Apéndice, 10.1.4) como en la segunda evaluacion (Cuadro 11) que correlaciona de
manera mas directa concentracion y efectividad, muestran que a partir de 16 6 112
ppm se inhibid el crecimiento y a 160 ppm se inhibio el desarrollo (pupal) y la
alimentacion, y ademaés se disminuyeron las viabilidades larval y pupal.

Cuadro 11. Duracion y viabilidad larval y pupal y peso de pupa de S. frugiperda con
ricinina incorporada a la dieta artificial.

Concen Duracion (d) Viabilidad (%) Peso pupal
{(ppm) Larval Pupal Larval Pupal (mg)

16,000 - - 0™ - -
9,600 - - o™ - -
1,600 - - o** - -

560 37.7 +1.47 14.3 +0.5* 45.8 +4.0* 545 +8.3* 195.6 +8.3"
160 30.2 +0.7* 13.1 #0.3” 62.5+6.3" 60 £11.1* 2223 +5.0"
112 26.7 +0.7* 12.8 +0.2 79.2+40 78.9 +8.1 2414 +x45
16 23905 12.3 0.2 875140 857 +58 248 2 +4 7
0 23.6 +0.4 12.2 +0.2 91.7 49 30.1 +4.9 2496 +4 4
Vg ' o 0.38%10° ppm
CV 20.0 11.7 273 28.0 8.3

Los valores son promedio de 24 repeliciones * error estandar; Concen= Concentracidén; ** valor no tomado en
consideracion en el analisis esladistico; * diferencias significativas respecto al tesligo P< 0.001; CV= Coeficiente

de Variacion.
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En general, cuando las larvas ingirieron 9,600; 1,600 6 380 ppm de ricinina en la
dieta sobrevivieron 0, 0-12.5 y 50% al término de su periodo.

En otras investigaciones, la ricinina adicionada a la dieta artificial inhibe el
crecimiento y actia como larvicida contra el gusano soldado Spodoptera exigua
(Lepidoptera: Noctuidae) (Rizwan et al., 2009), y también actia como insecticida en
M. persicae (Olaifa et al., 1991), T. vaporariorum {(Ramos-Lopez, 2006) y A. sexdens

rubropilosa (Bigi et al., 2004).

7.5 Toxicidad oral en ratones del EMH.
Las DLsg, obtenidas en las pruebas de toxicidad aguda oral, del EMH de R.
communis, son de 1,077.5 y 1,546 mg Kg™' para machos y hembras suizos de la
cepa CD 1, con peso entre 20-26 g (Cuadro 12), con promedio de toxicidad de

1,311.75 mg Kg™' en ambos sexos.

Cuadro 12. Mortalidad y DLsp para ratdon macho y hembra con el EMH de R

COMMUNIS.
Dosis (mg Kg™) Mortalidad en machos (%} Mortalidad en hembras (%)

200 0 0
400 0 0
800 30 0
1600 70 60
2000 100 80

Control 0 0
DLso 1,077.5 mg Kg™' 1,546 mg Kg™’

Uhrderiddacd Mgdnnma Matiopalitans
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Sin embargo, esle valor es inferior al que reporta Ferraz y colaboradores {1999), que
es de 3,000 mg del extracto de pericarpio por 1 Kg de ratones machos suizos con
peso de 20 a 30 g, valor que varié probablemente porque se utilizaron cepas
diferentes y a la diferencia de peso de los ratones entre uno y otro experimento; ast
como a la concentracion de ricinina que se encontré en cada variable agronémica
utilizada de R. communis, asi como de las condiciones ambientales en que se
encontré la planta e incluso de [a época del ano.

Acorde a la SEMARNAT (2004), una sustancia sélida con actividad insecticida es
ligeramente téxica si presenta valor superior a 500 mg Kg', esta categoria de
clasificacion es la menos toxica, y con base en ésta el EMH de R. communis, es
ligeramente téxico al raton suizo de la cepa CD 1, por ende a mamiferos, por lo que

puede emplearse como alternativa para el control de S. frugiperda.
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8 CONCLUSIONES.

e Los extractos de hogjas y semillas de R. communis presentaron actividad

insectistatica e insecticida en el desarrollo de larvas y pupas de S. frugiperda.

« La mayor actividad insecticida de los extractos evaluados, la presentd el

extracto metandlico de semillas de R. communis.

+ Fl efecto insecticida mas evidente de todos los tratamientos evaluados, lo

presento la ricinina.

s El aceite de ricino, acido linoléico, acido palmitico vy ricinina son responsables
de la actividad insecticida e insectistatica de R. communis contra S.

frugiperda.

« Es factible el uso de la ricinina como marcador para realizar la cuantificacion

para una estandarizacion del extracto metandlico de hojas de R. communis.

« El extracto metanolico de hojas de R. communis es ligeramente toxico y puede

emplearse como alternativa para el manejo de S. frugiperda.
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10 APENDICE 1.

10.1.1. Efecto preliminar de ocho extractos de R. communis contra S.frugiperda.

Cuadro 13. Resultados preliminares de la duracion y viabilidad de larva y pupa, y
peso de pupa de S. frugiperda con EAH y EAS de R. communis.

EAH
Concen Duracion (d) Viabilidad (%) Peso pupal

ppm Larval ~ Pupal ~ Larval Pupal (mg)
16,000 29.5 +0.5* 12.4 +0.2 49 +2.5% 71.3 +2 5 2281 +2.3*
1,600 24.1 +0.5* 12.4 +0.2 82 +3.4* 78.7 £3.7* 237.3+2.9*
160 21.8 0.2 12.4 +0.1 96 +2.5 88.3 £2.5 248.0 2.1
16 21.5+0.2 12.3 +0.1 96 +2.5 95.7 4.5 2481122
1.6 215202 12.3 +0.1 97 £2.5 95.7 £3.2 249312 .4
0.16 213202 12.2 +0.1 97 +3.7 95.7 £7 1 250.5+26
0.016 21.3x0.2 12.2 +0.1 97 £3.7 96.8 £+3.7 252125
0 21.3 0.1 12.2 +0.1 98 +2.0 96.8 3.7 2521429
CV 15.8 9.4 24 1 30.6 10.1

EAS
16,000 32.7 £+0.8* 14.1 +0.3* 45 £3.7* 358 £3.7* 211.6 +6.4*
1,600 29.7 +0.5* 13.1£0.1* 68 +2.5" 61.1+4.0* 228.7 +4.6*
160 27.6 £0.4* 12.4 +0.1 79 £3.7* 75.8 £3.7* 2409 +4.0
16 25.3+0.3" 12.2 +0.1 92 +2.5 90.5+3.7 242.5 4.0
1.6 249 +£0.2* 12.1 £0.1 95 +£3.2 94.7 £5.5 242.8 +4 1
0.16 23.9+0.2 12.1 £0.1 95+4.5 94.7 £4 5 243.0 £31
0.016 23.4 0.2 12.0 £0.1 95 4.5 95.8 £3.7 244.0 £3.0
0 23.3 0.2 12.0 £0.1 9545 958 +3.2 244.8 £3.8
CvV 151 10.9 21.0 26.4 154

Los valores son el promedio de 100 replicas *error estandar; Concen= Concentracion; * diferencias significativas
respecto al lesligo P< 0.001,; CV= Coeficiente de Variabilidad.
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Cuadro 14. Resultados preliminares de la duracion y viabilidad de larva y pupa, y
peso de pupa de S. fr_ugiperda con EMH y EMS de R. communis.

EMH
Concen Duracion (d) Viabilidad (%) Peso pupal

ppm Larval Pupal Larval Pupal {(mg)
16,000 292 +0.9* 13.2 +0.2* 49 £3.7*  77.6 +3.0° 198.6 +6.9*
1,600 26.8 +0.4" 12.5 +0.1* 82 +4.0* 90.2 £5.8* 2211 +£3.8*
160 22.6 +0.3" 12.3 +0.1 96 +4.0 98.9 +4.5 246.7 +2.7
16 21.6 +0.2 12.2 +01 96 +3.7 98.9 +4.5 2487 +2.4
1.6 214 +0.3 12.2 +0.1 97 +3.0 98.9+4.0 2492 +3.3
0.16 21.3 0.2 12.2 £0.1 97 +2.5 98.9 £3.7 24954+29
0.016 21202 12.0 £0.1 97 +2.5 98.9 +3.7 2497 £3.0
0 21.0+0.2 11.8 £01 98 +2.4 98.9+2.5 2501 £3.0
CVv 12.5 9.2 184 234 12.8

EMS
16,000 - - 0 - -
1,600 356+0.9 13.6 £0.3 18 +2.5** 38.9 +5.1 177.9 £3.9
160 28.0 £0.3* 12.5+0.2* 81 +3.7* 65.4 +5.1* 226.6 +3.42*
16 24 .4 +0.3* 12.1 201 88 +4 .0~ 90.9 ¥4.5 2534 129
1.6 23.5+0.2 11.9 £0.1 92 £3.0 93.5+58 254.1 £3.0
0.16 23.4+02 11.9 +0.1 93 +4.0 94.6 £3.7 2555429
0.016 23.0+0.3 11.8 £0.1 97 +2.5 94.8 +9.3 2564 £2.9
0 22.7 £0.2 11.8 £0.1 97 +2.5 94.8 +8.1 256.6 +2.6
cV 12.5 99 7.6 173 1.8

Los valores son el promedio de 100 replicas terror estandar; Concen= Concentracién; **

valor no tomado en

cuenta en el analisis; * diferencias significativas respecto al tesligo P< 0.001; CV= Coeficiente de Variabilidad.
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Cuadro 15. Resultados preliminares de la duracion y viabilidad de larva y pupa, y
peso de pupa de S. frugiperda con EAEH y EAES de R. communis.

EAEH
Concen Duracion (d) Viabilidad (%) Peso pupal

ppm Larval ‘Pupal Larval Pupal (mg)
16,000 31.9+0.9 13.0£02 29 x40 ** 69.0 +4.5 204.7 +2.9
1,600 26.1 +0.5" 12.5 +0.2 59 +3.7* 81.4 +4 0~ 217.5 +4 8"
160 255 +0.3" 12.0 £0.1 88 +4.0 94.3+4.0 236.8 x2.7"
16 24.4 +0.3 12.0 £0.1 94 +4.9 96.8 5.8 2441 +2.6
1.6 24.0+0.4 11.9 £0.1 97 +2.5 96.9+49 2472 +2.4
0.16 23.4 £0.3 11.9 +0.1 97 £3.0 97.9+45 248.0 +2.6
0.016 233103 11.9 +0.1 97 #4.0 96.9 +4.9 248.6 +2.5
0 233403 11.9 +0.1 97 +3.0 979445 248.8 +2.4
CV 13.0 8.9 14.9 19.5 11.3

EAES
16,000 37.1 0.9 13.5 +0.43 12 £5.5™ 50.0 £7 1 1773 5.5
1,600 28.7 £0.5” 12.4 +0.2 65 +3.0" 76.9 £2.07 230.0 £2.47
160 26.6 +0.3" 12.2 +0.1 83 +3.7" 92.8 +5.1 2456 2.3
16 26.0 +0.3* 12.0 £0.1 89 +4.0 95.5 7.1 249.3 +2.3
1.6 24.4 +0.2* 12.0 +0.1 94 +3.7 957 +55 251.0 +2.9
0.16 24.4 +0.3* 12.0 £0.1 95 +4.5 96.8 +6.8 2519 +26
0.016 23.110.2 11.9 0.1 95 +3.7 97.9+2.0 2531 2.7
0 23103 11.9 +0.1 95 +4.0 97.9 £3.7 253.3429
CV 12.6 8.8 127 18.1 10.2

X

Los valores son el promedio de 100 replicas terror estandar; Concen= Concentracién; ** valer no tomado en
cuenta en el andlisis; * diferencias significativas respecto al testigo P< 0.001; CV= Cceficiente de Variabilidad.
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Cuadro 16. Resultados preliminares de la duracion y viabilidad de larva y pupa, y

peso de pupa de S. frugiperda con EHH y EHS de R. communis.

EHH
Concen Duracion (d) Viabilidad (%) Peso pupal

ppm Larval Pupal Larval Pupal (mg)
16,000 27.2 +04" 12.9 +0.1* 54 +2.0* 83.3 £4.5" 212.9 £3.7*
1,600 255 +0.4* 12.5 01 83 +2.5* 91.6+4.9 224.9 +3.5"
160 22.2 +0.3 12.2 +01 96 +2.0 98.9 +3.2 242.4 £3.6
16 22.11£0.3 12.2 +0.1 98 +3.0 98.912.5 2435 +31
1.6 21.910.3 12.1 £0.1 98 +2.5 98.9+3.0 244.0 2.8
0.16 21.7 0.2 12.1 +0.1 98 2.5 98.9 +3.0 2452 +3.4
0.016 21.5+0.2 12.1 +0.1 98 +2.5 98.9+2.5 2455124
0 21.310.2 12.1 +0.1 99 +2.0 98.9 £2.0 2462 £2.7
cV 11.8 8.5 16.6 20.5 124 |

EHS
16 000 32.3 £0.6" 126 +0.3* 46 +4.0" 71.7+£3.0% 211.8 £3.8"
1 600 26.9 £0.3" 124 +0.2 79 +4 0" 87.3+4.0* 2341 £3.3"
160 25.1 £0.2* 11.8 +0.1 86 +3.7* 953 +3.0 246.3 2.7
16 24.2 +0.2* 11.6 £0.1 90 +4 5 96.7 £3.0 249.3 £3.7
1.6 23.4 £0.2* 11.6 £0.1 93 +3.0 96.8 +3.2 250.5+3.4
0.16 23.10.3 11.6 £0.1 95 +4.5 96.8 +3.0 2515 +3.7
0.016 22.3+0.2 11.6 £0.1 96 5.0 96.9+2.5 252327
0 22.2 0.2 11.6 £0.1 96 +5.0 96.9 +3.0 252.3 £3.8
CV 14.6 10.4 19.4 24.7 13.5

Los valores son e} promedio de 100 replicas *error estandar; Concen= Concentracion; * diferencias significativas
respecto al testigo P< 0.001; CV= Coeficiente de Vanabilidad.
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10.1.2. Efecto preliminar del aceite de ricino contra S. frugiperda.

Cuadro 17. Resultados preliminares de la duracion y viabilidad de larva y pupa, vy
peso de pupa con aceite de ricino.

Concen Duracién (d} Viabilidad (%) Peso pupal
ppm Larval Pupal Larval Pupal {mg)}
16,000 33.7 0.7 - 10.044.5** 0 133.083
1,600 27.3+0.2*  13.0+0.3* 64 +4.0* 59.1 +5.0* 2211 x3.7*
160 24.7 +0.2* 12.6 £0.2 75 +3.2* 74.2 +4 0* 2414 +3.4
16 23.5+0.2* 12.2 +0.2 90 +3.2 92.5+37 243535
1.6 22.7 +0.2 121 +0.2 93 +3.0 95.7 +3.7 2436 3.7
0.16 224 0.2 12.1 20.1 93 +6.0 95.7 +2.0 244 .1 +3.1
0.016 223 +0.2 12.0 £0.1 93 +2.5 96.8 £3.2 2444 +3.2
0 22.1+0.2 12.0 +0.1 93 +4.0 96.8 +5.0 2447 3.2

cV 104 11.6 13.4 16.6 13.4

" Los valores son el promedio de 100 replicas terror estandar; Concen= Concentracion;

ok

valor no tomado en

cuenta en el andlisis; * diferencias significativas respecto al testigo P< 0.001; CVv= Coeliciente de Variabilidad.
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10.1.3. Efecto preliminar de los acidos linoleico y palmitico contra S. frugiperda.

Cuadro 18. Resultados preliminares de la duracién y viabilidad de larva y pupa, v
peso de pupa con los acidos linoléico y palmitico.

Acido linoléico
Concen Duracion (d) Viabilidad (%) Peso pupal

ppm Larval Pupal Larval | Pupal (mg)
1,600 31.1+09* 13.010.3* 45.8 +7.8* 72.7 +5.2* 148.6 £8.3*
160 29.8+0.7* 12603 62.5 +5.6* 80 +4.3* 221.2 +6.4*
16 248 +04* 124103 83.3+11.8 90 +3.0 248.7 +4.3
1.6 23.6 +0.3 124 £0.2 83.3+115 90 +2.2 2525435
0.16 23.4+0.3 122402 91.7 £5.2 90.1+2.8 2554 +4 1
0.016 232102 12.1 #0.2 91.7 +4.8 90.1+2.8 256.9+4.6
0.0016 231402 12.1 +0.2 91.7 +4.8 95.5+2.0 258.3 +3.8
0 231102 12.1 0.1 91.7 £5.2 95.5+2.0 2596 +3.7

cv 29.2 18.1 213 22.6 247

Acido palmitico
1,600 353+1.1" 13204 33.3:+10.6* 62.5 +8.3* 129.3 +12.8*
160 30.7 £0.6* 12.8 £0.3* 542 +6.7* 76.9 £5.0* 216.2 +6.7*
16 25.1+0.3* 12.5+0.2 70.8 +14.2 88.2 £3.7 236.3 +3.4*
1.6 24.0+0.3 124 +0.2 83.3+8.8 90 +2.2 2415435
0.16 23.7+0.3 12.2 #0.2 83.3+115 90 +3.0 2441 £3.7
0.016 235+0.2 122402 83.3+11.8 95 +2.2 248.6 £3.1
0.0016 23.3+0.2 12.1 0.1 91.7 14.8 95.5%2.0 2494 +3.4
0 23303 12.0 £0.1 91.7 £5.2 955120 250.5+3.2
cV 329 19.5 27.7 246 274 ]

Los valores son el promedio de 24 replicas terror estandar, Concen= Concentracién; * diferencias significativas
respecto al testigo P< 0.001; CV= Coeficiente de Variabilidad.
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10.1.4. Efecto preliminar de ricinina contra S. frugiperda.

Cuadro 19. Resultados preliminares de la duracion y viabilidad de larva y pupa, y

peso de pupa con ricinina.

Concen Duracion (d) Viabilidad (%) Peso pupal

ppm Larval Pupal Larval Pupal (mg)
1,600 40.7 +2.9 15 12.5 +4.2** 33.3 135.0 4.2
160 33.5 +1.5* 14.0 £0.2* 542 +10.5* 69.2 £14.0* 2153 £1.6*
16 25.6 £0.3* 13.1 £0.2 875 +4.2 85.7 +4.8 234.7 +4.0
1.6 24.1+09 12.9+0.2 87.5 +8.0 90.5 £5.3 237125
0.16 23.0£0.5 12.7 £0.1 91.7+4.8 90.9 £5.3 2415 2.7
0.016 22506 12.4 +0.1 91.7 +4.8 95.5 4 2 243.6 +3.4
0 22.5+0.3 12.3 +0.2 91.7 +4.8 955 +4.2 244.0 £4.5
CVv 17.0 5.0 4.5 215 17.7

Los valores son el promedio de 24 replicas *error estandar; Concen= Concentracion,

e

valor no tormado en

cuenta en el analisis; * diferencias significativas respecto al testigo P< 0.001; CV= Coeficienle de Variabilidad.
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One of the most studied plant species with Insecticidal properties is the castor bean Ricinus communis,
However, its acilvity against Spodopilera frugiperda is unclear. Therefore, {o determinaie the
Insecticidal and insectistatic activitles of methanol, hexane and ethyl acetate extracts of the seeds and
leaves of R. communis, caslor oil and ricinine were tested at different concentrations against S
frugiperda. This study demonstrated for the first time, that the castor oil and ricinine are aclive
ingredients of R. communis that acts against 5. frug/perda and that each of the seed extracts exhibited
better insecticidal and Insectistatle activity than the leaf extracts. The half maxlmum larvae viabllity
concentration (LVCg) were 0.38 « 10? ppm lor the ricinine, 0.75 = 10° ppm for a methanol extract of
seeds, 1.97 x 10° ppm for an elhyl acetate seed extract, 2.68x10° ppm for the castor ofi, 483 x 10° ppm
for a methanol extract of leaves, 5.07 = 10° ppm for an ethy! acetate extract of leaves, 9.95 x 10° ppm for
a hexane exiract of seeds and 10.01 x 10° ppm for a hexane extract of Jeaves.

Key words: Ricinus communis, Spodoptera frugiperda, insecticidal, insectistatic, castor oil, ricinine.

INTRODUCTION

Insects represent one of the major causes of crop and
grain loss worldwide (Ferry et al., 2004). Synthetic chesmical
pesticides have been the most widely adopted methed for
lield and posi-harvest protection of crops against insect
pests; however, there are many problems associated wilh
the gxtansive use of these compounds, such as build-up
of pesticide resisiance, negative impact on natural enemies,

“Comresponding author. E-mail: agromyked@yahoo.com. Tel
Fax: +52 (55) 54 83 74 10.

Abbreviations: MeOH, Methanol; Hx, hexane; AcoEt
ethylacstate; Sd, seed exract; L1, leaf extract; CO, castor oil;
Ric, ricining; YC, variahillty coefficient; LVCsg, half maximum
larvae vighility concentration; ANOVA, analysis of variance.

in addition to negafive environmental and health impacts.
Thesa facts, combined with consumer demand for residue-
free lood and the mcreasingly stringerl environmental
ragulations goveming pesticide use (lsman, 2000}, have
resulted in renewed inlergst by agrochemical companies
in the development and use of plants and their natural
products for pest management.

The [all armyworm Spodoptera frugiperda Smith (Lepi-
doptera: Nochuidae} has been identified as a polyphagus
insect and several pest of many crops (Sparks, 1979)
especially maize in Lalin America (Andrews, 1388); yield
reductions in maize due to feeding of the S. frugiperda
have been reported as high as 34% (Cruz et al_ 1996).

Ricinus communis L (Euphorbiaceae), the castor
bean, has been used o control insect pests in several
crops. Aqueous castor xean leatf extraci has been shown
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to possess inseclicidal aclivity against Callosobruchus
chinensis (Goieoplera: Bruchidae) (Upasani et al., 2003),
Cosmopolites  sordidus  (Colkeoptera:  Gurculionidae)
(Tinzaara et al, 2006), Culex pipiens, Aedes caspius,
Culiseta longiareolata and Anopheles maculipennis
(Diptera: Culicidas) (Aouinty et al, 2006); whereas
amethanolic leaf extract had insecticidal activity againsi
C. chinensis {Upasani el al., 2003). In addition, both
agueous and acetone leal extracts had different activity
against Acromyrmex lundi (Himenoptera: Formicidag)
(Caftarini el al, 2008). Castor oil had insecticidal activily
against Zabrotes subfasciatus {Coleoplera: Bruchidae)
{Mushobozy et al., 2009). Furhermore, Rodriguez-
Hernandez (2005} found that the aerial parts also had
insectistatic activity against the same insect in a corn crop
and because S. frugiperda represents a pest ol many
crops (Kumar and Mihm 2002; Malina et al., 2003}, it has
been used as a model species for testing for the insect-
cidal and insectistatic activilies of many plants (Céspedes
et al., 2005).

Eariier sludies of aernal parls of this plant have
reported the presence of ricinine (Kang et al., 1985; Leite
el al., 2005), N-demefiricinine (Skursky et al, 1969,
Kang el al., 1985), six {lavonoids: glycosides kaemplerol-
3-0-B-D-xyylopyranosidek, a empferol-3-O-B-D-glucopy-
ranosidequercetin-3-0-B-D-xylopyranoside, quercetin-3-
(-B-Dglucopyranoside, kaempferol-3- O-B-rulinostde,
quercetin-3-0-B-rutinoside (Kang et al., 1985), as well as
gallic acid, gentistic acid and utin {Chen et al., 2008).
Alsg, it was found that the seeds conlain castor oil
(Achaya et al., 1964; Kim, 2001}, ricin (Achaya et al,
1964; Darby et al., 2001), the protein allergens Ric ¢ 1
and Ric c3 (Bashir el al, 1998; Panlgja-Uceda el al.,
2003) and ricinine (Bashir et al., 1998; Yudalshev, 2001).
In the present study, the aclivity of methanol (MeOHj},
hexane (Hx), ethyl acetate (AcoEf} exiracis of seeds
{MeQH-5d; Hx-Sd; AcoEt-Sd respectively) and leaves
(MeOH-LT; Hx-Lf; AcoEt-Li, respectively) of R. communis,
as well castar oil {CO) and ricinine (Ric) were evaluated
apainst S. frugiperda.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

Seeds and leaves of A. communis were collected in Ecatepec ot
Morelos, State of México, Méxicn, in December, 2007. Specles
idertity was autherticated by Stephen D. Koch {Ph.D) and a
voucher {CHAPA-001) was deposited in the Herbario-Hortorio of
Colegio de Postgraduados en Ciendas Agricolas. Leaves and
seeds of the plani were dried in the shade.

Extracis preparation

Dried and powdered leaves or seeds (1 kg) were extracted with
nexane {3.0 L} urder reflux for 4 h. The extracts were then fltered.
The leal or seed were extracted wrth methanol or ethyl acetate {3.0
L). The extracts were Biered and the solvents removed under
reduced pressure using a rotakory evaporatr. The yelds of the

extracts were: Hx-Sd, 373.1 g; Hx-L{, 21.1 g; MeCH-5d, 233.8 g,
MeOH-LY, 98.2 g; AcoEt-Sd, 286.2 g; AcoEL-LI, 83.3 g.

lsolation of ricinine

Dried and powdered leaves or seeds of A. communis (4 kg) were
extracted with Hx (12 L}, then was fllered and extracted with MeOH
(12 L}. The solvert was evaporated and the residue was chroma-
tographed on silkica gel {70-230 mesh) and eluted with chiorokorm,
increasing the polarity with methanol. Fourteen (14) fractions were
abtained according to the technique of Kang et al. (1985}. Fractions
7, 8 and 9 produced a white solid {0.0013% to leaves and 0.022%
to seeds), which was chromalographed agahn.

'H NMR & (ppm) 7.76 (d, 1H, J = 7.7 Hz, H-6), 622 (d, 1H, J= 7.7
Hz, H-5), 4.02 {s, 3H, Z30 CHAO) and d 3.53 {s, 3H, CH3N).

¢ NMRA B {ppm): 36.75 (NMe), 56.72 {OMe), 86.74 (C-3), 113.49
(CN), 144.14 (C-5), 160.48 (C-2), 171.68 (C4).

nsecis

First instar larvae ol S. frugiperda wera obtained from the Emomo-
logy Laboratory of intemnational Maize and Wheat Improvement
Center, “B Batén™, Texcoco, State of México, béxico.

Artiticial diel

1 Kg of artifickal dhet were prepared with: yeast 40 g, lepidopteran
diet (Product # FO6355.W. Com Borer, Bio-Serv, Canada) 60 g,
powdered maize 100 g, sterile malze ear 20 g, neomycin sultphate 6
g vitarmin mix fortification lepiddptera, Bio-Secv 10 g, sorbic acid 1.7
g. methyl p-pdroxybenzoate 1.7 g, agar 10 g, fonmaldehyde 2.5 mi,
ethanol 17 ml, distilled water 800 ml. All the components ware
mixed {Bergvinson and Kumar, 1997},

Bicassay

Groups of 100 larvae were randomly selected for bioassays to each
concerfration. Preliminary screening of MeOH, Hx, AcoEt exiracts
from seeds and leaves, CO and Fic were camied out at seven
concentrafions ranging from 0.016 to 24,000 ppm; each extract was
mixed with the krvat diet ingredients during preparation. Based on
preliminary screening results, ail of the extracts were subjected to
concertrafionresponse boassays lor insechicida or insectistatic
acivities againsl 5. frogiperda Samples of seven concerntrations
ranging frorm 16 to 16,000 ppm were used for CO, Ric, MeOH-Sd,
AcoEt-Sd and Acobt-LE whereas concemrations ranging from160
to 24,000 ppm were used bor MeOHALf, Hx-Sd and Hx-Lf. Each
treatment utfized a negative corrol diet media were poured o
100 acrylic glasses (Bio-Serv N® 9051) that were left sofidify at
room temperature for 24 h. Firs! instar S. frugiperda larvae were
then transferred indhvadually and the glasses were closed with a top
(Bio-Serv N2 9049). All samples were maintined at 27 £ 2°C, 70 ¢
5% relative humidity and 14/10 h light'dark. The pupae were
weighed 24 h after pupation and then moved lo another glass for
development to the adult stage. The following parameters were
evauated: the length of the Yarval and pupal period; the karval and
pupal vizbility, as well as the pupal weights at 24 h, According to
Rodriguez-Hemandez and Vendramim (1996), extersion of the
tarval phase by a treatment is termed “growing inhubition”, extension
of the pupae phase duration s termed “developing inhibition”™ and
reducBoa of pupat weight {relative fo the control) s lermed “teeding
inhibifon™. The halt maximum viability larvae concertrabion (VLCso)
represents the concemration at which S0% of the larvae lived
durtray all kevae phoase.
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Table 1. Mean (t SE) larvae and pupae duration, larvae and pupae viability and pupae welght of S. frugiperda
with methanol extract of the seeds and leaves (MeOH-5d; MeOH-LT) of A communis.

Concentration Duration (d) Yiability (%) Pupae weight
{ppm) Larvae Pupae larvae | Pupae {mg)
MeOH-5d
Contral 2612020d 121 1009b 94+187a | 95.7+108a 235.0+263a
18 227:021d 1231008b 9 +187a | 95.7+1.97a | 234412638
112 2311022 cd 12.3+0.09b 93+123a 95.7 £2.06 a 233.0+3.104
160 23.920.23bc 123+0.10b 90+158a | 95.6+208a | 228.7t2.61a
560 247x+027b 1251012 ab 75+274b | 94122118 2268+2687a
{ 600 274+055a 1291023 a 361187¢ | 76.9+x221b | 2095+375b
9 600 & ] 0" 0" #
16 000 & ;] o o "]
~L¥Cso 0.75 x t0° ppm
vC 10.8 7.5 2B6.9 6.5 11.5
MeOH-LE
Control 20.5+£038d 11510.12b 96 +1.87d | 96.9+1.30a 233.0+313a
160 220+0.41cd 115011b 96 +1.87d | 969+2.092 | 2274+ 280ab
560 22+048¢ 11610120 ¥4+197d | 95.7+1.07a | 2259 +277 ab
1 600 270+047b 1.7 +0.16 ab 79+187c B351+258b | 2192+275bc
4 000 2921044 a 11.8+0.16 ab 70x158b 81.41+153b | 217.7+299b¢
8 000 30010448 123+x019a 54+187a | 5931250¢ 2113 1+3.16¢
16 000 3271080 13.3+0.34 37x200" 40.0 £ 1.51 198.0 + 4.49
24 000 & | 0* 0* #
**LYCss 483« 10° pom
vC 219 9.9 201 169 12.3

*Values were not used in siatistical analysis; & = Nol one of the Individuals completed ds larval stage; # = There were nQ
pupae; VC = Variability coefhcient; " LVCs was calcutaled with the farvae monality; different tefters represert statistically

significart differences; SE = slandard emor o mean.

Statistical analysis

For stafistical analyses, one way ANOVA analysis and (0.05%)
TUKEY test with SAS soltware (Delwiche and Slaughter, 2003).
The half maxmum viability larvae concenfration (LVCry) was
calculated using Probit program (Raymond, 1985).

RESULTS

In the experiments of insecticidal aclivity, Ihe activity of
the methanol seeds and leaves extracts are simmarized
in Table 1. The MeOH-5d produced 0% larvae viabllity at
concentrations ranging from 16,000 and 9,600 ppm; at
corntcentrations of 1,600 and 560 ppm, larval viability rates
wera 36 and 75%. With this exirad, pupal viabiity was
76.9% at 1,600 ppm. A larval viabillty rate of 0% was
achieved with MeOH-Lf at a concentration of 24,000
ppm. At concentrations of 16,000, 8,000 and 4,000 ppm,
the larval wviabifity rates were 37, 54 and 70%,
respeclively; whereas the pupal viabilily rates al 16,000,
8,000, 4,000 and 1,600 ppm were 40, 59.3, 81.4 and 83.5%,
respectivety. Hx-Sd caused 11, 43, 65, 73 and 79% larval
viability at concentrations of 24,000, 16,000, 9,600, 4,000
and 1,600 ppm, respectively;, whereas at concenlrations

of 24,000 and 16,000 ppm, were observed 54.5 and
88.4% pupal viability. With Hx-Lf, the larval viability rates
were 19, 46 and 76% a! concentration of 24,000, 16,000
and 9,600 ppm, respechively: whereas the pupal viability
was 68.4% at a concentration of 24,000 ppm (Table 2).
The rates of larval viability with AcoEl-Sd were 11, 19
and 60% at 16,000, 9,600 and 1,600 ppm, respectively;
the pupal viability rales were 545 and 78.9% al
concenirations of 16,000 and 9,600 ppm, respectively.
AcoElLf caused 34, 50 and 64% larval wviability at
concentrations of 16,000, 9,600 and 1,600 ppm,
respectively, and 16,000 ppm resulted in 85.3% pupal
viability {(Table 3). A larval viability rate ol 0% was
achieved with CO at a concentration of 16,000 ppm and
at concentrations of 9,600, 1,600 and 560 ppm, the larval
viability rales were 45, 69 and 80%, respectively;
whereas lhe pupal viability rates at 9,600 ppm was
88.9%. The A caused 0% larvae viahilty at concentrations
ranging from 1,600 1o 16,000 ppm; at concentrations of
560 and 160 ppm, larvat viability rates were 44 and 60%,
and pupal viabilily was 54.5% at 560 ppm (T able 4).

In the experiment of insectistatic aclivity, the MeOH-Sd
treatment at 1,600 ppm showed growing inhibition and
developing inhibition of S. frugiperda: it prolonged lhe
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Tabie 2. Mean (& SE) larvae and pupae duration, and viabilly and pupae weight of 5. frugiperda with hexane

extract of the seeds and leaves (Hx-Sd; Hx-Lf) ot A communis.

Concentration Duration (d} Viability (%) Pupag weight
{ppm) Larvae L Pupae Larvae | Pupae (mg)
Hx-5d
Control 22810231 12101t b g2+255a g/A+12ha 2301 +x230a
16Q 23.6 022 et 121 +0.10b | 80+ 2.74 ab 896.71203a 230.1+230a
560 245+030de |122+0.11ab| 852224 ab 965+1.48a 2290x240a
1 600 257+034cd (12220.12ab| 79+4.00bc | 9492+ 145ab | 2253 +2.50ab
4 000 265+043c |[1234£0494ab| 73+255¢d | M5+025abc | 2227 280 ab
9600 28.1+043b | 124+014ab| 651354d 923+133bc 21781279b
16 000 30.t+ 051 a 1272017 a 43+200e gB4+321¢ 214.2+4000b
24 000 31.6x0.86° 132 20458 11+1.00° 54.5+3.37 2105+ 3.00"
**LVCsq 9.95 « 10 ppem
VG 142 8.6 227 16.9 10.3
Hx-Lf
Contral 216+018e 12.1 20122 9313008 978+123a 2384 x306a
160 2192025de | 121 +0.15a 92+255a 978+1.30a 237812874
560 2211021de | 122+0.1da | R +300a 978+134a 2344 1+3 16 ab
1 600 2262024cd | 12310138  BBi255ab g97.7+x211a 2293 +3.53 ab
4 000 23.11025¢ 12.340.13a | 881255ab 966+212a 226.6 +3.02 ab
9 600 2453027abh | 124x0.12a 76x245b 96.1+250a 2231 +3.02 be
16 000 256+041a 1252 0.15a 46 £2.92 ¢ 89.1+32a 2191 +4.14 b
24 000 27.1+051" 13.1 + 0.24" 19+1.87" 68.4 + 286 211.3+6.43"
“VCsa 10.01 x 10° ppm
VC 114 10.0 20.5 53 129

“Values were not used in stafistical analysic; VC = Variahility

coefiicient, "*LVCs, was calculated with the lanae

montality; diterent letlers represent statistically ssgnificam differences; SE = standard amor of mean.

larval and pupat phases to 4.8 d and 0.8 d, atl the same
concentration; the reatment also resulled in feeding
inhibition because the pupae weighed was only 89.1% of
the control group. MeOH-L caused growing inhibition {tn
the larval phase) o increase to 12.2,9.5, 8.7, 6. 5and 1.7
d at 16,000, 8000, 4,000, 1,600 and 560 ppm,
respectively, and developing inhibition increased ihe
pupal phase to 1.8 and 0.8 d al 16,000 ard 8,000 ppm.
The weights were inhibited by 15, 9.3, 6.6 and 5.9%
compared to the control al 16,000, 8,000, 4,000 and
1,600 ppm, respectivety (Table 1). Hx-54 resulted in
growing inhibition at 24,000, 16,000, 3,600, 4,600, 1,600
and 560 ppm, prolonging the larval phase 10 8.8, 7.3, 5.3,
3.7, 29 and 1.8 d, respeclively. Developmen! inhibition
increased the pupal phase to 1.1 and 0.6 d and feeding
inhibition because the weight reached 91.5, 931 and
94.7% compared with the conlrol weight at 24,000,
16,000 and 9,600 ppm, respectively. Hx-Lf increased the
larval phase 1o 5.5, 4.0, 2.9, 1.5 and 1 d at 24,000,
16,000, 9,600, 4,000 and 1,600 ppm, respectively, and
the pupal phase was extended 1 d at 24,000 ppm. Hx-Lf
caused feeding inhibition o reach 88.6, 91.9 and 93.6%
of the weight compared with the control at 24,060, 16,000
and 9,600 ppm, respectively (Table 2). AcoEt-Sd
increased the larval phase 1o 11.1, 84,41, 1.9and 1.5d

at 16,000, 9,600, 1,600, 5560 and 160 ppm, respectively,
the extract increased the pupal phase to 1.5 and 0.8 d at
16,000 and 3,600 ppm. The pupal weights were 76.9,
9.7 and 95% at 16,000, 9600 and 1,600 ppm,
respectively. AcoEt-U increased the larval phase to 7.5,
5.4, 3.9, 25 and 1.9d at 16 000, 9 600, 1 600, 560 and
160 ppm, respectively; whereas the pupal phase was
ncreased to 0.9 d at 16,000 ppm and the pupal weighls
were BB.6, 91.1 and 95.9% of the weight of the control
(Table 3). CO resulted m growing inhibition at 9,600,
1,600 and 560 ppm, prolonging Lhe larval phase to 3.8,
28 and 1.7 d, respectively. Developmert inhibition
increased the pupal phase to 0.8 d at 9,600 ppm and
weight was 89.9 and 91% of the control weight al 9,600
and 1,600 ppm. Ric ncreased the larval phase to 14.1,
6.6 and 3.1 d at 560, 160 and 112 ppm, respectively and
the pupal phase was extended 2.1 d at 560 ppm. It
caused feeding inhibiton because the weight was only
78.4 and 89.1% of the cortrol weight at 560 ard 160 ppm
(Table 4).

DISCUSSION

Mushobozy et al. (2009) demonslraled that castor oil had
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Table 3. Mean (t SE) larvae and pupae duration, larvae and pupae viability and pupae weight of S.
frugiperda with ethyl acetate exiract of the seeds and leaves (AcoEt-Sd; AcoEt-LI) of A. communis.

Concentration Duration (d) Viability (%} Pupae weight
{ppm) Larvae Pupae Larvae Pupae (mg)
AcoEt-5d
Control 24102 c 120+0.t0a ({93 +126a | 97.8+133a3 | 2494+273a
16 26021 ¢ 121+009a |9 +x200a| 96.7+132a | 248.0+242ab
112 228+023¢c 12110093 |9+3.54a| 96.71135a | 246.9+280ab
160 239+031b 122+010a (86+187a | 953+117a | 2440x272ab
560 24320270 1221011 a 85+224a | 9532221 a | 2421 1259ab
1 600 265+0.27 a t25+0.12a [B01354b | 91.7x246a | 237.0x2440b
9 600 0B8x061" 128 £0.18* 19+1.87 789 £ 5597 2237 +4.15°
16 000 335099 13.5+0.43" t1+10° 545 +3.33" 191.7 + 3.26*
“LVGCso 1.97 x 10° ppm
vC 11,1 7.5 15.0 4.1 9.8
AcoEt-L1
Control 2301022t 12.120.12b | 94+ 187a | 97921.33a | 238.7+2.32a
16 234023 f 1210110 93+255a [ 968+133a | 238.7+244a
112 23910236t 121+0.11b | 93+29%3 | 968+201a | 2381122544
160 249+0.36de 122+0.13b | 89+ 1.87a | 966+1.40a | 2355+280a
560 255+ 040 cd 122120.11b | 8822002 | 966x142a | 2336zx217a
1 600 269+046bc | 123+0.13ab | 6421.87b | 83.8+273a | 2288+ 3.48ab
9 600 284+054b | 126+x014ab | 5023.16¢c | 920+242a | 21741282 bc
16 000 30.5+0.55a 13.04020a | 34+292d | 853+222h [ 211.6+3.96¢
“*LVCso 5.07 < 10° ppm
vC 14.5 89 30.0 65 10.7

"No1 Laken vahres (o stalstical analysis; VC = Varkabaity ooefficient; *"LVCw was calculated with the larvae maorlality:
diterent letters represent statistically ssgnificam difierences; SE = standard error of mean.

insecticidal activity against Z. subfasciatus, moreover,
ricinine had insecticidal actvity against Myzus persicae
(Homoplera: Aphididae} (Olaifa et al., 1991) and Afta
sexdens rubropitosa (Hymenoptera: Formicidae) (Bigi et
al., 2004).

Then the MeOH-Sd induced 0% larval viability at
16,000 and 9,600 ppm (LVCse 0.75 x 10° ppm) and the
inseclistatic activity was evidem beginning at 160 ppm.
These tacts suggest that the insecticidal and insectistatic
activity of MeOH-Sd could be due lo the castor oil and
ricinine present on the seeds of R comwnunis. The
insecticidal activity of Hx-Sd was low (LVCs 9.95 » 107
ppm); it was shown only at concentratians of 560 ppm or
higher and this activity might be due to castor oil,
because ricinine is not soluble in hexane. AcoEt-Sd had
an activity intermediale between MeOH-Sd and Hx-Sd
{LVCs, 1.97 x 10° ppm); its inseclistatic activity was
detectable beginning frem 160 ppm. This result might be
due to the solubility of ricinine in AcoEt is lower than in
MeOH and also that castar oil is present in this extracl,
so that this is the reasan, the insecticidal effect of AcoEt-
Sd is lower than MeQOH-5d.

The MeOH-Lf extract achieved 0% viability rate against
farvae at 24,000 ppm (LVCs 4.83 x 10° ppm) and it had

inseclistatic activity beginning at 560 ppm, which
suggests that ricinine is the compound responsible for
this aclivity; ricinine is also present in the leaf {Kang et
al., 1985; Upanasi et al, 2003), but in minor concentra-
tion than in seed, Hx-Lf exhibited the lowest insecticidal
activity (LVCs 10.0% x 10 ppm), but had insectistatic
aclivity beginning at 1,600 ppm. These results suggest
that a compound other than ricining is responsible for the
chserved nsectistalic activity of lhese extracts because
this alkkaloid is not soluble in hexane. AcoEl-Lf had lower
aclivity than MeOH-LT (LVCg 5.07 = 10° ppm) and its
insectistatic activity was detectable beginning from 160
ppm; it i3 possible that this activity is due to ricinine
because the solubility of the compound is lower in AcoEt
than in MeOH. Thus, AcoEl-f had less rcining than
MeOH-Lf. When included in the diet of S. fugiperda,
ricining induced (% larval viability at 16,000; 9,600 and
1,600ppm (LVCso 038 = 10° ppm) and the imsectistatic
activity was evident beginning at 112 ppm, then when the
castor oil inctuded, it induced (% larval viability at 16,000
ppm {LVCsq 2.69 < 10° ppm) and the inseclistatic aclivily
was detectable at 560 ppm.

From our resulls we demonstrated for the first time,
that the castor oil and ricinine are aclive ingredients of A.
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Table 4. Mean (t SE) larvae and pupae duralion, larvae and pupae viability and pupde weiglt of S. frugiperda with
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castor oil (CO) and ricine {Ric).

Concentration Duration {d) Viablhty (%) Pupae weight
(ppm) Larvae T Pupee Larvae Pupae (mg)

co

Control 2221+014d 12120411 b HM$245a 578+130a 2476+278a

16 224+014¢cd 121011b 94 +187a 978+130a 246.7 +2.37 a

112 228+ 0.17 cd 1220110 93+200a 978+1.36a 2455+268a

160 23.3x021 be 12.3x0.11ab BB+ 123 ab 97.7x140a 2427+ 304 a

560 239+027b 123010 ab 80+ 3.16b 96.3 + 1.48 ab 2382x270a

1600 25.0+031a 12.6+0.15ab 6911.00¢c 95.7+ 1.75ab 2253*283b

9 600 26.0+037a 1291+ 018a 45+ 1.58d 889+320b 2227+3.32b

16 000 & [ 0" 0* H

~LVCsg 269 « 10° ppm

VC 9.7 8.8 21.8 6.0 11.0

Ric

Control 23.61+044d 1221 021b B8 +4.90a 90.1+490b 24961443 a

16 239+045d 123+020b 84 +4.00a 857 +5.790b 248.2+469a

132 26.7+0.74¢C 128+ 020b 76+400ab | 7891+808ab | 241.4t446ab

180 30.2+074b 13.1+0.26ab 60+6.33 bc 60+ 11.06 ab 2223+495b

560 J7.7+142a 143+049a 443400 c 545x33a 195.6£829¢

1 600 & # 0 oM 4

9 600 & -4 0° Vi &

16 000 & 54 0 0 &

~LVCs 0.38 x 10° pam

VG 20.0 11.7 27.3 28.0 8.3

“Nul taken vakues 1o slafistical amalysis; & = Nol one of the individuals completed ils karval stage; B = There were no pupag
VC = Variahilly coefficient; "LVC., was caicdaled with the larvae morality; dilfererr fetiers represen] stalislically significam

differences; SE = standard error of mean.

communis thal acts against S. frugiperda and thal each
of the seed exiracls exhibited beller insecticidal and
insectistatic activity than the leaf extracts and corroborate
that the Inseclistatic aclivity is the principal mode of
action of A. communis against S. frugiperda, in accor-
dance with Rodriguez-Hernandez {2005). Conlinuity of
this research is important and thus recommended,
because the hexane extract of the leaves showed
insecticidal and insectistalic aclivity against 5. frugiperda;
and the next slep wouid be to isolate the aclive
compounds from this extract, and thereafler standardize
lhe extract with the highest activity.
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