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RESUMEN

Este trabajo describe el efecto de varias fracciones de alcaloides
obtenidas de las semillas de Erythrina americana (Fabaceae); tales
fracciones permitieron evaluar ir vivo su toxicidad en larvas del mos-
quito Culex quinquefasciatus. La fraccién de alcaloides liberados no
present6 actividad, sin embargo, la fraccion de alcaloides libres mos-
tré alta toxicidad (88 % de mortalidad) en las larvas. Por cromato-
grafia de gases acoplada a espectrometria de masas y RMN-'H se de-
tectd, en la fraccion de alcaloides liberados, la presencia de los alca-
loides diénicos erisopina, erisovina y erisodina; también se identifica-
ron los alcaloides lacténicos o y B-eritroidina en la fraccién de alca-
loides libres. Para la evaluacion insecticida se eligieron los dos princi-
pales alcaloides presentes: erisovina y B-eritroidina. Ambos alcaloi-
des causaron 60 % de mortalidad y una CLso0 en los insectos modelo
fueron de 225 y 394 mg L, respectivamente. Los resultados mues-
tran que la B-eritroidina result6 ser mas téxica que la erisovina.

Palabras clave: Erythrina americana, Culex quinquefasciatus, toxi-
cidad, alcaloides, espectrometria de masas.

SUMMARY

This work describes the effect of several alkaloid fractions ob-
tained from the seeds of Erythrina americana (Fabaceae); these frac-
tions allowed to evaluate their in vivo toxicity for the mosquito Culex
quinquefasciatus larvae. The fraction of liberated alkaloids in the
methanolic extract did not show any activity; however, the fraction of
free alkaloids showed high toxicity (88 % of mortality) on larvae. By
gas chromatography-mass spectrometry and 'H-NMR the presence of
dienoic alkaloids erysopine, erysovine and erysodine was detected in
the free alkaloids fraction. Also in the free alkaloid fraction, two lac-
tonic alkaloids, o and B-erythroidine, were identified. Two of the
main alkaloids were chosen for the insecticide test, B-erythroidine and
erysovine. Both alkaloids, showed a 60% mortality on the insect
model and their LCso were 225 and 394 mg L, respectively. The re-
sults show than B-erythroidine was more toxic that erysovine.

Recibido: 2 de Septiembre del 2003.
Aceptado: 18 de Noviembre del 2004.

Index words: Erythrina americana, Culex quinquefasciatus,
toxicity, alkaloids, mass spectrometry.

INTRODUCCION

Las plantas sintetizan numerosas sustancias, entre las
cuales estdn los metabolitos secundarios de gran diversi-
dad quimica y fisiologica, agrupados principalmente en:
alcaloides, flavonoides, terpenoides etc. Estos son impor-
tantes por su interaccién con otros organismos, hecho que
se encuentra ampliamente documentado (Taiz y Zeiger,
1998; Gershenzon y Croteau, 1991; Elakovich, 1988; Ro-
binson, 1979).

Los metabolitos secundarios juegan un papel ecoldgico
relevante y el hombre ha aprovechado el potencial que
ofrecen para convertirlos en tema de investigacion en dife-
rentes areas, como es la bisqueda de nuevos insecticidas
(Khambay y O’Connor, 1993; Ley, 1990). Numerosas in-
vestigaciones realizadas en los Gltimos afios han permitido
detectar plantas con propiedades insecticidas, de las cuales
se han encontrado aproximadamente 1000 especies y entre
ellas destacan las familias Euphorbiaceae, Asteraceae, La-
biatae, Fabaceae, Meliaceae y Solanaceae (Rodriguez,
Com. personal)'.

En México también se han buscado productos naturales
con actividad insecticida. Lagunes et al. (1984), al

! C Rodriguez H (1986) Tesis de MC. Centro de Entomologia y Acarologia, Cole-
gio de Postgraduados. Actualmente es investigador del Instituto de Fitosanidad del
Colegio de Postgraduados.
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evaluar 437 especies de plantas encontraron cierta especi-
ficidad para algunos insectos, ya que solamente siete espe-
cies mostraron toxicidad en el mosquito doméstico Culex
quinquefasciatus; tres de las cuales pertenecen a la familia
Fabaceae, dos a Asteraceae, una a Hypocrateaceae y la
dltima a la familia Solanaceae.

En la familia Fabaceae se encuentra al género Erythri-
na, ampliamente distribuido en las zonas tropicales y sub-
tropicales del pais. Los estudios etnobotanicos realizados
por Hastings (1990) sefialan la elevada toxicidad que en
diferentes organismos manifiestan las semillas de algunas
de sus especies, entre ellas las de E. americana, E. flabe-
lliformis y E. herbacea por la presencia de alcaloides del
tipo eritrinano; se han identificado las o y P-eritroidinas
como los de mayor toxicidad en animales de laboratorio
(Garcia-Mateos et al., 2000a). Asimismo, estudios ento-
molégicos describen alta mortalidad de larvas y pupas de
varias especies de lepidopteros producida por los extractos
de Erythrina indica (Senthamizhselvan y Muthukrishnan,
1992).

En tres de doce especies estudiadas del género Coccu-
lus (Menispermaceae) se identificaron alcaloides del tipo
eritrinano, de las cuales la cocculolidina manifestd gran
actividad como insecticida (Dyke y Quessy, 1981; Wada et
al., 1966), lo que permiti6 inferir que su homoélogo més
cercano, la B-eritroidina, metabolito de E. americana, pu-
diera tener actividad similar. En la presente investigacion
se evalud la toxicidad de las fracciones alcaloideas de
Erythrina americana Miller, en larvas de cuarto instar
temprano del mosquito Culex quinquefasciatus Say (Dipte-
ra: Culicidae), asi como se aisld e identific a los alcaloi-
des responsables de la actividad tdxica.

MATERIALES Y METODOS
Estudio Fitoquimico

Colecta del material vegetal. Las semillas se colecta-
ron en el mes de mayo de 1999, en Colorines, Méx., po-
blacién que se ubica a una altitud de 1680 m y cuyo clima
es (A)Ca(w')(w)(i")gw”, con temperatura media anual de
19 °C y precipitacién media anual de 1007 mm (Garcia,
1973). Las semillas colectadas se secaron y se molieron
mecanicamente. La autenticidad de las muestras hasta aho-
ra mencionadas fueron certificadas por el curador M. en
C. Manuel Gonzélez del herbario del Programa de Botani-
ca del Colegio de Posgraduados, Montecillo, Edo. de
México.

Preparacion de los extractos crudos de alcaloides. Se
siguieron los métodos descritos por Millington et al.
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(1974) y Games et al. (1974) que a continuacién se deta-
llan:

Alcaloides libres. La muestra en polvo (451 g) se des-
engrasé con hexano en un Soxhlet por 48 h; el disolvente
se evapor6 al vacio y el extracto crudo hexanico se lavd
con una soluciéon de H2S0+a 2 %. La separacion de la gra-
sa se llevd a cabo con lavados consecutivos de diclorome-
tano (3 x 100). La fase acuosa se basific6 con NaHCO:s
hasta alcanzar un pH entre 8-9, seguida de una extraccion
con diclorometano (3 x 100). El extracto de diclorometano
se secd con Na:SOs anhidro y se evapord bajo presion re-
ducida para obtener la fraccion de alcaloides libres del ex-
tracto hexanico. El residuo se seco a temperatura ambiente
y se extrajo con metanol en un Soxhlet durante 48 h, y el
disolvente se evapor6 a sequedad. El extracto crudo se di-
solvid en una solucién de H2S0sa 2 %; después se hicieron
varios lavados con diclorometano (3 x 100). El disolvente
libre de humedad se evapor$ para obtener la fraccion de
alcaloides libres.

Alcaloides liberados. El remanente de la fase acuosa
se acidific6 a pH 2 con 4cido clorhidrico concentrado. La
mezcla se llevo a reflujo durante 3 h a una temperatura en-
tre 60 y 70 °C. La mezcla fria se alcaliniz6 con NaHCO:s
hasta obtener pH 8 y se extrajo con diclorometano (3 X
100); el disolvente se secd con Na:SOs anhidro y poste-
riormente se evapord, para obtener la fraccién de alcaloi-
des liberados (Millington et al., 1974; Games et al.,
1974).

Purificacion de alcaloides. La separacién de los com-
puestos se realiz6 mediante un fraccionamiento por croma-
tografia preparativa en columna, al utilizar silicagel (gel de
silice G 60 Merck 70-230 mallas) como adsorbente; el
proceso de elucion se efectué con diclorometano:metanol
en diferentes proporciones (v:v). Se recogieron un total de
148 fracciones de 10 mL cada una. Cada fraccion se
analiz6 por cromatografia en capa fina, y se combinaron
aquéllas cromatograficamente similares. De las fracciones
21 ala 29 se aislaron B-eritroidina y de las fracciones 30 a
la 43 se identificaron una mezcla de o y [- eritroidina; de
las fracciones 73 a la 97 se separ6 una mezcla de erisovi-
na/erisodina. La separacion de la erisovina de su isdmero
erisodina se realizd a través del fraccionamiento en una
segunda columna cromatografica en donde el eluyente ini-
cial fue cloroformo, y el eluyente final con una mezcla de
cloroformo:metanol 95:5. El punto de fusién registrado
fue de 168 - 169 °C, idéntico al descrito para el compues-
to de referencia erisovina. Los puntos de fusion de los
compuestos purificados se determinaron en un aparato
Electrothermal, (Electrothermal, Co. U.K.), sin correc-
cién de temperatura.
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Formacioén del iodhidrato derivado. Para mantener
los compuestos estables y evitar modificaciones estructura-
les por luz y temperatura, se transformaron en las sales de
sus respectivos iodhidratos (Cordell, 1981). Se disolvid B-
eritroidina en etanol absoluto y se adiciond Nal hasta que
se logro la solubilidad completa. La solucion se acidifico
con una cantidad calculada de acido acético, hasta la preci-
pitacién del iodhidrato. Se filtré el precipitado y se lavo
con etanol absoluto hasta que desaparecieron los residuos
de 4cido. Para realizar las evaluaciones de toxicidad se
transformaron en los alcaloides libres en el momento de
hacerlas.

Preparaciéon de trimetilsililderivados para CG y
GC/EM. La mezcla de alcaloides crudos (1- 2 mg) fueron
derivados como trimetilsiliderivados al disolverlos en ace-
tonitrilo y posterior adicion de 25 pL. de N,O-bis (trimetil-
silil)-acetamida (BSA); esta reaccion se hizo en un vial con
tapa de teflon (screw-cap) para evitar la evaporacion. Des-
pués de 30 min la muestra (1 puL) se inyect6 en el croma-
tografo de gases.

Cromatografia en capa fina (CCF). Los analisis cro-
matograficos en capa fina se hicieron con las técnicas con-
vencionales en placas recubiertas de gel de silice (silicagel
60 GF2s4, Merck); el eluyente empleado fue diclorometa-
no: metanol en una proporcion de 8:2 (v:v). Las placas se
revelaron con el reactivo de Dragendorff, especifico para
alcaloides.

Cromatografia de gases-espectrometria de masas
(GC/EM). La caracterizacién de los alcaloides de los ex-
tractos crudos se realiz6 mediante el andlisis con un cro-
matdgrafo de gases Hewlett Packard 5890, Serie II, con
una columna capilar empacada con silicona 1701 y un se-
parador de Watson-Biemann de dos pasos acoplado a un
espectrometro de masas JMSAX 505 HA (JEOL). La tem-
peratura de la fuente de iones fue de 220 °C y los poten-
ciales de aceleracion y de ionizacion fueron de 3 kV y 70
eV, respectivamente. Los espectros de masas registrados
se compararon con muestras auténticas y biblioteca de es-
pectros para su identificaciéon (Boar y Widdowson, 1970).

Andlisis por "H-RMN. Los compuestos puros se anali-
zaron por 'H-RMN para su identificacién y pureza. Los
espectros de 'H-RMN se determinaron en un espectrome-
tro Brucker-300 de 360 MHz, con DMSO como disolvente
DMSO0 y TMS como referencia interna.

Evaluacién de toxicidad en mosquitos Culex quin-
quefasciatus

Cria del mosquito. La cria del mosquito C. quinque-
fasciatus se hizo en laboratorio con la metodologia descrita
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por Georghiou et al. (1966, citado por Rodriguez, Op.
cit). Se colectaron masas de huevecillos en agua estancada
en el area de Montecillo y Chapingo, y se colocaron en
agua para su eclosion. Dos o tres dias después, al emerger
las larvas se trasladaron a un recipiente de plastico (30 x
30 x 10 cm) con agua donde se les proporciond el alimento
adecuado. Después de 15 d en estado larval se formaron
las pupas, las cuales se colectaron y trasladaron a jaulas
entomoldgicas hasta obtener los mosquitos adultos (Rodri-
guez, Op. cit.). Después de la oviposicién, se colectaron
las masas de los huevecillos y se continud el ciclo biologi-
co para obtener larvas de cuarto instar temprano para la
evaluacion de las fracciones de alcaloides.

Preparacion de las soluciones a evaluar. Las fraccio-
nes de alcaloides libres y liberados del extracto metanélico
se disolvieron en dimetisulfé6xido (DMSO < 0.2 %), para
formar una solucion patrén de 1000 mg L™, a partir de la
cual se prepararon las diluciones para obtener diferentes
concentraciones. De la misma forma se prepararon las so-
luciones de los alcaloides puros, erisovina y B-eritroidina.

Bioensayos. La evaluacion se inicié con la preparacion
de diferentes concentraciones de las fracciones metanélica
de alcaloides libres y de alcaloides liberados. Posterior-
mente, se evaluaron en forma separada diferentes concen-
traciones de los dos alcaloides puros, mas los testigos de
agua y de agua-DMSO.

Los experimentos se establecieron bajo un disefio com-
pletamente aleatorio, con cuatro repeticiones incluyendo
los testigos. Se utilizaron larvas de mosquito C. quinque-
fasciatus de cuarto instar temprano. Para cada unidad ex-
perimental se depositaron 20 larvas en un vial, al cual se
adicionaron previamente 25 mL de las soluciones prepa-
radas. Para cada tratamiento se realizaron tres repeticio-
nes.

La evaluacién de mortalidad de larvas se registrd a las
24 h después de la aplicacion de los tratamientos. Con la
fraccion de alcaloides liberados y los alcaloides puros se
procedié de manera similar. La concentracion letal 50
(CLso) se determiné a través del andlisis Probit (Finney,
1972).

RESULTADOS Y DISCUSION
Estudio fitoquimico

Se obtuvieron 63.1 g de extracto crudo hexanico y 62.3
g de extracto crudo metandlico. El contenido de alcaloides
de la fraccion de alcaloides libres del extracto crudo meta-
nolico fue de 0.30 g por 100 g de muestra (peso seco), que
fue mayor al de las fracciones de alcaloides libres del
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extracto hexanico y al de la fraccion de alcaloides libera-
dos del extracto metandlico: 0.04 y 0.05 g por 100 g de
muestra (materia seca), respectivamente.

Segtin Robinson (1979), una planta puede considerarse
fuente de alcaloides cuando contiene mas de 0.05 % de
alcaloides con base en peso seco, y para Hegnauer (1993)
debe contener més de 0.01 %. Los resultados del presente
trabajo indican que la especie evaluada rebasa las concen-
traciones sefialadas por esos autores. Es importante sefialar
que en casi todos los estudios previos (Garcia-Mateos et
al., 1996; 1998) realizados en especies de Erythrina, las
semillas y las flores presentaron las mis altas concentra-
ciones de alcaloides, lo cual coincide con la hipétesis de
que las semillas son los sitios de acumulacién de este tipo
de metabolitos secundarios (Robinson, 1979), lo que expli-
ca su toxicidad.

R10
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Los anélisis de cromatografia de gases y espectrometria
de masas permitieron identificar los alcaloides de los ex-
tractos. Sus estructuras se muestran en la Figura 1. La dis-
tribucién de alcaloides en las fracciones analizadas (Cua-
dro 1) contrastan con la reportada en trabajos previos
(Garcia-Mateos et al., 1996; 1998).

Cuadro 1. Alcaloides identificados por CG/EM en las fracciones de Erythrina
americana.

Alcaloide Fraccién hexa- Fraccién meta- Fraccién meta-
nica (alcaloides ndlica (alcaloi- ndlica (Alcaloi-
libres) des libres) des liberados)
Erisodina - - 39.6
Erisovina 4.2 - 56.8
Erisopina - - 3.6
a-Eritroidina 80.9 82.6 -
B-Eritroidina 14.9 17.4 -

(-) Ausente. Las proporciones relativas de los alcaloides fueron calculadas de
las 4reas de los picos de cromatografia de gases.

11

Alcaloides diénicos Ri R>
Erisopina H
Erisodina Me
Erisovina Me H
O
_— ~ N
o _

CHz0""".

o-Eritroidina

B-Eritroidina

Figura 1. Estructuras de los alcaloides identificados por CG/EM en Erythrina americana (Amer, 1991).



GARCIA, PEREZ, RODRIGUEZ Y SOTO

En las semillas analizadas de E. americana se detecta-
ron alcaloides del tipo diénico identificados en especies del
nuevo mundo: erisopina, erisodina y erisovina y los alca-
loides lactonicos o y B-eritroidina, estos ultimos estudia-
dos por sus efectos farmacoldgicos (Garcia-Mateos et al.,
1998, 2000a; Sotelo er al., 1993; Abdullah et al., 1979;
Hargreaves et al., 1974), y que fueron detectados previa-
mente en semillas y flores, como se muestra en el Cuadro
2. No se encontraron alcaloides del tipo alquénico. Los
espectros de masas de los alcaloides detectados en los ex-
tractos analizados por CG-EM presentaron el patron de
fragmentacion caracteristico de los alcaloides del tipo eri-
trinano (Boar y Widdowson, 1970). La identificacién de
los alcaloides se basé en la comparacioén con los espectros
de muestras auténticas.

Cuadro 2. Alcaloides identificados en Erythrina americana previamente estu-
diados por otros autores.

Referencia Especie Tejido Alcaloide identificado
Hargreaves et E. americana Semillas Erisodina, Erisovina,
al.(1974) o-Eritroidina, B-Eritroidina
Sotelo et al. E. americana Semillas Erisodina, Erisovina,
(1993) a-Eritroidina, B-Eritroidina
Abdulah et al.  E. americana Semillas Erisovina, Erisopina, o-
(1979) Eritroidina, B-Eritroidina

EL espectro de masas de la erisovina mostré el ién mo-
lecular (M*) en m/e 371. El i6n molecular (M*) del deri-
vado trimetilsililado de la erisopina se observd en m/e 429.
Los alcaloides lacténicos presentaron el i6n molecular
(M*) m/e en 273 para ambos isémeros (Amer, 1991; Gar-
cia-Mateos ef al., 1998). Los espectros de RMN-'H de la
B-eritroidina y erisovina presentaron los desplazamientos
tipicos de un alcaloide lacténico y uno diénico del tipo eri-
trinano, lo cual confirmé su identificacién (Amer, 1991).

Evaluacién de toxicidad en mosquitos
C. quinquefasciatus

Fracciones de alcaloides contra larvas de mosquitos

Las seis concentraciones evaluadas de la fraccion de
alcaloides libres del extracto metandlico, causaron una
mortalidad de 25 a 88.3 % (Cuadro 3). El anilisis Probit
proporcion6 una CLso a 87.5 mg L™ con limites fiduciales
entre 75.7 y 100.7 (x*=7.74). De la fraccion de alcaloides
liberados se evaluaron siete concentraciones las cuales cau-
saron baja mortalidad, razon por la que no se aplico el
analisis Probit. El anélisis cromatografico permitié detec-
tar que la fraccion de alcaloides libres estd formada por
tres componentes que muestran un efecto sinergista en la
toxicidad; lo mismo sucede con la fraccién de alcaloides
liberados. Por tanto, la toxicidad de la fracciones se debid
a la presencia de alguno de los componentes de la mezcla
que mostrd actividad importante.
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Cuadro 3. Porcentajes de mortalidad con la aplicacion de las fracciones de
alcaloides obtenidos de Erythrina americana.

Fraccién de alcaloides libres Fraccién de alcaloides liberados

Tratamientos % de Mortali- Tratamientos % de Mortali-
(mg L) dad (mg L") dad
300 88.3 1000 16.6
200 86.6 700 0
100 66.6 400 0
50 25.0 100 0
25 0 70 0
10 0 40 0
DMSO0 0.2 % 0 10 0
Agua 0 DMSO0 0.2 % 0
Agua 0

Alcaloides puros contra larvas de mosquitos. Se eva-
luaron cuatro concentraciones de -eritroidina, en las cua-
les se present mortalidad en un rango de 15 a 60 % (Cua-
dro 4); a los datos obtenidos se les realiz6 un andlisis Pro-
bit, y se encontré una CLso igual a 225 mg L' y limites
fiduciales de 205 y 258 (¥*=5.78). De erisovina se eva-
luaron tres concentraciones, y se detectd una mortalidad
entre 40 y 61.7 % (Cuadro 4), cuyo anilisis Probit permi-
ti6 determinar su CLso de 399, con limites fiduciales de
304 y 547 (x*=0.61).

Cuadro 4. Porcentajes de mortalidad con la aplicacion de los alcaloides [-
eritroidina y erisovina obtenidos de Erythrina americana.

B-Eritroidina Erisovina
Tratamientos % de Mortali- Tratamientos % de Morta-
(mg L) dad (mg L) lidad
250 60.0 500 61.7
200 53.3 400 58.3
150 18.3 300 40.0
100 15.0
DMSO0 0.2 % 0 DMSO0 0.2 % 0
Agua 0 Agua 0

Los resultados muestran diferencias importantes en la
toxicidad de las dos fracciones probadas, ya que la de alca-
loides libres super6 en toxicidad a la fraccion de alcaloides
liberados, ambas del extracto metandlico. Esto se justifica
al considerar que de la primera fraccién se aislé y purificd
el alcaloide B-eritroidina, el cual resulté mas toxico que la
erisovina identificada en la fraccién de alcaloides libera-
dos. En la literatura no se encontraron pruebas de la toxi-
cidad de metabolitos de naturaleza alcaloidal, en particular
de extractos o de los alcaloides provenientes de E. ameri-
cana (B-eritroidina o erisovina) en el mosquito C. quin-
quefasciatus, que pudieran utilizarse como punto de com-
paracion.

En contraste, en un estudio previo (Garcia-Mateos e?
al., 2000b) realizado con fracciones de E. americana se
detectd mayor toxicidad en la fraccién que contiene eriso-
vina, como componente mayoritario de la mezcla, pero sin
actividad importante en la fraccion que contiene
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B-eritroidina, al aplicarlos al crusticeo Daphnia magna
(CLso de 92.8 y 78.6 mg L") y al nemétodo Panagrellus
redivivus (0.10 y 0.05 %); sin embargo en tal estudio no
se hizo la evaluacién de los compuestos puros. Al compa-
rar ambos resultados, éstos permitieron inferir mayor sen-
sibilidad de estos organismos para las fracciones de E.
americana.

No obstante, la informacion sobre la toxicidad de la es-
pecie en organismos superiores asi como la de la B-
eritroidina se describe insistentemente. Estudios previos
hechos en animales de laboratorio sefialan su elevada toxi-
cidad (Garcia-Mateos et al., 2000a; Berger y Schwartz,
1948; Unna et al., 1944).

Numerosas investigaciones han tenido como finalidad
la busqueda de plantas con actividad insecticida, mediante
pruebas de extractos acuosos, aceites y esencias y la apli-
cacion directa de polvos de plantas completas o de diferen-
tes tejidos; se ha encontrando actividad toxica a concentra-
ciones més elevadas (5 - 10 %) en larvas de mosquito que
las evaluadas en la presente investigacion (Lagunes et al.,
1984; Rodriguez, Op. cit.) .

CONCLUSIONES

La fraccion metanodlica de alcaloides libres result ser
mas toxica que la de alcaloides liberados. El alcaloide dié-
nico erisovina presentd menor toxicidad que el alcaloide
lacténico B-eritroidina, este dltimo aislado de la fraccién
de alcaloides libres. La determinacién de toxicidad de los
extractos y alcaloides obtenidos de E. americana sobre
larvas de mosquitos C. quinquefasciatus contribuye al co-
nocimiento de la toxicidad de algunas especies pertenecien-
tes al género Erythrina. Se recomienda evaluar estas sus-
tancias en otras especies que son vectores de enfermedades
comunes de México, asi como analizar su efecto sobre la
fauna acompafiante de las larvas del mosquito en los cuer-
pos de agua.
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