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Resumen

El presente trabajo combina estudios fitoquimicos y de actividad insecticida sobre una
plaga polifaga, con el fin de contribuir a la busqueda de productos naturales
potencialmente (tiles en el sector agricola. El trabajo comprende aislamiento bioguiado
y caracterizacion de metabolitos secundarios presentes en las inflorescencias de P.
subtomentosum y la parte aérea de P. septuplinervium, caracterizacion quimica de 3
aceites esenciales de las mismas especies, modificaciones estructurales de algunos de
los flavonoides naturales obtenidos, sintesis de chalconas y evaluacién de la actividad
insecticida sobre S. frugiperda de los extractos, aceites esenciales, compuestos aislados,

y los compuestos obtenidos por sintesis y semisintesis.

El estudio fitoquimico bioguiado desarrollado en las dos especies vegetales condujo al
aislamiento y caracterizacion de 9 metabolitos secundarios, de los cuales el acido
protocatéquico C8 (17,16 ppm) y el flavonol galangina C2 (13,63 ppm) fueron los
metabolitos mas activos contra la larvas de S. frugiperda. Debido al reconocido papel
de los flavonoides en la relaciones planta-insecto, y a que fueron los metabolitos aislados
en mayor cantidad en este trabajo, se evalué la actividad antialimentaria de una serie de
compuestos de tipo flavonoide: flavonoides aislados de diferentes especies vegetales,
flavonoides modificados estructuralmente (dos de ellos sin previos reportes en la
literatura), y flavonoides obtenidos por sintesis (dos de ellos sin previos reportes en la

literatura) estableciendo relaciones estructura-actividad.

El estudio de los aceites esenciales de las especies vegetales estudiadas, mostré que el
contenido de monoterpenos de los aceites de inflorescencias de P. subtomentosum
(44%) y parte aérea de P. septuplinervium (77%) es el responsable de la toxicidad
fumigante que presentan dichos aceites esenciales (13,2 uL/L de aire y 9,41 pL/L de aire
respectivamente). Se determind que los monoterpenos canfeno, a y B-pineno, y
limoneno, son algunos de los metabolitos responsables de la actividad fumigante, siendo

el canfeno el que posee la mayor actividad con CLgy < 0,57 pg/L de aire.



Palabras Clave: Piper septuplinervium, Piper subtomentosum, Piperaceae, Spodoptera

frugiperda, flavonoides, terpenos.

Abstract

The present research combines phytochemical studies and insecticidal activity on
polyphagous pest, with the aim of contributing to the search of potentially useful natural
products in the agricultural sector. The work consists of isolation and characterization of
the secondary metabolites present in the inflorescences of Piper subtomentosum and the
aerial part of Piper septuplinervium, chemical characterization of three essential oils of
the same species, structural modifications of some natural flavonoids, chalcone synthesis
and insecticidal activity evaluation on S. frugiperda of the extracts, essential oils, isolated

compounds, and the compounds obtained by synthesis and semisynthesis.

The bioassay-guided phytochemical study of the two species leads to the isolation and
characterization of 9 secondary metabolites, of which protocatechuic acid C8 (17.16 ppm)
and flavonol galangina C2 (13.63 ppm) were the most active metabolites against S.
frugiperda. Due to the recognized role of flavonoids in plant-insect relationships and for
being the metabolites isolated in greater amounts in this work, the antifeedant activity of
flavonoids type compounds was evaluated establishing structure-activity relationships.
The compounds evaluated were: flavonoids isolated from different plant species,
structurally modified flavonoids (two of them with no previous reports in the literature),
and flavonoids obtained by synthesis (two of them with no previous reports in the

literature).

The study of essential oils showed that the content of monoterpenes in inflorescences of
P. subtomentosum (44%) and aerial part of P. septuplinervium (77%) oils is responsible
for the fumigant toxicity of essential oils (13,2 pL/L of air and 9,41 pL/L of air
respectively). the monoterpenes camphene, a and B-pinene and limonene, are some of
the metabolites responsible for the fumigant activity. Camphene was the more active
metabolite with LC5,<0.57 pg/L of air.

Keywords: Piper septuplinervium, Piper subtomentosum, Piperaceae, Spodoptera

frugiperda, flavonoids, terpenes.
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Introduccioén

La historia del uso de las plantas es milenaria y desde tiempos remotos estas han
proporcionado multiples beneficios a los seres vivos con los cuales comparten su habitat,
en especial al hombre. Las especies vegetales han sido fuente de alimento, materias
primas de textiles, insumos para construccion, en tratamientos para curar dolencias, y
como insecticidas o repelentes para el mantenimiento de cultivos y cosechas
almacenadas. La anterior diversidad de aplicaciones evidencia que las plantas
representan un potencial inestimable para el descubrimiento de productos naturales con
multiples usos (Hostettman y Marston, 2002). Teniendo en cuenta las premisas
anteriores en paises megadiversos como Colombia, en el que con apenas el 0,7% de la
superficie continental existe cerca del 10% de la diversidad biolégica mundial (Andrade,
2011), es pertinente el desarrollo de investigaciones que incluyan el estudio de la

diversidad quimica y bioldgica de su flora.

Colombia es un pais eminentemente agricola, esta actividad econémica se desarrolla en
los 32 departamentos que componen el territorio, en los que existen alrededor de 13
cultivos transitorios y 17 cultivos permanentes (Ministerio de Agricultura y desarrollo rural,
2010). De acuerdo a las Ultimas estadisticas del Ministerio de Comercio Exterior,
después del sector minero (aporte 70% PIB), el sector agricola es la segunda actividad
econOmica aportante por exportaciones totales al PIB (7%) gracias a los ingresos
obtenidos por comercio de café, flores y banano (Ministerio de Comercio exterior 2013).
Ademas de los cultivos mencionados anteriormente existen otros que a pesar de que no
generan grandes divisas por exportaciones son importantes por la extensién de tierra que
se dedica a su cultivo, y por ser base de la alimentacion y la cultura del pais; este es el
caso del cultivo del maiz, el cual estd presente en 31 departamentos del territorio
nacional y alcanza un area de 542.131 hectareas sembradas y una produccion de
1°869.970 toneladas anuales (FENALCE, 2012). A pesar de la extension de tierra
cultivada, la producciéon de maiz obtenida es insuficiente para cubrir la demanda, por

ejemplo en el afio 2012 se importaron 3°188.048 toneladas de maiz blanco y amarillo



(FENALCE, 2012). Entonces surge una pregunta: ¢Por qué si hay tanta extensién
cultivada de maiz, la produccion es insuficiente para cubrir las necesidades de los
sectores consumidores?; factores como el dafio en los suelos, el cambio climético, la
presencia de plagas, muchas de ellas resistentes como resultado del uso y sobretodo el

abuso de insecticidas son algunas de las posibles respuestas a la pregunta anterior.

Debe ser reconocido que los insecticidas son una herramienta muy poderosa para el
control de los insectos plaga, pero al mismo tiempo se debe convenir que su aplicaciéon
indiscriminada e imprudente puede dar lugar a serios problemas de contaminacién y de
deterioro del ambiente. A largo plazo, los insecticidas pueden llegar a ser inefectivos
debido al desarrollo de una poblacién de insectos resistentes; sin embargo si los
productos destinados para el control de plagas son usados correctamente pueden marcar
la diferencia entre un buen cultivo o el fracaso total del mismo. En este sentido en
nuestro pais no se ha realizado un control exitoso de algunos insectos plaga, Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), es la plaga que causa los mayores dafios y pérdidas
de cultivos de maiz en Colombia, hasta ahora su control es insuficiente y se realiza por lo
general con insecticidas quimicos que son peligrosos para los ecosistemas (CORPOICA,
2003). Este insecto es conocido comunmente como “gusano cogollero” del maiz, actlda
Como gusano tierrero, trozador o gusano ejército y como cogollero que es su habito mas
caracteristico en el maiz, estd distribuido por todo el continente americano y puede
encontrarse desde el nivel del mar hasta los 2600 m.s.n.m. (Garcia et al., 2002). Durante
su ciclo de vida el “gusano cogollero” pasa por cuatro etapas: huevo o postura, larva 6
gusano, pupa, y polilla 6 adulto. Las posturas individualmente son de forma globosa, con
estrias radiales, de color rosado palido que se torna gris a medida que se aproxima la
eclosién. Las hembras depositan los huevos durante las primeras horas de la noche,
tanto en el haz como en el envés de las hojas, estos son puestos en varios grupos o
masas cubiertas por segregaciones del aparato bucal que sirven como proteccién contra
algunos enemigos naturales o factores ambientales adversos. Las larvas al nacer se
trasladan a diferentes partes de la planta o a las vecinas, evitando asi la competencia por
el alimento y el canibalismo. Su color varia segin 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 y otra parecida pero amarillenta méas abajo,
en la cabeza se distingue una "Y" blanca invertida. Las larvas pasan por 6 estadios o

mudas, siendo de mayor importancia para tomar las medidas de control los dos primeros;



en el primero estas miden hasta 2-3 milimetros y la cabeza es negra completamente, el
segundo mide de 4-7 milimetros y la cabeza es café clara; las larvas pueden medir
aproximadamente 35 milimetros de longitud en su ultimo estadio, a partir del tercer
estadio se introducen en el cogollo, haciendo perforaciones que son apreciados cuando
la hoja se abre o desenvuelve (CORPOICA, 2003). Las pupas son de color caoba y
miden 14 a 17 milimetros de longitud, con su extremo abdominal terminando en 2
espinas o 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 posteriores, después de los cuales emerge
el adulto. La polilla vuela con facilidad durante la noche, siendo atraida por la luz; es de
coloracion gris oscura. En la Figura 1 se presentan los diferentes estados del ciclo de

vida del gusano cogollero.

Figura 1. Ciclo de vida del gusano cogollero del maiz (Spodoptera frugiperda). (a).

postura, (b) larva, (c) pupa, (d) adulto macho, (e) adulto hembra



El uso indiscriminado de insecticidas quimicos de amplio espectro para el control de esta
plaga, tales como endosulfan, carbofuran, metamidifos, y clorpirifos (organoclorados,
carbamato, y organofosforado respectivamente), ha favorecido el desarrollo de especies
resistentes, ademas de ocasionar efectos negativos sobre la fauna benéfica e interferir
con el equilibrio biolégico (Pérez et al., 2004). De acuerdo a CORPOICA quien es la
dependencia estatal encargada de direccionar las estrategias de control a los
agricultores, hasta ahora las alternativas existentes para remediar en alguna medida la
infestacion de Spodoptera después de haber detectado dafio son las siguientes: trampas
de monitoreo con melaza para capturar los adultos, liberacion de la avispa Telenomus
remus que parasita los huevos de Spodoptera spp, uso de insecticidas biolégicos como
las toxinas de Bacillus thuringiensis, aspersion de extracto del arbol del Neem, aspersion
del cultivo con extracto de hojas de tabaco, y finalmente en caso de que el dafio del
cultivo sea mayor al 35% debe usarse un insecticida quimico y se recomienda sea de

baja toxicidad lo cual es dificil de conseguir en el mercado

Por todo lo expuesto anteriormente es una prioridad realizar una continua bisqueda de
sustancias insecticidas que ademas de ser efectivas, no generen perjuicios al medio
ambiente. Con este fin, la investigacion en plantas representa una fuente vastisima de
sustancias o de nuevos “lead compounds”, si se considera que existen indicios milenarios
de la utilizacion de especies vegetales como insecticidas y/o deterrentes (Murray, 2006).
En el caso especifico de Colombia teniendo en cuenta que nuestro pais es
eminentemente agricola, un campo de investigacion prioritario es la busqueda de
sustancias con poder deterrente, antialimentario y/o insecticida que permita el
mantenimiento de los cultivos y el éxito de la produccion. De acuerdo con lo anterior
existen entidades principalmente del estado como CORPOICA y el Ministerio de
Agricultura que tienen como uno de sus objetivos la continua busqueda de soluciones al
problema de las plagas en los cultivos, y al mantenimiento de estos sin afectar el medio
ambiente; por lo que varios grupos de investigacion enfocan la investigacion fitoquimica
en la busqueda de sustancias que puedan llegar a ser empleadas con este fin o como
base de sintesis para el desarrollo de nuevos insecticidas quimicos especificos en el

tratamiento de plagas.

El grupo de investigacion Estudio Quimico y de Actividad biolégica de Rutaceas y
MiristicAceas Colombianas del Departamento de Quimica de la Universidad Nacional de

Colombia — Sede Bogota en conjunto con el grupo de investigacion BIOGUAVIO de la



Universidad de Cundinamarca—Sede Fusagasuga en el marco del proyecto
“Bioprospeccion participativa de comunidades vegetales asociadas a la familia
Piperaceae en la region del sumapaz medio y bajo occidental” financiado por
COLCIENCIAS dedicaron esfuerzos a seleccionar especies vegetales que puedan llegar
a ser fuente de agentes fitosanitarios para el control de Spodoptera frugiperda, la familia
botanica escogida para realizar el estudio fue la familia Piperaceae, ya que desde hace
miles de afios es usada como repelente de insectos y es conocida por sus multiples
propiedades como deterrente e insecticida (Scott et al., 2008) y es ampliamente
encontrada en nuestro territorio. Se recolectaron 41 especies de Piperaceas (25 del
género Piper y 16 del género Peperomia), de las cuales 22 se determinaron plenamente
y se sometieron a extraccion con etanol al 96%, a los extractos etandlicos obtenidos se
les realiz6 un ensayo de actividad insecticida preliminar; a partir del que se seleccion6 a
los extractos de parte aérea de la especie Piper septuplinervium y las inflorescencias de

la especie Piper subtomentosum como objeto de la presente investigacion.

Consideranto la alta mortalidad causada por los extractos de P.subtomentosum y P.
septuplinervium y la ausencia de reportes quimicos y de actividad biol6gica previos de las
especies seleccionadas, se decidié abordar el estudio de la siguiente forma: primero se
realizé el estudio de los componentes volatiles de las especies seleccionadas, en busca
de determinar la actividad insecticida in vitro de estos sobre S. frugiperda (descrito en el
capitulo 1); segundo se realizé el estudio fitoquimico biodirigido de las inflorescencias de
la especie P. subtomentosum y la parte aérea de la especie P. septuplinervium, con el fin
de determinar los metabolitos fijos responsables de la actividad insecticida in vitro contra
S. frugiperda (descrito en el capitulo 2); por ultimo y de acuerdo a los resultados
presentados en el capitulo 2, se determiné el efecto de diferentes sustancias de tipo
flavonoides o analogas de origen natural, semisintético y sintético, en el comportamiento
alimentario de larvas de gusano cogollero, en busca de una forma adicional de control

(descrito en el capitulo 3)
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1.Composicion quimica y determinacion de
actividad insecticida de Ilos aceites
esenciales de Piper subtomentosum y Piper
septuplinervium (Piperaceae).

1.1. Generalidades

Las investigaciones en productos naturales derivados de plantas en lo referente a las
interacciones planta-insecto han demostrado que uno de los tipos de insecticidas
botanicos mas efectivos son los basados en aceites esenciales (AE) (Isman et al., 2011).
Como AE se define la mezcla de compuestos organicos resultante de una parte del
metabolismo de una especie vegetal que generalmente son de origen terpénico, que
estan asociados 0 no a otros componentes, que tienen como caracteristica ser volatiles y
gue generan el aroma de dicho vegetal (Bandoni, 2000). Existe un amplio numero de
especies de plantas con propiedades aromaticas; sin embargo algunas familias botanicas
son ampliamente reconocidas como fuente de AE, entre ellas se cuentan las Piperaceas
(Enan, 2001).

Los aceites esenciales se encuentran almacenados en la mayoria de los 6rganos
vegetativos de las especies de “aromaticas tradicionales”, y aunque no es clara la razon
por la que son biosintetizados, muchos autores coinciden en sefialar que cumplen un
papel ecolégico, ya que diversos estudios han evidenciado la capacidad de los AE de
ejercer efectos alelopaticos, sobre diferentes tipos de organismos, incluyendo muchos
ordenes de insectos (Enan, 2001). Dichos efectos dependen del perfil de composicién de
cada aceite esencial, el tipo de compuestos de la mezcla y la proporcion en la que se
encuentran. A continuacion se presentara una revisidn de las propiedaes insecticidas
encontradas en los AE de diferentes plantas, considerando las especies de la familia

Piperaceae y los productos comerciales elaborados a base de AE.
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1.1.1 Insecticidas a partir de aceites esenciales de plantas

A lo largo de la historia los aceites esenciales han sido importantes en diversas
actividades economicas ya que estos se han usado como agentes saborizantes de
alimentos y bebidas, bases para la industria de la perfumeria y mas recientemente se
han empleado como agentes para aromaterapia. Estas aplicaciones han generado una
cadena productiva que mueve millones de doélares al afio en todo el mundo (Isman et al.,
2011). Ademas de los beneficios mencionados anteriormente, ciertas especies
aromaticas y sus AE han sido usadas desde tiempos antiquisimos en la proteccion de
cultivos; los primeros reportes se remontan a la antigua china, en donde los cultivos y
cosechas de arroz se protegian usando los aceites esenciales de los citricos para evitar
la infestacion de plagas (Drijfhout y Morgan, 2010), por lo que no es sorprendente que se
haya retomado el uso de AE de plantas como una opcién para el control de insectos
plaga, en busca de reemplazar los insecticidas de sintesis quimica que en la mayoria de
los paises son los mas utilizados y cuyo uso indiscriminado produce dafio en los suelos,
alteraciones de cadenas troficas y subsecuentes problemas de resistencia (CORPOICA.,
2003).

Aparte de las ventajas comerciales que muchos AE tienen por ser materias primas en
industrias mundialmente importantes (precios bajos y abundantes suministros), estas
sustancias tienen propiedades que los hacen ser adecuados para el manejo de insectos

plaga en cultivos y en productos almacenados:

» La mayoria de los aceites esenciales no son toéxicos para mamiferos (Isman et al.,
2011).

» Debido a la volatilidad de sus componentes, los AE no persisten en el medio
ambiente teniendo vidas medias inferiores a 24 horas en suelo y agua, de tal
forma que se reduce en gran medida la posibilidad de producir efectos negativos
sobre fauna benéfica, como los organismos encargados de la polinizacion
(Regnault-Roger et al., 2003).

» Diversos estudios han demostrado que los AE parecen tener multiples
mecanismos y sitios de accién principalmente comprometiendo el sistema
nervioso de los insectos, afectando los sistemas colinérgico, octopaminérgico y

GABAérgico, lo que disminuye la posibilidad de que se generen variedades de
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insectos resistentes (Rattan, 2010; Lépez y Pascual-Villalobos, 2010; Ah Seo et
al, 2008; Enan, 2001; Coats, 1994; Isman, 2006).

® Dependiendo de la composicion quimica, los aceites esenciales pueden actuar
como repelentes, sustancias tdxicas, anti alimentarios, inhibidores de
oviposicion, inhibidores de crecimiento y atrayentes, entre otros (Regnault-Roger
C, 1997). Existen mudltiples estudios que evidencian la relevancia de las
investigaciones de las propiedades insecticidas de los aceites esenciales ya
gue estos han demostrado que en muchos casos los AE presentan efectos
importantes contra diferentes érdenes de insectos plaga, lo que hace a dichas
sustancias candidatas a ser futuros insecticidas botanicos de amplio espectro.
(Lamiri et al., 2001; Zapata y Smagghe, 2010; Kéita et al., 2000; Aslan et al.,
2004; Pavela, 2005; Kim et al., 2003; Albuquerque et al., 2013; Bakkali et al.,
2008; Zoubiri y Baaliouamer, 2011; Koschier, 2006; Isman y Machial, 2006;
Enan, 2001; Nerio et al., 2009)

1.1.2 Aceites esenciales obtenidos de especies de la familia
Piperaceae.
Su antiguo origen, amplia distribucion y adaptabilidad han hecho que las especies de la
familia Piperaceae sean reconocidas como uno de los grupos de plantas tropicales mas
utilizado tradicionalmente por diversas comunidades como insecticidas, fitomedicamentos
y fuente de especias (Regnault-Roger et al., 2003). Sus importantes y recurrentes usos
motivaron el interés de los investigadores en productos naturales, por lo que han sido
objeto de multiples investigaciones fitoquimicas para determinar los principios
responsables de las acciones observadas por afios. La mayoria de los reportes de usos
tradicionales que se tienen corresponden a especies vegetales del género Piper, el cual
es el que cuenta con un numero considerable de especies y posee amplia distribucién
(Parmar et al., 1997); de las aproximadamente 2000 especies de Piperaceas que se
conocen, alrededor de 700 pertenecen al género Piper, y como es de esperarse la
mayoria de las investigaciones que involucran a la familia Piperaceae se centran en

dicho género.

Parmar y colaboradores realizaron una completa revision de la fitoquimica de las

especies del género Piper (Parmar et al., 1997), en la que se contemplan los estudios



12

llevados a cabo desde 1901 hasta 1996, los metabolitos volatiles hacen parte de esta
revision, debido a su presencia, diversidad estructural y actividad biolégica. En los
ultimos afios se siguen estudiando con bastante frecuencia los aceites esenciales de la
familia Piperaceae; la mayoria de los reportes se encuentran en paises tropicales como
Brasil e India (Martins et al., 1998; Keita et al., 2000; Dias dos Santos et al., 2001; Kim et
al., 2003; Potzernheim et al., 2006; De Morais et al., 2007; Autran et al., 2009; Péres, et
al., 2009; Singh et al., 2009; Qin et al., 2010; Prakash et al., 2010; Matasyoh et al., 2011;
Lima et al.,2012; Sauter et al., 2012; Chaubey, 2013). En la Figura 1-1 se presenta el
perfil de composicion de los aceites esenciales por tipo de sustancias de diferentes
especies de Piperaceas estudiadas durante los Ultimos 14 afios, las cuales poseen
aceites esenciales formados en su mayoria por mezclas de compuestos de tipo terpénico
gue son muy complejas (mezclas de mas de 30 sustancias), en algunos casos se
observa la presencia de fenil propanoides; es importante anotar que cuando los fenil
propanoides son los componentes mayoritarios del aceite, la complejidad de la mezcla se
reduce y el porcentaje de composicién relativa del componente mayoritario es cercano o
superior al 50 %; ejemplo de esto son los aceites de las especies Piper guinense (Martins
et al., 1998), Piper permucronatum, Piper hostmanianum (De Morais et al., 2007), Piper
hispidinervum (Sauter et al., 2012), Piper betle (Prakash et al., 2010), Piper sarmentosum
(Qin et al.,, 2010), y Piper marginatum (Autran et al.,, 2009); cuyos componentes
mayoritarios son dilapiol (44,8%) (54,7%), asaricina (27,4), safrol (85%), eugenol
(63,4%), miristicina (65,2%), y asarona (33%) respectivamente. En cuanto a los
metabolitos de tipo terpénico se destaca la repetitiva presencia de monoterpenos como
a y B pineno, y sesquiterpenos como nerolidol, germacreno D, 6xido de cariofileno y B-

cariofileno.
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Figura 1-1 Tipo de compuestos presentes en los aceites esenciales de algunas especies
de Piperaceas, realizados en los ultimos 14 afios (Martins et al., 1998; Keita et al., 2000;
Dias dos Santos et al., 2001; Kim et al., 2003; Potzernheim et al., 2006; De Morais et al.,
2007; Autran et al., 2009; Péres, et al., 2009; Singh et al., 2009; Qin et al., 2010; Prakash
et al., 2010; Matasyoh et al., 2011; Lima et al.,2012; Sauter et al., 2012; Chaubey, 2013).
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La mayoria de los estudios consultados al igual que los referenciados en la revisién de
Parmar y colaboradores muestran el potencial de los aceites esenciales de la familia
Piperaceae para el control de problemas fitosanitarios causados por hongos, bacterias y
plagas de insectos de diferentes érdenes. En la Figura 1-2 se presentan las estructuras
quimicas de los metabolitos volatiles mencionados anteriormente, importantes en

Piperaceas por su presencia y abundancia.
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Figura 1-2. Metabolitos volatiles presentes en aceites esenciales de especies de

Piperaceas
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1.1.3 Insecticidas comerciales a base de aceites esenciales.

Las consecuencias de utilizar los sistemas de produccion tradicional, los cuales se han
caracterizado por deteriorar el medio ambiente debido a la utilizacion indiscriminada de
pesticidas de sintesis quimica, ha promovido el desarrollo de nuevas practicas agricolas
gue involucran la rotacion de cultivos y el uso de insecticidas de origen vegetal (Ministerio
de agricultura y desarrollo rural, 2011). En ese sentido la compafila americana Eco
SMART Technologies es pionera en la fabricacion y comercializacion de productos
pesticidas a base de aceites esenciales; sus productos se distribuyen y comercializan en
USA con bastante éxito. La serie de pesticidas que comercializa estan hechos a base de
aceites esenciales de especies de aromaticas tradicionales algunas veces solos o0 en
mezclas (Dayan et al., 2009; Isman et al., 2011). Las materias primas mas utilizadas

son:

= Aceite esencial de hojas de clavo (Syzygium aromaticum) (componente

mayoritario: eugenol).

= Aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis) (componente

mayoritario: 1,8-cineol)

= Aceite esencial de menta (Menta piperita) (componente mayoritario:

mentol)

= Aceite esencial de hojas de canela (Cinnamomun zeylanicum)

(componente mayoritario: cinamaldehido)

= Aceite esencial de limoncillo (Cymbopogon nordis) (componente

mayoritario: D-limoneno)

A pesar de que los aceites esenciales de especies pertenecientes a la familia Piperaceae
y en particular al género Piper han sido objeto de mdltiples estudios quimicos y
biol6gicos, aun existen especies, como las seleccionadas para desarrollar esta
investigacion, que poseen escasos 0 carecen de estudios, y que teniendo en cuenta los
resultados encontrados por diferentes grupos de investigacién con especies del mismo
género y familia, se convierten en un interesante blanco de estudio para emprender
investigaciones encaminadas a la blsqueda de aceites esenciales con potencial como

agentes fitosanitarios. En este capitulo se presentaran los resultados correspondientes a
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la composicion quimica de los aceites esenciales de las especies P. septuplinervium y
P.subtomentosum, junto con la determinacién de la actividad insecticida de estos in vitro

contra Spodoptera frugiperda.

1.2 Materiales y Métodos

1.2.1. Analisis Quimico de los aceites esenciales

= Material Vegetal

El material vegetal corresponde a las hojas e inflorescencias del arbol Piper
subtomentosum Trel & Yunck y la parte aérea de la enredadera Piper septuplinervium
(Mig) C.DC. Las especies fueron colectadas en la vereda San José bajo, del municipio
de Granada en Cundinamarca (2410 msnm), por integrantes del gupo de investigacion
Estudio quimico y de actividad bioldgica de Rutaceas y Miristicaceas Colombianas, en
agosto de 2010; las muestras fueron determinadas por el biélogo Adolfo Jara Mufioz del
Herbario Nacional Colombiano, en donde reposa un especimén de cada muestra con los
ndameros de coleccion COL-517695 (Piper septuplinervium) y COL-516758 (Piper

subtomentosum).
= Extraccion de aceites esenciales

Los aceites esenciales de la parte aérea de P. septuplinervium (tallos, hojas e
inflorescencias) y las hojas de P.subtometosum fueron obtenidos mediante destilacién
por arrastre con vapor a partir de 980 g y 820 g de material vegetal respectivamente;
mientras que el aceite de inflorescencias de P. subtomentosum se obtuvo por
hidrodestilacién a partir de 550 g de material vegetal. Los aceites fueron secados sobre
sulfato de sodio anhidro y mantenidos en nevera a una temperatura aproximada de 4 °C.
Las muestras de aceites esenciales para el andlisis por CG-EM se prepararon
disolviendo 20 pL de AE en n-hexano hasta a un volumen final de 1 mL. (Cuca et al.,
2010)

= Anélisis por CG-EM

El andlisis de los aceites esenciales se llevo a cabo por CG-EM empleando un
cromatdgrafo Agilent Technologies 7890A GC System equipado con un detector selectivo

de masas, el cual fue operado a 70 eV en modo full scan y los espectros de masas
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fueron adquiridos entre 35 y 450 uma. Se emplearon dos columnas cromatograficas: una
de baja polaridad (RTX-5MS 60 m x 0,25 mm x 0,25 um) cuya fase estacionaria esta
compuesta por 5% de difenilo y 95% de polidimetilsiloxano, y una de alta polaridad
(CARBOWAX 30 m x 0,25 mm x 0,25 um) cuya fase estacionaria esta compuesta por
poli etilenglicol; empleando helio (99,99% de pureza) como gas de arrastre con un flujo

constante de 1 mL/min. La inyeccion se hizo en modo split 20:1.

En el andlisis por CG-EM con la columna RTX-5, la temperatura del horno se programé
asi: desde 50 °C (2 min) hasta 160 °C (5 min) a 4 °C/min, se aumenta hasta 220 °C (5
min) a 2,5 °C/min y finalmente se elevé a 280 °C (5 min) a 8 °C/min. En el analisis por
CG-EM con la columna CARBOWAX la temperatura del horno se programé6 como sigue:
desde 40 °C (5 min) a 4 °C/min hasta 250 °C (10 min). Para cada andlisis se inyect 1 pL

de la disolucion de AE.
= Determinacion de composicion de aceites esenciales

La determinacion de los constituyentes quimicos se realiz6 con base en la comparacién
de los indices de retencion calculados y los espectros de masas obtenidos con los
reportados por las bases de datos Pherobase, 2011; Nist 11, 2011; y los reportados por
Adams, 2001; Joulain y Koning, 1998. Los indices de retencion (Ig) se calcularon
teniendo como referencia una serie homologa de patrones de hidrocarburos normales
desde C10 hasta C24, eluidos en el mismo equipo y bajo las mismas condiciones

analiticas que los AE objeto de estudio.

1.2.2 Determinacion de actividad insecticida de aceites
esenciales.

= Criadeinsectos

Las larvas de Spodoptera frugiperda fueron colectadas en el municipio del Espinal
(Tolima-Colombia) (323 msnm), en cultivos de maiz y sorgo sin aplicacion previa de
insecticidas. El mismo dia de la colecta, las larvas fueron llevadas al cuarto de cria del
laboratorio de biopesticidas-entomologia del Instituto de Biotecnologia (IBUN) de la
Universidad Nacional de Colombia-Sede Bogotad. Las larvas fueron puestas en
cuarentena por ocho dias en dieta artificial. El pie de cria es mantenido en dieta artificial,

bajo condiciones controladas a 28 + 2 °C y 65 + 5% de humedad relativa y con un
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fotoperiodo de 12 horas luz -12 horas oscuridad. (Ceron y Bravo, 2004). Para la
realizaciobn de los ensayos se utilizaron larvas de segundo instar de Spodoptera
frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae).

= Ensayo de determinacion de toxicidad fumigante

Para determinar la toxicidad volatil se emplearon dosis de AE de 500 puL/L de aire a 3,00
p/L de aire y de monoterpenos (patrones certificados Alfa Aesar®y Sigma®) de 20,0 mg/L
de aire - 0,500 mg/L de aire. Las cantidades de AE y de monoterpenos puros fueron
aplicadas en discos de papel de filtro Wathman 1 de 2 cm de didmetro, los cuales fueron
colocados en la boca de un vial de vidrio de 1,5 mL de capacidad; el cual a su vez fue
colocado dentro de un vial de mayor tamafio (Pascual Villalobos M.J. et al, 2004). En el
vial de mayor tamafio se colocaron 10 larvas de segundo instar de S. frugiperda con un
cubo de dieta artificial para evitar el canibalismo. Como control negativo se realiz6 un
blanco. El ensayo se realizd bajo condiciones controladas de temperatura (28 + 2 °C) y
humedad relativa (65 + 5%). Cada muestra se ensay6 por triplicado, y la mortalidad de
los insectos fue determinada después de 24 horas de exposicion, los insectos se
consideraron muertos después de no ver movimiento durante estimulo por 15 segundos
con pincel en estereoscopio. Los valores de concentracion letal 50 fueron calculados por
medio del programa Probit (Finney, 1971).

= Ensayo de determinacion de toxicidad por contacto

La toxicidad por contacto de los aceites esenciales y los monoterpenos (patrones
certificados Alfa Aesar®y Sigma®) sobre larvas de segundo instar de S. frugiperda se
determin6 aplicando topicamente sobre el dorso de la larva de 0,1, 0,15,y 0,2 uL de AE
y de monoterpeno. Como control se emplearon insectos sin tratar, las larvas tratadas y
las larvas control fueron colocadas en vasos plasticos de una onza con dieta artificial (10
larvas/ vaso); todos los tratamientos fueron realizados por triplicado en condiciones de
temperatura (28 + 2 °C) y humedad relativa controladas (65 + 5%). La mortalidad de los
insectos se determiné a las 24 horas (Pavela R, 2005). La mortalidad se calculé con la

férmula de correccion de Abbott (Pitasawat B et al, 2007).
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= Ensayo de determinacién de efecto repelente

Para evaluar el efecto repelente de los aceites esenciales sobre S. frugiperda se empled
un bioensayo de eleccion, de acuerdo al procedimiento reportado por Nerio y
colaboradores en el 2009 (Nerio L.S et al, 2009), para insectos del género Sitophilus, ya
que S. frugiperda en su etapa larval presenta comportamiento canibal, se realiz6 una
modificacion al ensayo; se adiciond una porcion de dieta artificial. A discos de papel filtro
de 9 cm de didmetro partidos en mitades fueron aplicados 500 pL de soluciones en
acetona de los AE en concentraciones equivalentes a 0.063 pL/cm?— 0,0252 pL/cm?, el
solvente se deja evaporar por tres minutos, la mitad de la parte inferior de una caja de
petri se cubrid con el papel filtro tratado, mientas que la otra mitad se cubrié con medio
papel de filtro impregnado con acetona que se dejé secar por 3 minutos. En cada una de
las mitades se coloco un trozo de dieta artificial y posteriormente se colocaron 10 larvas
de segundo instar de S. frugiperda en el centro de la caja de petri, la cual se cerré y sellé
con parafilm. El nimero de insectos presentes en las dos mitades de los discos de papel
se registrd después de 2 horas de exposicion. Se realizaron cinco réplicas para cada
concentracion evaluada. El ensayo se realiz6 en condiciones controladas de temperatura
(28 + 2 °C) y humedad relativa (65 + 5%), el porcentaje de repelencia se calculé por
medio de la siguiente relacibn matematica: %R= [(C-T)/(C+T)] x 100, donde C= ndmero
de insectos en el papel no tratado y T= niumero de insectos en el papel tratado. Como
control positivo se empleo el repelente comercial Stay off ®, cuyo principio activo es 3-N-
acetil-N-butilamino-propionato de etilo15%(IR3535).

» Ensayo de determinacién de efecto de los aceites esenciales en el

ciclo de vida de Spodoptera frugiperda.

Larvas de segundo instar de S. frugiperda se sometieron al ensayo de determinacion de
toxicidad volatil, en el cual fueron expuestas a los aceites de inflorescencias de P.
subtomentosum y parte aérea de P. septuplinervium en dosis correspondientes a CLsg Y
CL,s determinadas por el andlisis Probit para cada aceite esencial. Después de 24 horas
de iniciado el ensayo, las larvas sobrevivientes en cada tratamiento fueron colocadas en
vasos plasticos de una onza provistos con dieta artificial. Posteriormente se dejo a las
larvas alimentarse por 72 horas, y luego cada 48 horas se retiraron aleatoriamente tres
vasos por tratamiento para medir el largo de las larvas. Una vez que el control alcanzé el

80% de pupacion, se registraron cada 48 horas los vasos restantes en cada tratamiento
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para determinar el porcentaje de larvas que alcanzaron el estado de pupa, el porcentaje
de pupas que alcanzaron el estado de adulto y el lapso de tiempo entre los estadios de
larva a pupa y de pupa a adulto (Silva G, 2010). Posteriormente en los tratamientos
donde fue posible se realizaron parejas de individuos tratados con individuos control para

evidenciar los efectos sobre la oviposicidn de las hembras.
= Anadlisis estadistico

La lectura del registro de la longitud de larva fue realizada por triplicado, los valores
promedio fueron calculados y se presentan como la media + DS. EIl coeficiente de

correlacion de Pearson fue calculado por medio de Excel 2007.

1.3 Resultados y discusion

1.3.1.Composicion quimica de los aceites esenciales

En la Tabla 1-1 se relacionan los rendimientos y las constantes fisicas de los aceites
obtenidos. En los tres casos los rendimientos son similares y cercanos al 0,20%; el valor
del rendimiento permite concluir que aungue algunos autores indican que la familia
Piperaceae hace parte del grupo de familias de plantas llamadas tradicionalmente como
aromaticas (Enan, 2001), las especies objeto de estudio no poseen un alto contenido de

aceite esencial.

Tabla 1-1. Rendimiento y constantes fisicas de los AE objeto de estudio

AE _ o indice de
. o Densidad (20 "C) »
) Organo %Rendimiento refraccion (20
Especie ) g/ mL* 0
vegetativo C)
Hojas 0,19 0,867 + 0,0161 1,4370
P. subtomentosum i
Inflorescencias 0,19 0,865 * 0,00289 1,4825
P.septuplinervium parte aérea 0.21 0,843 £ 0,00577 1,4564

*Media de tres réplicas = DS

El anadlisis quimico de los tres AE, se realiz6 usando como técnica CG-EM con dos
columnas de diferente polaridad (RTX-5MS y CARBOWAX). La determinacién de la
identidad de los componentes de los AE se realiz6 teniendo en cuenta criterios
cromatogréficos y espectrométricos (comparacion de los indices de retencién en las dos

columnas, los espectros de masas, abundancias de pico con los reportados en la
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literatura especializada y en diferentes bases de datos) (Adams R, 2001; Joulain, D y
Koning, W, 1998; Nist 11, 2011; Pherobase, 2011). En las condiciones de andlisis se

determiné la presencia de 63 compuestos que representan el 92,8%, 88,0%, y 94,6% de

la composicién relativa de los aceites de hojas e inflorescencias de P. subtomentosum y

la parte aérea de P. septuplinervium, respectivamente. En la Tabla 1-2 se presenta la

composicion relativa de los AE segln su orden de elusién en la columna RTX-5MS, los

indices de retencion y las cantidades con base en el porcentaje de las areas de pico

obtenidas en el analisis en la columna RTX-5 relativas de cada componente en la mezcla

de volatiles.

Tabla 1-2. Composicion relativa de los AE objeto de estudio

Ir

AE Cantidad relativa (%)

Ne Compuesto Inflorescencias P. Hojas P. Parte aérea P.
RTX-5 CARBOWAX
subtomentosum subtomentosum septuplinervium

1 a-Tuyeno 931 - - 1,03
2 a-Pineno 939 27,3 0,33 21,0
3 Canfeno 953 0,68 - 0,75
4 Sabineno 976 - - 5,62
5 B-Pineno 980 1107 15,0 0,24 13,8
6 B-Mirceno 991 1163 0,16 - 1,57
7 a-Felandreno 1005 1190 - 0,33 13,0
8 a-Terpineno 1018 - - 0,22
9 Ocimeno 1025 - - 0,33
10 B-Felandreno 1031 1170 - - 1,51
11 Limoneno 1033 1190 1,00 0,07 3,84
12 p-Cimeno 1050 1250 - - 0,29
13 y-Terpineno 1064 - - 0,38
14 Oxido de trans-Linalool 1088 1460 2,48 - -
15 a-Terpinoleno 1088 1290 - - 1,03
16 Hidrato de trans- 1097 - - 0,51
17 2-metil-acetofenona 1139 0,24 - -
18 Citronelal 1156 1439 - - 10,3
19 a-Terpineol 1185 0,93 - 0,09
20 Mirtenal 1196 0,19 - -
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Continuacién Tabla 1-2

No Compuesto

AE Cantidad relativa (%)

RTX5 CARBOWA Inflorescencias Hojas P. Parte aérea P.
X P.subtomentosum subtomentosum septuplinervium
o1 Verbenonozar;g-p|nen-4- 1214 0.18 ) )
22 Citronelol 1233 - - 0,11
23 Citral 1249 - - 0,26
24 Citronelato de metilo 1263 - - 0,20
25 Acetato de bornilo 1285 - - 0,15
26 Geraniato de metilo 1328 - - 0,20
27 o-Elemeno 1340 1443 - - 0,71
28 Acetato de citronelilo 1354 - 0,33
29 Isoledeno 1365 - 0,22 -
30 Ciclosativeno 1378 0,72 - -
31 10-Italiceno 1384 5,30 - -
32 B-Cubebeno 1390 - 0,64 -
33 B-Elemeno 1391 1578 0,53 2,87 -
34 Isodauca-6,9-dieno 1393 1491 - - 1,51
35 a-Copaeno 1394 1480 - 2,00 -
36 a-Cubeben 1396 1462 0,60 - -
37 B-Bourboneno 1406 0,27 1,20 -
38 Longifoleno 1411 1560 - - 2,06
39 B-Gurjuneno 1432 - - 0,07
49 B-Cariofileno 1444 1629 7,42 14,6 -
4-H-10-H-guaia-1(5),6-
41 dieno 1445 1677 1,39 - -
42 a-Himachaleno 1450 - - 7,24
43 €-Muuroleno 1455 - 4,30 -
7-H-10-H-
44 cadinal(6),4dieno 1460 . 021 )
45 y-Gurjuneno 1472 - 0,36 -
46 B-Neocloveno 1475 - 0,30 -
47 a- Cariofileno 1477 1676 5,56 - -
48 (Z,E)-a-Farneseno 1480 1720 - 7,46 -
49 Biciclosesquifelandreno 1487 0,59 - -
50 y-Amorfeno 1499 - 0,78 -
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Ontinuacién Tabla 1-2

In AE Cantidad Relativa (%)
No Compuesto - - -
RTX-5 Inflorescencias P. Hojas P. Hojas P.
CARBOWAX subtomentosum subtomentosum subtomentosum
51 y-Cadineno 1507 1777 - 2,11 2,69
52 B-Selineno 1509 0,20 - -
53 B-Bisaboleno 1509 1749 1,39 - -
54 Germacrenol 1511 0,17 - -
55 a-Muuroleno 1517 1730 1,06 - -
56 8-Cadineno 1520 1794 0,72 45,2 -
57 E-y-Bisaboleno 1521 - 0,59 -
58 B-Cadineno 1526 1806 - 6,53 1,13
59 Calameneno 1530 0,18 - -
60 w-Amorfeno 1545 - 1,69 -
61 8-Cupreneno 1546 - - 0,65
62 Germacreno B 1550 - - 0,64
63 Oxido de Cariofileno 1606 2040 12,5 - -
Monoterpenos 47.9 0,97 76,9
Sesquiterpenos 38,6 911 17,0
Otros compuestos 0,24 : :
Componentes Determinados 86,7 92,1 93,9.

Como se observa en la Tabla 1-2 los aceites esenciales de inflorescencias y hojas de P.
subtomentosum y parte aérea de P. septuplinervium, son de caracter terpénico, en todos
los casos existe una compleja mezcla de hidrocarburos monoterpénicos,
sesquiterpénicos, monoterpenoides y sesquiterpenoides. Por medio de los criterios
cromatogréficos y espectrométricos empleados fue posible determinar més del 85% de la
composicion relativa de los AE; los componentes volatiles de las inflorescencias del arbol
P.subtomentosum y parte aérea de la enredadera P.septuplinervium poseen un perfil de
composicion similar ya que en ambos casos estan conformados en su mayoria por
monoterpenos, siendo el aceite de la enredadera el que posee el mas alto contenido de
dichos metabolitos (76,9%). Tanto en el AE de las inflorescencias como en el de la parte
aérea, el a-pineno (27,3% y 21,0% respectivamente) y B-pineno (15,0% y 13,8%); son los
componentes mayoritarios. Ademas de los pinenos, en los AE de las inflorescencias de

P.subtomentosum y de parte aérea de P. septuplinervium estan presentes las siguientes



24

sustancias en cantidades representativas: Oxido de cariofileno, [B-cariofileno, a-

cariofileno, a-felandreno, y citronelal.

El aceite de hojas del arbol P. subtomentosum, tiene un perfil diferente a los demas AE
objeto de estudio, teniendo en cuenta que estd compuesto casi en su totalidad por
sesquiterpenos y sesquiterpenoides (91,1%), el 6-cadineno es el componente mayoritario
(45,3%), los sesquiterpenos B-cariofileno (14,6%), (Z,E)-a-farneseno (7,43%), B-cadineno

(6,53%), estan presentes también en este aceite en cantidades representativas.

Los compuestos volatiles determinados en los aceites esenciales analizados ya habian
sido previamente reportados para otras especies del género Piper (Parmar et al., 1997).
Al igual que en los aceites de inflorescencias de P. subtomentosum y parte aérea de P.
septuplinervium los monoterpenos a y B-pineno hacen parte de los AE de otras especies
del género Piper como P. capense, P. amplum, P. amalago, P. hispidum, P. tectonifolium
(Martins et al., 1998; Dias dos Santos et al., 2001; Potzernherm et al., 2006) lo que indica
gue los resultados del presente estudio estan de acuerdo con la quimiotaxonomia del
género. La presencia del sesquiterpeno 6-cadineno como componente mayoritario de AE
se habia reportado en la especie Piper capense (Matasyoh et al., 2011). Este trabajo
constituye el primer reporte de composicion quimica de volatiles para las dos especies
vegetales objeto de estudio. Teniendo en cuenta que uno de los objetivos de este trabajo
es determinar si los metabolitos volatiles de las especies P. septuplinervium y P.
subtomentosum tienen alguna responsabilidad en la actividad insecticida mostrada por
dichas especies contra el gusano cogollero del maiz (S. frugiperda), se realizaron
diferentes bioensayos para poder determinar la existencia de la actividad junto al efecto
generado en el insecto plaga. A continuacion se presentaran los resultados obtenidos en

los diferentes procedimientos realizados.

1.3.2.Determinacion de actividad insecticida de los aceites

esenciales

= Determinacion de toxicidad fumigante de los aceites esenciales
Dependiendo de su estructura y de sus propiedades quimicas y fisicas, una sustancia
puede producir diferentes efectos en los organismos que estén en contacto con ella.

Debido a la volatilidad caracteristica de los AE muchos autores han demostrado la
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toxicidad fumigante de dichas sustancias en insectos de diferentes 6rdenes siendo mas
estudiados los efectos en Coledpteros, Dipteros, Hemipteros, y Lepidopteros. Teniendo
en cuenta estos antecedentes, en este trabajo se decidié evaluar la toxicidad fumigante
de los aceites esenciales de inflorescencias y hojas de P. subtomentosum y parte aérea
de P. septuplinervium por el método de vial en vial reportado por Pascual-Villalobos en
2004, haciendo una adaptacién al procedimiento debido a que el ensayo se disefié para
insectos del orden Coleoptera; el insectos plaga objeto de estudio en nuestro caso es un
Lepiddptero, el cual se utilizd en estado de larva, estado en el que posee habito canibal,
para evitar este comportamiento en el ensayo se adiciona dieta artificial. S. frugiperda
causa dafios a los cultivos que ataca en estado de larva, siendo de mayor importancia
para tomar las medidas de control los dos primeros instar de dicha etapa (CORPOICA,
2003).

La concentracién mas alta evaluada en todos los casos fue 500 pL/L de aire, en la cual
los tres aceites produjeron la mortalidad del total de las larvas (100%), de acuerdo a este
comportamiento se fueron disminuyendo las concentraciones de AE para poder
determinar la concentracion a la cual los aceites esenciales producen la mortalidad del
50% de la poblacion de larvas utilizadas, el control utilizado fue un tratamiento blanco en
el cual no se observd mortalidad. En la Figura 1-3 se muestran las mortalidades
producidas por los aceites a las diferentes concentraciones ensayadas, cada punto
corresponde a la media de los triplicados realizados en cada caso. La Figura 1-3
muestra las Figuras 1-3a, 1-3b, y 1-3c, las cuales relacionan el porcentaje de mortalidad
de las larvas de segundo instar de S. frugiperda en funcién de las concentraciones de
aceite ensayadas, los resultados obtenidos permiten observar que en todos los casos a
la concentracibn maxima ensayada (500 pL/L de aire) se obtienen mortalidades del
100%, sin embargo a medida que disminuye la concentracion, se observan efectos
diferentes. En el caso del aceite de hojas de P. subtomentosum (Figura. 1-3b), a medida
gue las concentraciones disminuyen la mortalidad también disminuye; comportamiento
totalmente contrario al observado con los aceites de inflorescencias de P.
subtomentosum y parte aérea de P.septuplinervium (Figura. 1-3a y 1-3c) con los cuales
se mantienen las altas mortalidades (100%) en el rango de 50 pL/L de aceite- 500 pL/L
de aceite. Observando los efectos producidos por los aceites y comparandolos con la
composicion de los mismos, se puede concluir que el alto contenido de monoterpenos es

el responsable de la actividad fumigante observada en los AE, ya que los aceites que
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poseen esta caracteristica son los que producen las mas altas mortalidades a menores
concentraciones, mientras que el AE que esta compuesto casi en su totalidad por
sesquiterpenos no produce una mortalidad apreciable. Este resultado es consistente con
lo reportado en la literatura (Zapata y Smagghe, 2010; Kim et al., 2003; Isman, 2006;
Regnault-Roger et al., 2003) ya que muchos autores atribuyen la actividad insecticida de
aceites esenciales a los monoterpenos lo cual estd ampliamente documentado

principalmente para plagas de cereales almacenados

Figura 1-3. Mortalidades causadas por los aceites esenciales de inflorescencias y hojas
de P. subtomentosum y parte aérea de P. septuplinervium sobre larvas de segundo instar
de S. frugiperda
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Figura 1-3c
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En el Anexo 1-1 se presentan las mortalidades producidas por los aceites esenciales

estudiados, y en la Tabla 1-3 se muestran los valores de CLs, para cada AE calculados

con el programa Probit.

Tabla 1-3 CL 5o obtenidas para los tres aceites esenciales ensayados.

Aceite esencial

ClLsg (UL/L de aire)

CLso (Mg/L de aire)*

Inflorescencias de P. 13,2
subtomentosum *%(10,3-16,6) 14
Hojas de P. subtomentosum 146 127
*%(116,4-180,3)
Parte aérea de P. septuplinervium 9,41 793

*(7,72-11,4)

*¥intervalo de confianza del 95%

P yalores calculados a partir de la densidad de cada aceite presentada en la Tabla 1-1

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el ensayo de determinacion de toxicidad

fumigante, se decidié hacer una aproximacién estadistica para encontrar los posibles

monoterpenos responsables de la actividad insecticida mostrada por los aceites

esenciales, para tal fin se relaciona el contenido relativo de cada monoterpeno y

monoterpenoide presente en los dos AE que presentaron mejor respuesta con la ClLgy,

mediante el calculo de los coeficientes de correlacion de Pearson; esta herramienta

estadistica permite determinar qué tan relacionadas estan dos variables observando el

valor numérico del coeficiente de correlacion (Miller and Miller, 2000). Entre mas cercano

a la unidad sea el valor del coeficiente de correlacién, mas relacionadas estan las
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variables. En el Anexo 1-2 se presentan los resultados de los coeficientes de correlacion
calculados con el valor de la media de la cantidad relativa de cada monoterpeno obtenida
a partir de tres réplicas analiticas y relacionandolos con el valor de las CLs, calculada
para cada AE. La significancia estadistica de los coeficientes de correlacion se

determiné con la prueba t para un intervalo de confianza del 95% (Azzimonti R, 2003).

Los valores de los coeficientes calculados muestran que los monoterpenos mas
relacionados con los valores de la CLs, son en su orden: canfeno (r= - 0.999), B-pineno
(r=-0.987), a-pineno (r= -0.947) y limoneno (r= -0.751); el monoterpeno limoneno ya es
reconocido como uno de los componentes activos de aceites esenciales para combatir
insectos plaga de cuerpo blando como las larvas de Lepidopteros, orden de insectos al
gue pertenece S. frugiperda (Isman, 2006). Para el a-pineno y B-pineno se reporta la
accion larvicida de la mezcla de los dos monoterpenos contra Aedes aegypti; y la accion
antialimentaria causada por el B-pineno sobre los afidos Myzus persicae y
Rhopalosiphum padi (Yamane H et al, 2010) plagas de cultivos de frutas y cereales
respectivamente. Teniendo en cuenta los valores de los coeficientes de correlacion
obtenidos se decidi6 evaluar la toxicidad de los monoterpenos canfeno, a-pineno, y B-
pineno (patrones certificados Alfa Aesar® y Sigma®) por el método de vial en vial,
disminuyendo la magnitud de las concentraciones probadas por tratarse de sustancias
puras. La Figura 1-4 muestra las graficas que relacionan el porcentaje de mortalidad
(media de tres repeticiones) de las larvas de segundo instar de S. frugiperda en funcion
de las concentraciones de monoterpenos ensayadas, los resultados muestran que la
mortalidad total producida por las sustancias ensayadas (100%) a la concentracion
maxima empleada (20 mg/L de aire), siendo el a-pineno y el canfeno las sustancias que
producen las mayores mortalidades de larvas a menores concentraciones. El canfeno es
la sustancia mas activa ya que produjé el 100% de mortalidad de las larvas de S.
frugiperda en todo el rango de concentraciones ensayadas. En el anexo 1-3 se
presentan los valores de las mortalidades causadas por los monoterpenos ensayados, en
la Tabla 1-4 se presentan los valores de CLs, calculados en el programa Probit para los

monoterpenos puros a partir de las mortalidades obtenidas.
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Figura 1-4. Mortalidades causadas por los monoterpenos puros (canfeno, a y p-pineno)
sobre larvas de segundo instar de S. frugiperda.
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Los resultados muestran que la mortalidad producida por las sustancias ensayadas es
alta a bajas concentraciones, siendo el a-pineno y el canfeno los que causan la mas alta
toxicidad fumigante ya que muestran una ClLsy, de 5.73 y < 0.57 mg/L de aire
respectivamente (Figura 1-4). En ambos casos las concentraciones letales cincuenta son
menores que las mostradas por los aceites esenciales lo que indica que la accién de los
dos monoterpenos mencionados es sustancialmente menor sobre las larvas de S.
frugiperda en mezcla que como compuestos puros, 6 que en el aceite esencial pueden
existir sustancias antagonistas que disminuyan el efecto de los compuestos activos. Es
importante anotar que de acuerdo a los ensayos realizados se puede concluir que
pequefias cantidades de canfeno en los AE evidencian efectos insecticidas importantes
sobre las larvas de S. frugiperda en las condiciones del ensayo, todo lo anterior teniendo
en cuenta el efecto causado por el monoterpeno puro. Para el caso del B-pineno se

observé una CLsg superior correspondiente a 14.0 mg/L de aire.

Tabla 1-4 CLg, calculadas para los monoterpenos puros

Monoterpeno CLso (mg/L de aire)
5,73
a-Pineno
*(4,80-6,85)
. 14,0
B-Pineno
*(9,29-27,5)
Canfeno <0,57

*Intervalo de confianza del 95%
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Si comparamos los valores de las CLg, calculadas con el programa Probit para los
monoterpenos puros con los valores de las ClLsy calculadas para los AE podemos

concluir lo siguiente:

= En el caso del AE de hojas de la especie P. subtomentosum (CLs,=126,8 mg/L de
aire), la actividad fumigante evidenciada en el valor de la concentracion letal
cincuenta, se debe a la baja cantidad de monoterpenos en la mezcla de volatiles
los cuales poseen un importante efecto toxico sobre las larvas de S. frugiperda.

= Los AE de inflorescencias de P. subtomentosum (CLso= 11,4 mg/L de aire) y parte
aérea de P.septuplinervium (CLso= 7,93 mg/L de aire), deben el efecto toxico
fumigante observado a la alta cantidad relativa de monoterpenos en el AE,
especificamente a la presencia de a-pineno, B-pineno, canfeno y limoneno.
Teniendo en cuenta los valores de las concentraciones letales cincuenta
calculadas podemos concluir que es posible que las sustancias que hacen parte
de la mezcla de volatiles en conjunto estén ejerciendo efectos antagonistas, toda
vez que en el caso del canfeno y el a-pineno la CLsy de los monoterpenos puros
son menores que las CLs, calculadas para los AE; en caso contario el efecto del
B-pineno es potenciado por los componentes de la mezcla de volatiles ya que la

CLs, de este monoterpeno es mayor comparada con la CLso de los AE.

Para confirmar el efecto que genera la actividad conjunta del a- pineno y el B-pineno, se
realizd un ensayo en el cual se evalué el efecto téxico fumigante por el método de vial en
vial de diferentes mezclas de concentracion conocida de a-pineno y [B-pineno, y se
comparo el efecto de las mezclas ensayadas, con el efecto que estas deberian mostrar
teniendo la mortalidad producida por cada componente puro por separado; este método
se denomina “Comparacion de rectas de regresion” y es uno de las formas mas usadas
para determinar el efecto tdxico conjunto de diferentes toxinas, entre ellas las
endotoxinas de Bacillus thuringiensis. (Ibarra y Del Rincén, 2001). En la Tabla 1-5 se
presentan las concentraciones de la mezcla de monoterpenos utilizadas, la mortalidad
esperada y la mortalidad obtenida en el ensayo de determinacion de efecto tdxico

conjunta.
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Tabla 1-5. Concentraciones de mezcla y mortalidades esperadas y obtenidas para

determinacion de toxicidad conjunta de a y B-pineno.

Cantidad de monoterpeno ] ) Mortalidad
Concentracion de la Mortalidad ]
(mg) , obtenida (%)

i i mezcla (mg/L de aire) esperada (%)

a-pineno B-pineno +1DS
2,5 1,6 4,1 20 300
3,0 3,0 6,0 40 60 +5,8
3,5 7,0 10,5 60 80£5,8
4,0 10 14 80 90 +5,8

Al observar los datos de la mortalidad obtenida en el ensayo de vial en vial con la

mortalidad esperada de acuerdo al efecto causado por cada monoterpeno puro, es claro

que el efecto conjunto del a y del B-pineno no es aditivo.

La Figura 1-5 muestra la

comparacion de las rectas de regresién para el analisis de la toxicidad conjunta del a 'y 8-

pineno, el corrimiento de la recta producto de la concentracion de mezcla en funcién de la

mortalidad esperada indica el efecto sinérgico de los dos monoterpenos sobre las larvas
de S. frugiperda (Ibarra y Del Rincén, 2001).

Figura 1-5. Comparaciéon de rectas de regresion para andlisis de toxicidad conjunta de

del a y B-pineno.
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Este trabajo se constituye en el primer estudio en el cual se reporta la toxicidad fumigante
del canfeno sobre larvas de Lepiddpteros, especificamente S. frugiperda. Singh realizé
una completa revision publicada en el 2010, en la que se recopilan los mecanismos de
accion de algunos metabolitos aislados de plantas. En dicha revision se reporta que los
AE y sus componentes monoterpénicos afectan procesos bioquimicos que
especificamente interrumpen el normal desarrollo morfolégico y fisiolégico de los
insectos, actuando como neurotoxicos perturbando principalmente los sistemas:
colinérgico, GABA- érgico, y octopaminérgico (Singh, 2010). El estudio de determinacién
de toxicidad fumigante sobre larvas de S. frugiperda desarrollado en este trabajo,
corresponde al primer reporte de actividad insecticida de los aceites esenciales

evaluados.

= Determinacion de toxicidad por contacto
Independiente de la estructura quimica, el efecto téxico de las sustancias depende
también de la forma en la que estas ingresan al insecto, los AE pueden actuar al
administrarse por via respiratoria (toxicidad fumigante), al ser absorbidos a través de la
epidermis (toxicidad por contacto), o al ser ingeridos con la dieta (actividad
antialimentaria). EI objetivo de la determinacion de la toxicidad por contacto radica en
establecer si existe alguna incidencia de esta, en el efecto observado en las larvas de
S.frugiperda en el ensayo de actividad fumigante, ya que durante dicho ensayo las larvas
pueden ascender libremente por el vial y en algin momento puede haber existido
contacto entre el AE o los monoterpenos puros y la epidermis de la larvas. En la Tabla 1-
6 se presentan los resultados del ensayo de toxicidad por contacto obtenidos con los dos
aceites mas activos (AE de inflorescencias de P. subtomentosum y AE de parte aérea de
P. septuplinervium) y los monoterpenos puros (a-pineno, 3-pineno, canfeno) sobre larvas

de segundo instar de S. frugiperda expresados en % de mortalidad.

Los resultados presentados en la Tabla 1-6 muestran que las mortalidades producidas
por los aceites esenciales al ser colocados en el dorso de la larva después de 24 horas
de la aplicacion poseen un valor inferior al obtenido en el ensayo de actividad fumigante
en el mismo tiempo de exposicién, lo que indica que el efecto del contacto de los AE con
los insectos tiene una incidencia minima en su mortalidad, confirmando que el importante
efecto observado en el ensayo de actividad fumigante es debido a la inhalacion de las

sustancias ensayadas. El AE de inflorescencias de P. subtomentosum es la sustancia
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gue produce las mayores mortalidades por contacto (26,7 % en la cantidad mas alta
aplicada), sin embargo no son comparables con las mortalidades producidas por
inhalacién. Los monoterpenos que fueron determinados como activos en el ensayo de
actividad fumigante no producen mortalidades altas por contacto, por lo que es posible
gue la mortalidad causada por el aceite de inflorescencias se deba a un efecto sinérgico
0 a otros componentes del aceite que no tienen una incidencia importante en el ensayo
de actividad fumigante. Los resultados de toxicidad por contacto realizados en este
estudio sobre larvas de S. frugiperda con los AE de inflorescencias de P.
subtomentosum, parte aérea de P. septuplinervium y los monoterpenos canfeno, a-
pineno, B-pineno; se constituyen en el primer reporte de este tipo de actividad para las

sustancias anteriormente mencionadas.

Tabla 1-6. Resultados de la determinacion de toxicidad por contacto de AE vy

monoterpenos puros.

) ) ) % Mortalidad obtenida
Sustancia Ensayada Cantidad Aplicada (pL) i
después de 24 h*(%)
0,20 27+5,8
Aceite de inflorescencias de P.
0.15 17 +5,8
subtomentosum
0,10 10+0
0,20 6,7+5,8
Aceite de parte aérea de P.
) ] 0,15 0+0
septuplinervium
0,10 00
0,20 13+5,8
a-Pineno 0,15 6,8+5,78
0,10 00
0,20 10,+0
B-Pineno 0.15 0+0
0,20 00
0,20 20,0
Canfeno 0,15 13+5,8
0.10 10+0
Control NA 0+0

*Media + DS de las tres réplicas
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= Determinacion de efecto repelente de los aceites esenciales

Es bien conocido que las relaciones entre plantas e insectos estdn mediadas en la
mayoria de los casos por sefiales quimicas, y esto es aprovechado en el manejo
integrado de plagas, ya que los compuestos producidos por las especies vegetales
pueden atraer o repeler a diversas especies de insectos de tal forma que este
reconocimiento provoca efectos en el comportamiento que pueden ser aprovechados
para hacer protecciébn de cultivos (Harborne, 2001). EI efecto repelente de los
compuestos volatiles producidos por las plantas ha sido investigado en diversos insectos,
los mayores estudios se centran en organismos como: dipteros del género Anofeles
importantes por ser vectores de enfermedades tropicales como la malaria, coledpteros de
los géneros Sitophyllus y Tribolium que se constituyen en plagas de infestacién primarias
y secundarias de almacén que producen millonarias pérdidas en todo el mundo, trips y
afidos que en su mayoria son plagas de leguminosas, hortalizas y cereales en campo.
(Zapata y Smagghe, 2010; Albuquerque et al., 2013, Koschier, 2006; Nerio et al., 2009;
Nerio et al., 2010). En el presente estudio se decidid determinar si los aceites esenciales
de inflorescencias de P. subtomentosum y parte aérea de P. septuplinervium pueden
actuar como repelentes o atrayentes sobre las larvas de S. frugiperda y si la magnitud de
este efecto puede motivar estudios posteriores para aprovechar dicha caracteristica en
pro de una forma de control. En la Tabla 1-7 se presentan los resultados de actividad
repelente obtenidos con los AE expresados como % de repelencia (%R)

Tabla 1-7. Resultados de actividad repelente sobre S. frugiperda de los AE de

P.septuplinervium y P. subtomentosum

Sustancia ensayada Concentracion (uL/cm?) %R

0,063 -20+0

. . 0,126 44+ 6

Parte aérea de P. septuplinervium
0,252 56+ 8
0,503 767
0,063 20+ 0
0,126 36+ 8
Inflorescencias de P. subtomentosum
0,252 40+ 0
0,503 44+ 8
0,063 50+ 7
0,126 68+ 5
IR3535

0,252 76+ 5
0,503 100+0
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Los resultados presentados en la Tabla 1-7 muestran que los dos AE ensayados
presentan algun efecto repelente sobre las larvas de S. frugiperda en todas las
concentraciones ensayadas a excepcion del aceite de parte aérea de P. septuplinervium
a la concentracion mas baja ensayada, en la cual se observa un leve efecto atrayente.
De forma contraria los mayores porcentajes de repelencia se obtienen para este mismo
aceite en el rango de 0.126-0,503 pL/cm? los valores de los porcentajes obtenidos
permiten concluir que para el caso del aceite en mencion existe una relacion directa
dosis-respuesta. Al comparar los porcentajes de repelencia obtenidos para el AE de la
parte aérea de P. septuplinervium con los obtenidos con el repelente comercial usado
como control en el ensayo se puede observar que en todos los casos son

sustancialmente menores.

En el caso del aceite de las inflorescencias de P. subtomentosum no se observa efecto
atrayente en ninguna de las concentraciones ensayadas, se observa una relaciéon directa
entre el aumento de la dosis y la respuesta del insecto a la deterrencia generada por la
sustancia ensayada, sin embargo los aumentos del porcentaje de repelencia no son
sustanciales. El efecto repelente generado por el AE de inflorescencias de P.
subtomentosum es en orden de magnitud aproximadamente la mitad en cada una de las
concentraciones ensayadas con respecto al control empleado en el ensayo. Los
resultados de actividad repelente obtenidos en este estudio se constituyen en el primer
reporte de actividad repelente de los aceites esenciales ensayados e indican que el
aceite de parte aérea de la especie P. septuplinervium que posee una alta cantidad de
monoterpenos y monoterpenoides (77%) es el que produce los mejores efectos

generando % R cercanos al 80%.

e Determinacion del efecto de los aceites esenciales sobre el ciclo de vida de
S. frugiperda.

El Lepidéptero S. frugiperda es una importante plaga cuyo habito alimenticio es polifago
e incluye maiz, sorgo, algodoén, y pastos (Monnerat et al., 2006). EIl insecto produce
dafos al follaje cuando es larva siendo mas voraz en los primeros instar de dicha etapa
del ciclo de vida; es por esta razon que los ensayos de determinacién de actividad
insecticida cuando se usa el gusano cogollero como insecto blanco se hacen cuando
este se encuentra en larva; sin embargo si dentro de las investigaciones se incluye la

busqueda de sustancias que afecten los demas estadios del ciclo de vida del insecto se
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esta ejerciendo una forma de control de la plaga. Después de realizar los ensayos de
actividad fumigante, toxicidad por contacto y actividad repelente los cuales mostraron que
los AE con mayor contenido de monoterpenos y monoterpenoides (inflorescencias de P.
subtomentosum y parte aérea de P. septuplinervium) poseen un efecto fumigante
importante, ya que a bajas concentraciones producen altas mortalidades a las larvas de
segundo instar de S. frugiperda posiblemente por su accion neurotéxica; se decidio
evaluar la accion de dichos aceites esenciales en el desarrollo del insecto. Para ello se
sometieron larvas de segundo instar al ensayo de actividad fumigante usando dos
concentraciones correspondientes a ClLsy Yy CL,s calculadas con el programa Probit a
partir del ensayo de actividad fumigante para cada AE. Después de 24 horas de
exposicion a los AE, las larvas sobrevivientes en cada tratamiento se colocaron en dieta
artificial permitiéndoles que se desarrollaran hasta alcanzar su etapa adulta, tiempo en el
cual se registraron retrasos en el desarrollo en los diferentes estadios usando los
siguientes parametros.
= Retraso en estado de larva: se registro la longitud cada 48 horas y se comparé
contra un tratamiento control.
= Una vez el tratamiento control alcanzé el 80% de pupacion se registro el tiempo
de paso de estadio a estadio.
= Efecto en la reproduccion: en los tratamientos donde fue posible obtener pupas
hembras y machos se realizaron cruces en los que se determiné el efecto sobre la

oviposicién de la hembra, por triplicado.

A continuacion se discutiran los resultados obtenidos en cada uno de los parametros
evaluados para determinar la incidencia de los AE de inflorescencias de P.

subtomentosum y la parte aérea de P. septuplinervium en el desarrollo del insecto.

= Retraso en estado de larva:
En la Tabla 1-8 se observa el efecto en el desarrollo de las larvas, comparando la
longitud de las mismas en cada tratamiento con el control durante los primeros 21 dias
de incubacién, dia en el cual este ultimo (larvas sin previa exposicion a los AE) alcanzé el
80% de pupacion. La lectura del tamafio de las larvas evidencié el retraso del
crecimiento con los dos AE en las concentraciones ensayadas, siendo mayores los
retrasos en los tratamientos correspondientes a las CLso de los dos aceites (13,2 pL/L de

aire en AE de inflorescencias de P. subtomentosum y 9,47 uL/L de aire en AE de parte
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aérea de P. septuplinervium), en los primeros 10 dias de incubacién, ya que se registran
disminuciones de tamafio cercanas al 75% con respecto al control, el cual alcanz6 una
longitud méaxima de 35.0 mm. Silva y colaboradores en el 2010, realizaron un estudio en
el cual evaluaron el efecto del aceite esencial de boldo (Peumus boldus) sobre el tamafio
de la larva de S. frugiperda, encontrando al igual que en esta investigacion el retraso en
el crecimiento de las larvas (retraso cercano al 70%), siguiendo una relacién directa
concentracion-respuesta. El AE de boldo y los aceites esenciales objeto de este estudio
comparten como caracteristica el alto contenido de monoterpenos y monoterpenoides, el
cual en todos los casos es superior al 50%, la conocida accién neurotéxica que provocan
los monoterpenos en los insectos debe producir el retraso en la cascada de sefializacion
necesaria para la expresion de las enzimas encargadas de la mediacion de la
morfogénesis de las larvas de S.frugiperda produciendo las disminuciones de tamafio
observadas las cuales deben ser mayores a medida que la cantidad de monoterpenos

aplicada aumenta.

Tabla 1-8 Efecto de los aceites esenciales sobre el tamafio de las larvas sobreviviente de
S.frugiperda durante los primeros 21 dias de incubacion, posteriores al ensayo de

toxicidad fumigante

. . Tamafio de Larva (mm)*
Aceite esencial —
Dosis - - - - - - - - - -
Dia3 | Dia5 | Dia7 | Dia9 Dia 11 Dial3 Dia 15 Dia 17 Dia 19 Dia 21
Inflorescencias P.
3.46+0 | 6.25+0 | 7.70+0 | 10.3+0 8.61+ 9.60+ 11.0+ 12.2+ 12.2+
subtomentosum- ND
401 424 424 424 0.940 0.626 1.02 0.325 0.353
Clso
Inflorescencias P.
5.16+0 | 7.40+0 | 10.2+0 | 14.5+0 18.7+ 22.6+ 23.5+ 21.8+ 21.3+ 23.5+
subtomentosum-
.325 427 490 .820 1.25 0.541 1.30 1.52 0.770 0.557
Clas
Parte aérea P.
2.67+0 | 4.07£0 | 5.47+0 11.1+ 17.0+ 23.8+
septuplinervium- ND ND 22.0+0 ND
.460 .884 .389 0.577 1.10 1.76
Clso
Parte aérea P.
) ) 3.92+0 | 7.55+0 | 9.75+0 | 11.1+0 13.6x 13.6+ 24.5¢ 29.9+ 26.3t
septuplinervium — 26.8+0
.382 .530 .250 .340 0.626 0.626 0.707 0.389 1.24
Clas
Control (sin 7.67+1 | 14.5+0 | 18.3+0 | 26,0+1 29.3+ 32.0+ 28.3+ 33.5+ 34.0+ 35,040
.0t
exposicién a AE) .15 .86 .57 .00 2.30 1.00 3.51 212 2.82

*Media *+ 1DS de las tres repeticiones

ND correponde a larvas muertas o insectos en estadio diferente a larva
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*» Retraso en el paso de estadio a estadio
Una vez el control alcanzd el 80% de la pupacion se registraron en los demas
tratamientos el nimero de individuos en cada estado del ciclo de vida y el tiempo que
demora el paso de larva a pupa y de pupa a adulto, con respecto al control. En la Tabla
1-9 se presenta el efecto sobre la pupacién, los patrones de emergencia y la mortalidad
producida por los AE de inflorescencias de P. subtomentosum y la parte aérea de P.

septuplinervium después de 21 dias de incubacién.

Tabla 1-9. Efecto sobre la pupacion, patrones de emergencia y mortalidad de larvas

producida por los AE después de 21 dias de incubacién.

Tratamiento L (%) | P(%)° | A(%)° M (%)" | Diade emergencia de adultos
P. subtomentosum- CLsgo 50 8.3 0 42 26a30
(13.2 pL/L de aire)
P. subtomentosum- CLs5 50 14 0 36 26
(6.6 puL/L de aire)
P. septuplinervium- CLsg 5.7 0 1.4 93 Las larvas restantes no logran
(9.4 pL/L de aire) pasar a pupa
P. septuplinervium- CLs 25. 2.8 8.3 64 26 a 30

(4.7 pL/L de aire)

Control 20. 80 0 0 24

%L (%): larvas sobrevivientes x 100/total de individuos restantes a dia 21
°p (%): pupas x 100/ total de individuos restantes a dia 21
© A (%): adultos emergentes x 100/ total de individuos restantes a dia 21

Y (%): larvas muertas x 100/total de individuos restantes a dia 21

Los resultados de la Tabla 1-9 evidencian la influencia de los aceites esenciales en la
pupacién, ya que mientras que en el tratamiento control el 80% de los organismos llega a
estado de pupa, los individuos expuestos a los AE no alcanzan el 10% de pupacién,
siendo mayor el efecto cuando la concentracion de aceite es mayor. Es importante
anotar que se observa una alta cantidad de organismos muertos en estado de larva en
todos los tratamientos, siendo el aceite de parte aérea de P. septuplinervium el que
produce las mayores mortalidades (93%), lo cual es consistente con el resultado del
ensayo de actividad fumigante, ya que es el aceite mas activo de acuerdo al valor de la
Clg (9,41 pL/L de aire) Junto a la alta mortalidad observada se encuentra el hecho de
gue en la mas alta concentracion ensayada del aceite de P. septuplinervium no se

observaron pupas lo que indica que dicho AE posiblemente esta inhibiendo la sintesis de
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la cuticula necesaria para la formacién de la capside que forma la pupa, y por ende

evitando la formacién del adulto y ejerciendo otra forma de control.

= Efecto en lareproduccion
Las pupas obtenidas fueron sexadas por observacibn en estereoscopio, en los
tratamientos donde fue posible tener hembra y machos suficientes para hacer triplicados
se hicieron parejas para evaluar el efecto de los aceites esenciales sobre la oviposicién
de las hembras. Los resultados del conteo de huevos obtenidos de las posturas se
resumen en la Tabla 1-10.

Tabla 1-10 efecto de los AE sobre la reproduccion de S.frugiperda

% de reducciéon de la

Pareja-Tratamiento Numero de huevos* ) L
oviposicion
Hembra control-macho control 854 + 26
Macho control- hembra tratada con
AE de parte aérea de P. No se obtuvieron posturas 100

septuplinervium CLys

Hembra control — macho tratado
con AE inflorescencias de P. 540 + 37 33

subtomentosum CLs

Macho control —hembra tratada con
AE inflorescencias de P. 158 + 18 83

subtomentosum CLs

*Media+1DS de tres repeticiones

Los resultados obtenidos (Tabla 1-10) muestran que cuando los adultos son sometidos al
AE de inflorescencias de P. subtomentosum a CL,s se evidencian efectos sobre la
hembra y sobre el macho, ya que al cruzar macho tratado con hembra control se observa
una disminucion del 33% de la oviposicion con relacion a la pareja control; al cruzar
hembra tratada con macho control el efecto es mayor con una disminucién del 83% de la
oviposicién con relacion al control. Para el caso del aceite de parte aérea de P.
septuplinervium se logré cruzar la pareja macho control con hembra tratada a la CL s,
observando que el aceite ejerce un importante efecto sobre la hembra causando la
inhibicién total de la oviposicion de ésta. Existen reportes de otros aceites de la familia
Piperaceae que producen inhibicién de la oviposicién de insectos plaga, como es el caso
del aceite esencial de frutos de P.guinense el cual inhibe el 75% de la oviposicion de

Callosobruchus maculatus (Coledptera) plaga de almacén de granos de leguminosas
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(Kélta et al., 2000), y los aceites esenciales de hojas y tallos de P. marginatum los cuales
causan disminucion de la oviposicion en Aedes aegypti con porcentajes cercanos al 50%
(Autran et al., 2009).

1.4 Conclusiones

e El potencial insecticida de los AE, evidenci6 que el alto contenido de
monoterpenos (48% y 77%) Iincide en la importante toxicidad fumigante
observada contra la plaga (CLs,=13,2 pL/L de aire y 9,41 pL/L de aire), actividad
gue se debe al efecto nocivo que tienen sus vapores, pues no se evidencié una
mortalidad importante al ser evaluados como repelentes y como agentes toxicos

por contacto.

e Se pudo determinar que los compuestos a-pineno, B-pineno, limoneno, y canfeno
son algunos de los compuestos responsables de la actividad insecticida que
presentan los AE de inflorescencias de P. subtomentosum y parte aérea de P.

septuplinervium.

e Se establecié la importante toxicidad fumigante del canfeno sobre larvas de
segundo instar de S. frugiperda, ya que causo el total de la mortalidad de los
organismos en todo el rango de concentraciones ensayadas (0,57 ug/L de aire-20

Hg/L de aire).

e Los AE afectan todo el ciclo de vida, disminuyen el tamafio de las larvas
especialmente en los primeros dias de incubacion (disminuciones cercanas al
75%).

e EI AE de P. septuplinervium produce altas mortalidades de las larvas de
S.frugiperda provocando mortalidades superiores al 60% y afectando el paso de

las larvas sobrevivientes a estadio de pupa.

e Los AE provocan disminuciones en la oviposicién siendo mayores los efectos

sobre las hembras.
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e Los resultados obtenidos en este estudio permiten postular a los AE de P.
subtomentosum y P. septuplinervium como candidatos a estudios en condiciones

controladas en invernadero y en campo.
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Anexo 1-1.

Datos de Mortalidad de larvas de Spodoptera frugiperda
causada por los aceites esenciales de hojas e inflorescencias
de Piper subtomentosum y parte aérea de Piper

septuplinervium
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Mortalidades causadas por los aceites esenciales de inflorescencias y hojas

de P. subtomentosum, y parte aérea de P. septuplinervium

Muestra Ensayada Concentracion (UL/L de aire) % M DS
3,10 10,0+ 0
6,30 26,6 +5,77
12,5 48,0+ 0
25,0 53,3 +5,77
Aceite esencial de
Inflorescencias de Piper 50,0 96,6 +5,77
subtomentosum 100 1000
200 100+ 0
250 100+0
500 100+ 0
50,0 10,0+ 0
100 33,3+5,77
Aceite esencial de hojas 200 56,6 +5.77
de Piper subtomentosum
250 63,3 £5,77
500 100+ 0
3,10 10+£0
6,30 300
12,5 46,6 £ 5,77
25,0 100+ 0
Aceite esencial de parte
50,0 1000
aérea de Piper
septuplinervium 100 1000
200 100+0
250 100+ 0
500 100+ 0
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Anexo 1-2.

Resultados del calculo del coeficiente de correlacion de

Pearson
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Coeficientes de Correlacion de Pearson para los monotepenos en funcion
dela CLso
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Coeficientes de Correlacion de Pearson para los monotepenos en funcion
dela CLso



52

Coeficientes de Correlacion de Pearson para los monotepenos en funcion
de la CL50
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Coeficientes de Correlacion de Pearson para los monotepenos en funcién
de la CL50
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Anexo 1-3

Datos de mortalidad de larvas de Spodoptera frugiperda
causada por los monoterpenos Canfeno, a-Pineno, y [3-
Pineno
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Mortalidades causadas por los monoterpenos canfeno, ay B-pineno

Muestra Ensayada Concentracion (mg/L de aire) % M DS
0,57 0+0
1,30 0x0
3,00 20,0 +
a-Pineno 5.00 53,3 5,77
10,0 70,00
20,0 1000
0,57 0
1,30 10,00
3,00 200+0
B-Pineno 5.00 233%5,77
10,0 40,00
20,0 60,0+0
0,57 1000
1,30 1000
3,00 1000
Canfeno 5,00 100 0
10,0 1000
1000

20,0
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2.Estudio fitoquimico bioguiado de los
extractos etanolicos de inflorescencias de
Piper subtomentosum y parte aérea de
Piper septuplinervium.

2.1 Generalidades

Las plantas histéricamente han sido la mas importante fuente de productos naturales
bioactivos y han sido empleadas principalmente por el hombre para tratar su dolencias, y
para mejorar su calidad de vida (Cragg et al., 2010). Los responsables de los efectos
causados por las especies vegetales y que han propiciado el uso de estas de generacién
en generacién, son una amplia variedad de compuestos organicos, la gran mayoria de
los cuales no parecen estar involucrados en procesos de crecimiento y desarrollo de las
especies vegetales, sin embargo si estan involucrados en roles ecolégicos o de defensa
formando lo que se conoce como defensa quimica (Cseke et al., 2006). Esta variedad de
compuestos organicos comuinmente se denominan metabolitos secundarios o productos
naturales y en la actualidad son importantes debido a que su investigacion ha
proporcionado una fuente de compuestos que son en muchos casos nuevas
formulaciones inaccesibles por otras vias y plantillas necesarias para el disefio de nuevos
productos aplicados a las industrias farmacéutica, cosmética y de agroquimicos.
(Colegate y Molineux, 2008; Kauffman et al., 2006; Cragg et al., 2005).

En este sentido y en forma particular las industrias de agroquimicos han encontrado en
los productos naturales opciones para la obtencion de productos o plantillas de sintesis

gue puedan ser aplicados y comercializados para la efectiva proteccion de cultivos,



58

teniendo en cuenta que con el transcurrir de los afios y la evolucién, la presion
medioambiental ha provocado que las especies vegetales solucionen el problema de la
supervivencia y se mantengan ante el ataque de depredadores y patdgenos,
distribuyendo sus recursos para crecer, reproducirse y defenderse; de tal forma que
poseen una diversidad quimica que en muchos casos les asegura la conservacion
(Williams et al., 1989). Teniendo en cuenta que en el capitulo 1 se hizo referencia al
papel de los metabolitos volatiles como insecticidas, a continuacién se hace una revision
de los productos naturales no volatiles aislados de plantas que han sido usados

efectivamente como insecticidas.

2.1.1 Sustancias aisladas de plantas usadas como insecticidas

Los insecticidas botanicos son los mas antiguos que se conocen, el uso de extractos de
plantas y sus mezclas se remonta a las antiguas civilizaciones (Pascual-Villalobos, 1996).
En la era moderna, gracias al perfeccionamiento de los métodos de analisis, se avanzé
en la determinacién de los componentes puros que ejercen la acciéon que muestran los
extractos; por lo que actualmente no solo mezclas de compuestos sino ademas los
metabolitos puros, aislados de especies vegetales se siguen usando en el mantenimiento
y la proteccién de cultivos dentro del sistema denominado manejo integrado de plagas. A
continuacién se realizara una breve revision de los extractos y/o metabolitos puros

aislados de plantas utilizados como insecticidas botanicos.

= Piretrinas
Las piretrinas son terpenos modificados, obtenidos como oleorresinas extraidas de las
flores de Tanacetum cinerariaefolium (Asteraceae) comunmente conocidas como
crisantemo (Dewick, 2002). La accion insecticida de las piretrinas es “knock down” es
decir inmediata, particularmente en insectos voladores; en otros tipos de insectos
producen convulsiones ya que bloquean los canales de sodio en axones, mecanismo
muy similar a los organoclorados (Gonzélez-Coloma et al., 2010). Las piretrinas son
moderadamente téxicas para los mamiferos y su tiempo de vida media es
aproximadamente 2 horas debido a que se descomponen en presencia de radiacién UV
lo que limita su uso a campo abierto (Isman, 2006). Un ejemplo estructural de este tipo

de insecticidas se presenta en la Figura 2-1.
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Figura 2-1. Estructura de la Piretrina |

Quinnn

A\< °

=  Neem

La especie Azadirachta indica (Meliaceae) conocida cominmente como arbol del Neem,
es muy apreciada por la cantidad de usos dados en medicina tradicional. Del Neem se
pueden obtener dos tipos de insecticidas, el aceite esencial de las semillas que es
efectivo sobre insectos de cuerpo blando y el extracto de las semillas obtenido después
de remover el aceite, este extracto es rico en triterpenos tipo limonoide, los cuales son
los principios insecticidas activos (Isman, 2006). Los compuestos mas importantes
extraidos del Neem son: azadiractina, nimbina y salanina (Figura 2-2); los productos
comerciales que contienen azadiractina se pueden utilizar en una amplia gama de
cultivos, incluyendo: algodén, té, tabaco, café, plantas ornamentales y en el sector
forestal. Los triterpenos tipo azadarictina bloquean la sintesis de hormonas desde la
glandula protorécica en larvas de muchos 6rdenes de insectos lo que impide el desarrollo
normal de estos, provocandoles la muerte. En hembras adultas produce esterilidad
ademas tiene efecto antialimentario sobre muchos tipos de plagas produciendo
finalmente la muerte por inanicion. La azadiractina es considerada como no téxica para
mamiferos y no se espera que tenga efectos adversos en organismos no vegetales o el

medio ambiente (Gonzalez-Coloma et al., 2010).

Figura 2-2. Estructuras de triterpenos activos aislados del extracto de semillas del arbol

del Neem
Azadarictina Nimbina

=
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Continuacion Figura 2-2
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= Rotenona

La rotenona (Figura 2-3) es un flavonoide extraido de las raices de las especies Derris
elliptica y Lonchocarpus utilis, (Leguminosae). Son metabolitos mayoritarios en las
especies mencionadas, ya que a partir del material seco de la primera se puede obtener
cerca del 13% de rotenona, mientras que de la segunda un 5%. Las especies de Derris
son nativas de los tropicos orientales, mientras que Lonchocarpus spp son nativas del
hemisferio occidental. La rotenona es un insecticida de contacto e ingestion, y posee
efecto repelente. Su modo de accion implica una inhibicion del transporte de electrones
a nivel de mitocondrias bloqueando la fosforilacién y el paso de ADP a ATP. Los
sintomas que presentan los insectos intoxicados con rotenona son: disminucion del
consumo de oxigeno, depresion en la respiracion y ataxia que provocan convulsiones y

conducen finalmente a la paralisis y muerte (Isman, 2006).

Figura 2-3. Estructura quimica de la rotenona

Rotenona
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= Nicotina

La nicotina es un alcaloide extraido de una especie de la familia Solanacea conocida
comunmente como tabaco (Nicotiana tabacum). Sus propiedades insecticidas fueron
reconocidas en la primera mitad del siglo XVI. Este compuesto no se encuentra en la
planta en forma libre sino que estd formando maleatos y citratos. La nicotina es
basicamente un insecticida de contacto no persistente. Su modo de accién consiste en
mimetizar la acetilcolina al combinarse con su receptor en la membrana postsinaptica de
la unién neuromuscular. El receptor acetilcolinico, es un sitio de accién de la membrana
postsinaptica que reacciona con la acetilcolina y altera la permeabilidad de la membrana;
la actividad de la nicotina ocasiona la generacion de nuevos impulsos que provocan
contracciones espasmadicas, convulsiones y finalmente la muerte. Hoy en dia se
encuentran en el mercado un grupo de insecticidas conocidos como neonicotinoides que

son copias sintéticas o derivadas de la estructura de la nicotina (Isman, 2006).
= Extractos de Melia

Como extractos de Melia se conocen a los extractos obtenidos de la especie Melia
azedarach (Meliacea), también llamada "Paraiso” la cual crece abundantemente en
América del sur, sus frutos maduros y sus hojas amarillas son usados como insecticida y
antialimentario sobre diferentes tipos de plagas. El potente efecto insecticida del extracto
de “Paraiso” podria ser equivalente al del extracto del arbol del Neem. Estudios
realizados a partir de distintas concentraciones de extracto de “Paraiso” demuestran que
este inhibe la alimentacién y afecta negativamente el desarrollo y supervivencia de
distintas especies de insectos plaga que atacan diversos cultivos (Valladares et al,,
1997). Ejemplo de esto es el efecto antialimentario que provoca sobre Xanthogaleruca
luteola (Coleoptera) llamada también “vaquita del Olmo”, distintas concentraciones de
extracto de ‘Paraiso” (2, 5y 10 %p/p), logran inhibiciones de la alimentacion cercanas al
87 % en larvas y un 75 % en los adultos llegando a un 100 % de inhibicion bajo la
concentracion mas alta. El compuesto activo aislado del extracto de “Paraiso” es un
limonoide llamado meliartenina, la actividad antialimentaria de este compuesto muestra
que a dosis que van desde 5.5 a 27. 6 pg/cm?se provocan inhibiciones de mas del 75% y
la moderada desde un 50 a un 75% para la mayoria de las especies tratadas, estos
resultados son comparables al efecto causado por la Azadiractina el cual es el

compuesto natural mas efectivo como antialimentario en la actualidad (Carpinella et al.,
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2003). El modo de accién de los limonoides extraidos de distintas especies de Meliaceas
puede darse a partir de una combinacion entre un efecto antialimentario y una toxicidad
post-digestiva (Céspedes et al., 2000). En la Figura 2-4 se presenta la estructura de la

Meliartenina, limonoide activo aislado de especies de la familia Meliaceae.

Figura 2-4. Estructura de Meliartenina

HO

= Especies de Piper

Desde la antigiedad las especies de la familia Piperaceae se han utilizado
tradicionalmente como fuente de insecticidas, y condimentos, ejemplo de esto es el uso
de los frutos secos y molidos de la especie Piper nigrum (“pimienta negra”) en los cultivos
de cereales en el antiguo Egipto, para evitar la infestacion de plagas (Gonzales-Coloma,
2010). Estudios fitoquimicos realizados en la pimienta y en otras especies de Piperaceas
han mostrado que las amidas llamadas comunmente “piperamidas” son los compuestos
responsables de la actividad insecticida evidenciada en la mayoria de las especies de
donde se extraen, por lo que la quimica y la accion insecticida ha sido objeto de
importantes revisiones (Parmar et al., 1997; Nascimento do et al., 2012; Boonen et al.,
2012). A diferencia de los limonoides procedentes de las Melidceas, las amidas
extraidas de especies de Piper, presentan toxicidad aguda y propiedades “knock down”
similares a los piretroides, pero parecen actuar sobre un receptor distinto; ademas de las
piperamidas, las Piperaceas contienen compuestos con sustituyente metilenodioxi y otros
metabolitos secundarios como los derivados de los acidos benzoico y cinamico que han
mostrado interesantes propiedades insecticidas (Regnault-Roger et al., 2003).

Se ha estudiado con detalle la utilizacion como insecticida de la “pimienta negra”, en
Asia, y de la “pimienta de Guinea” en Africa (Koma y Omoregie, 2013). La especie
americana Piper tuberculatum se ha convertido en una alternativa neotropical que posee

una actividad insecticida similar a la encontrada en la pimienta negra y la pimienta de
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guinea, ya que al igual que estas contiene piperamidas, con la ventaja de que estas se
producen abundantemente en las hojas lo que no pasa con las especies africana y
asiatica. Ademas de la actividad observada para las amidas puras se ha observado que,
cuando se mezclan (3 6 4 piperamidas), se obtiene un producto mucho mas téxico que
cuando se ensayan por separado. Este fendmeno de sinergismo analogo (0 mas
exactamente de potenciacion), se ha comprobado también en la pimienta negra. Una de
las grandes ventajas de estas mezclas fitoquimicas es que retrasan la evolucion de las
resistencias de los fitéfagos a los insecticidas (Regnault-Roger et al.,, 2003). Las
evidencias del potencial de las especies de Piperaceas como fuente de insecticidas,
aunado a las demas actividades biolégicas comprobadas que estas presentan han
motivado diversos estudios fitoquimicos que muestran la variedad quimica estructural de
la familia lo cual las hace un interesante objeto de investigacion. A continuacion se
presenta una revision de los principales tipos de compuestos aislados en especies de
Piperaceas, haciendo énfasis en el género Piper, el mas estudiado, abundante y al cual

pertenecen las dos especies objeto de este estudio.

2.1.2 Metabolitos fijos aislados de la familia Piperaceae.

Las Piperaceas, hacen parte de uno de los grupos mas fascinantes de plantas con
semillas cubiertas, perteneciente al primer linaje que evolucionaron después del origen
de las Angiospermas y a los cuales se les denomina a menudo “Angiospermas basales”.
Ademas de la importancia que poseen por sobrevivir al proceso de “prueba y error’ de la
seleccion natural, son relevantes por su amplia distribucion, importancia econdémica,
utilidad etnobotanica, acciones bioldgicas comprobadas y diversidad quimica (Dyer y
Palmer, 2004). En este sentido, impulsados por la reconocida diversidad etnobotanica de
muchas especies de la familia Piperaceae, multiples grupos de investigadores han
desarrollado estudios fitoquimicos que arrojaron como resultado una amplia variedad
guimica; los reportes de literatura principalmente documentan la presencia de amidas,
lignanos, terpenos, flavonoides, cromenos, derivados de &cido benzoico y pironas.
(Ayyanar y Ignacimuthu, 2011; Ghorbani et al., 2011; Krief et al., 2005; Nunkoo y
Mahomoodally, 2012; Picking et al., 2011; Sandberg et al., 2005; Thomas et al., 2011;
Vasquez et al.,, 2013) A continuacion se presentard una breve descripcion de las
caracteristicas mas relevantes de los compuestos cominmente aislados del género Piper

al cual pertenecen las especies objeto de estudio.
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= Amidas
Llamadas en un principio alcaloides ya que en muchos casos el nitrégeno amidico forma
parte de un ciclo, sin embargo a pesar de que poseen esta caracteristica estructural que
las hace similar a los alcaloides, difieren de ellos en otras caracteristicas quimicas
propias de estos y posteriormente se convino en llamarlas alcamidas como también muy
comunmente se conocen (Molina, 2001). Las amidas son compuestos comunes en los
seres vivos ya que estan presentes en los enlaces de todas las proteinas de los
organismos, sin embargo las amidas como producto natural vegetal estan presentes en
26 familias de plantas siendo representativa su presencia en las familias Asteraceae,
Solanaceae, Piperaceae y Rutaceae (Boonen et al.,, 2012). Desde el punto de vista
biosintético las alcamidas representan una clase de productos naturales que se forman
de un acido graso y una amina proveniente de un aminoacido por descarboxilaciéon al

momento de la condensaciéon (Molina, 2001).

Las amidas aisladas del género Piper son de varios tipos dependiendo los sustituyentes
sobre el atomo de nitr6geno, se encuentran principalmente isobutilicas, piperinicas,
piperidinicas, pirrolidinicas, alquil amidas y lactamas, en las cuales existen caracteristicas
estructurales a saber: la cadena derivada de la fraccion de acido graso es normalmente
de 6 a 26 carbonos que algunas veces se encuentra unido a un anillo aromatico, el cual a
menudo es un fenil etilo sustituido en la posicion 3,4 del anillo por un grupo metilendioxi;
cuando no existe sustituyente aromatico, la cadena de acido graso posee un niamero par
de atomos de carbono; al igual que en la familia Rutaceae se encuentran un gran nimero
de amidas derivadas del acido cinamico (Boonen et al, 2012). Existen revisiones que
recopilan los trabajos de diversas investigaciones que reportan la presencia de amidas
principalmente en el género Piper de las cuales las mas completas son las realizadas por
Parmar y colaboradores en 1997 (Parmar et al, 1997) y Nascimento y colaboradores en
el 2012 (Nascimento do et al, 2012). En la primera se reunen los trabajos publicados
desde 1907 hasta 1996, reportando 144 estructuras diferentes de amidas presentes en
67 especies diferentes de Piper; en la segunda se describen los resultados del estudio de
158 especies vegetales del mismo género de las cuales se obtuvieron 277 amidas
diferentes. Las revisiones mencionadas anteriormente evidencian que las amidas
ademas de ser metabolitos diversos desde el punto de vista estructural, presentan una
amplia gama de actividades bioldgicas, de las cuales la actividad insecticida es relevante

y esta ampliamente documentada (Ahmad et al., 2012; Boonen et al., 2012; Gulzar et al,
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2013; Kitayama et al, 2013; Scott et al, 2002; Scott et al, 2008), hecho que ha permitido
catalogar a las especies de la familia Piperaceae como fuente potencial de insecticidas
gue poseen dos caracteristicas importantes: la variedad de efectos que causan entre los
gue se cuentan toxicidad por ingestion y por contacto, sinergia, repelencia, efecto
antialimentario; y la diversidad de o6rdenes de insectos a los cuales afectan
convirtiéndolos en probables insecticidas de amplio espectro (Scott et al, 2008). En la
Tabla 2-1 se presentan algunos ejemplos estructurales de amidas aisladas del género

Piper con la actividad bioldgica determinada para cada una.

= Fenil Propanoides
Los fenil propanoides son metabolitos secundarios provenientes de la ruta biosintética del
acido shiquimico y su precursor es el acido cinamico, el cual es obtenido por aminacién
reductiva desde fenil alanina (Dewick P, 2002); estan formados por un anillo aromatico
unido a una cadena de tres carbonos cominmente nomenclados como Cg-Cs. Los fenil
propanoides son comunmente encontrados en los aceites esenciales de las especies de
Piper, sin embargo en algunas especies se reporta su presencia dentro de las fracciones
no volatiles. En la Figura 2-5 se presentan algunos ejemplos de metabolitos Cs-Cs

aislados de especies de Piper con la actividad biolégica determinada.

Figura 2-5. Ejemplos de C¢-C; aislados de Piperaceae.
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actividad insecticida contra Ostrinia nubilalis alil-catecol Aislados de Piper taiwaense.
(Lepidoptera) (Bernard C et al, 1995) Inhibidores de agregacion plaquetaria. (Chen S et

al, 2013)



Tabla 2-1. Ejemplos de amidas aisladas de especies de Piperaceae y su actividad biolégica (Nascimento do J, 2012)
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Continuacién Tabla 2-1

N-(22)-[3-(2"-etoxi-
45

Piper

< metilendioxifenil)prop- Antifungica tuberculatum
i 2-enoil]pirrolidina
o OCHj,
(]
o N-trans~(3’, 4"- Piper nigrum —
N Y N metilendioxi-cinamoil)- Enzimética pernig
< ‘ L Piper novae
piperidina
o =
o
<° I SN T/W< (2E,4Z)-sc;t|fol|am|da Antifngica Piper scutifolium
OAc
H
(0]
(@]
<° I N T/W/\ Piperchabamida E Hepatoprotectora Piper chava
H
o
9 °
o N F N Retrofractamida C Enzimatica Piper nigrum
N
T
H
Q Antifangica, Piper
\/\/\/\/\)J\ ar_1t|tgb'e_rc’;ulosa, tuberculatum,
N inhibicion de Piper arboreum
| L adhesioén celular, X '
! Pellitorina insecticida Piper
enzimética’ sarmentosum,
. L Piper longum,
antiagregacion

plaguetaria

Piper attenuatum,




68

Continuacion Tabla 2-1
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e Llignanos y Neolignanos

En las especies de la familia Piperaceae se encuentran lignanos de diferentes tipos
dependieEdo el ndcleo que se origine en el acoplamiento, los mas comunmente
encontrados son: lignanos furofuranicos también conocidos como 1,3-benzodioxanos,
lignanos diarilbutanicos, y lignanos tetrahidrofuranicos también conocidos como
epoxilignanos; estos metabolitos son muy apreciados por la variedad de actividades

biol6gicas que poseen (Ayres y Loike, 1990).

El primer lignano aislado de una especie de Piperaceae fue la Sesamina, lignano
furofurdnico presente en P. austrosinense, P. brachystachyum, P. clusii, P. cubeba, P.
guineense, P. longum, y P. peepuloides (Parmar et al., 1997). De la especie P. solsianum
se aislo el lignano tetrahidrofuranico: (-)-Grandisina, el cual presenta actividad tripanocida
(Maetins et al., 2000), y causa cambios morfoldgicos y toxicidad en Aedes aegypti (Leite
etal., 2012).

En las especies del género Piper se han reportado diferentes tipos de neolignanos los
cuales se originan cuando el dimero que se genera en el acoplamiento oxidativo se da por
una unién de dos posiciones diferentes a las posiciones 8-8, como sucede en los
lignanos. De la especie Piper decurrens se aislé el neolignano 2,3-dihidrobenzofuranico
Conocarpano, el cual tiene actividad insecticida contra la larva Ostrinia nubilalis,
responsable de las pérdidas de cultivos de maiz en Europa y América del Norte (Chauret
et al., 1996), ademas tiene una potente actividad antifingica contra hongos patégenos de
los géneros Microsporum y Trichophyton como sucede con otro neolignano del mismo tipo
denominado Eupamatenoide aislado de Piper solsianum (De Campos et al., 2005). De la
especie P. taiwaense se aislo el neolignano Neotaiwanesol A el cual ejerce un efecto
importante de anti agregacion plaquetaria comparado con la aspirina (Chen et al., 2013).
En la Figura 2-6 se presentan las estructuras de algunos lignanos y neolighanos aislados

de especies de Piper
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Figura 2-6 Estructuras de lignanos y neolignanos aislados de especies de Piper
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= Flavonoides

En las especies del género Piper, se reporta la presencia de flavonoides de nucleo
chalcona, dihidrochalcona, flavanona y flavona principalmente, los cuales se encuentran
en alta cantidad y tienen como caracteristica estructural comun, la baja oxigenacién en el

anillo B (Parmar et al., 1997; Facundo et al., 2012).

De la especie P. elongatum se aislaron dos dihidrochalconas con actividad leishmanicida
2',6’-dihidroxi-4-metoxi-dihidrochalcona y Asebogenina (Hermoso et al., 2003); estudios
realizados sobre la especie P. hispidum en 2011 evidenciaron la presencia de chalconas
como la 2’-hidroxi-3",4",6 -trimetoxichalcona, la cual mostr6 un importante inhibicién de
los amastigotes de Leishmania amazonensis, ademas posee un patron de oxigenacion

qgue no es comun de encontrar en la familia Piperaceae (Ruiz et al., 2011).
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Flavonoides con nucleo flavanonona naringenina y sakuretina fueron aislados de la
especie P. crassinervium, estas sustancias presentan actividad contra cepas de hongos
fitopatdogenos del género Cladosporium (Danelutte et al.,, 2003). De la especies P.
corniconnectivum (Facundo et al., 2004) y P. alatabaccum (Trindade et al., 2012) se
aislaron metabolitos secundarios con diferentes nucleos flavonoides con patrones de
sustitucion totalmente atipicos (sustituyente en las posiciones 6,8 y 5° en flavanonas y
flavonas; y 3, 5 en las chalconas), es importante destacar que las flavonas con esta
caracteristica estructural presentan actividades larvicidas interesantes sobre Anopheles
darlingi vector de la malaria en algunas regiones de la Amazonia (Trindade et al., 2012).
En la Figura 2-7 se presentan las estructuras de algunos flavonoides aislados de especies

del género Piper.

Figura 2-7. Estructuras de flavonoides aislados de especies de Piper.
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Continuacion Figura 2-7
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= a-Pironas
Las a-pironas son metabolitos secundarios derivados de acido acético formados a través
de un tricétido. En la familia Piperaceae estan restringidos a la especie Piper metisticum
por lo que se consideran marcadores quimiotaxondmicos de dicha especie, sin embargo a
pesar de su escasa distribucion son muy relevantes, por ser los compuestos responsables
del efecto relajante atribuido a la bebida elaborada a partir de las raices de la especie en
mencién, desde la antigledad en Oceania y Tailandia, y que actualmente es
comercializada en todo el mundo como kava-kava, por tal razéon las a-pironas aisladas de

esta especie se denominan comiunmente kavapironas (Gurib-Fakim, 2006).

Estructuralmente las kavapironas se caracterizan por la sustitucién del anillo de la a-
pirona, en el cual esta presente un grupo estiril o dihidroestiril. En general las kavapironas
actan como agentes antagonistas de la estricnina, un poderoso agente que induce
convulsiones y posee una accion letal; la metisticina es la kavapirona que posee el efecto
antagonista mas marcado segun un experimento realizado en ratones, la Yangonina
ademas de su efecto relajante, inhibe el crecimiento de la Ameba Entamoeba histolitica
(Parmar et al., 1997). En la Figura 2-8 se presentan las estructuras de las a-pironas

aisladas de la especie Piper metisticum.
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Figura 2-8. Estructuras de a-pironas aisladas de Piper metisticum
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= Derivados de acido benzoico
Comparados con las amidas, los flavonoides y los fenil propanoides, los derivados del
acido benzoico son metabolitos aislados en menor cantidad en especies de Piperaceas,
sin embargo revisten importancia por la actividad fungicida e insecticida que la mayoria de
estos compuestos posee. Estructuralmente se caracterizan porque sobre el anillo
aromatico existe al menos un sustituyente prenilado cuyo nimero de carbonos oscila
entre 5 y 20, que puede ser hidrocarbonado o presentar grupos carbonilo. Los
metabolitos acido tobogaico, toboganato de metilo aislados de la especie P. dilatatum
(Terreaux et al., 1998) y el 4-hidroxi-3-(2"-hidroperoxi-3”-metil-3"-butenil)-benzoato de
metilo (Lago et al, 2009) aislado de la especie P. aduncum, poseen actividad fungicida
contra hongos del género Cladosporium; el compuesto cuyo sustituyente prenilo tiene el
grupo hidroperoxido, posee una actividad in vitro similar a los antifangicos comerciales
usados como controles positivos empleados en el ensayo (Nistatina y Miconazol) (Lago et
al., 2009). De la especie P. cumanense Kunth se aislé el acido cuménico el cual mostro
actividad contra dos hongos fitopatégenos Fusarium oxysporum f.sp. Dianthi que causa
marchitamiento vascular en clavel y Botritis cinerea causante de antracnosis en diversas

frutas y hortalizas (Parra et al., 2013).

De la especie P. arieianum se aislaron tres derivados de acido benzdico hidroxiprenil
sustituidos: &cido 2-farnesil-3-hidroxi-4-metoxi-benzoico, &acido 2-farnesil-3,4-dihidroxi-
benzoico, y acido 2-farnesil-4-hidroxi-benzoico; los cuales poseen actividad pungente, la
cual es caracteristica para isobutil amidas o sustancias con grupos piperidinicos (Correa
etal., 2011). En la Figura 2-9 se presentan algunos ejemplos de estructuras de derivados

de acido benzoico aislados de especies de Piperaceas.
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Figura 2-9. Estructuras de derivados de acido benzoico aislados de Piperaceae.
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= Triterpenos y Esteroles
Al igual que en muchas especies vegetales, en el género Piper se reporta la presencia de
metabolitos tipo triterpeno y esterol. Los triterpenos aislados son principalmente de
nucleo ursano y friedelano, dichos compuestos son apreciados por la variedad de
actividades bioldgicas que presentan, principalmente antiinflamatoria; los esteroles
comunes en plantas como el sitosterol, campesterol, estigmasterol y daucosterol han sido

aislados en diferentes especies del género Piper (Parmar et al., 1997). En la Figura 2-10
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se presentan las estructuras de algunos triterpenos y esteroles aislados de especies de
Piper.

Figura 2-10. Estructuras de triterpenos y esteroles aislados de especies de Piper
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= Cromenos
Los cromenos son metabolitos secundarios derivados biosintéticamente de acido acético,
obtenidos por C-isoprenilacién de una acetofenona polihidroxilada. Se ha reportado su
presencia en especies de los géneros Peperomia y Piper, muchas de estas sustancias
han sido objeto de investigacion por las importantes actividades antifingicas in vitro que

poseen, la mayoria tiene al menos un sustituyente isoprenilo o geranilo. De la especie
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Piper aduncum se aislé el cromeno: acido 2,2-dimetil-2H-cromeno-6-carboxilico, el cual
posee actividad anticancer (Baldoqui et al., 1999). De las especies Piper
gaudichaudianum (Lago et al., 2004), Peperomia sarpens (Saga et al., 2006) y Peperomia
villipetiola (Malquichagua et al., 2007), se aislaron los cromenos: Acido 2-metil-2-(E)-(4"-
metil-penta-4-enil)-8-( E)-(4"-metil-penta-4-enil)-2H-cromeno-6-carboxilico y 2, 2, 7-trimetil-
5-hidroxi-8-(E)-(3",7 -dimetil-octa-2",6"-dienil)-2H-cromeno respectivamente; los cuales

poseen actividad antifangica contra hongos del género Cladosporium.

De la especie Piper cumanense Kunth, se aislé el cromeno &cido cumanensico, el cual
posee una importante actividad in vitro, contra el hongo causante del marchitamiento
vascular en clavel Fusarium oxysporum f. sp. Dianthi comparable al control positivo usado
en el ensayo el cual corresponde a un fungicida comercial cuyo principio activo es
Benomyl (Parra et al.,, 2011). En la Figura 2-11 se presentan algunos ejemplos de

estructuras de cromenos aislados de especies de Piperaceas.

Figura 2-11. Cromenos aislados de especies de Piperaceae
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Continuacion figura 2-11 o

HO X X

Acido cumanensico

= Compuestos de estructura miscelanea
En menor cantidad con relacién a los compuestos descritos anteriormente, en especies
del género Piper se han aislado metabolitos con estructuras variadas como aminoacidos,
acidos grasos, hidrocarburos; alcoholes, carbohidratos, entre otros. Una completa
revision de estos se encuentra en la publicacion de Parmar y colaboradores de 1997
(Parmar et al., 1997). En los ultimos afios se han aislado sustancias que vale la pena
mencionar ya sea por la actividad biolégica que poseen o por la importancia quimica que
revisten para la familia; tal es el caso de alquenil fenoles aislados de las especies P.
obliguum (Valdivia et al., 2008), P. gibbilimbum (Orjala et al., 1998), P. villiramulum
(Galinis et al, 1993) y P. malacophylum (De Oliveira et al., 2012), ejemplo de este tipo de
metabolitos es el Gibbilimbol B, el cual posee actividad leishmanicida y tripanocida. De la
especie P. aleyreanum se aislo el primer alcaloide inddlico reportado en especies de la
familia Piperaceae el cual se denominé 3-(y, y-dimetil-alil)-indol (Facundo et al., 2012). En
la Figura 2-12 se presentan las estructuras de los metabolitos de estructura miscelanea

aislados recientemente de especies del género Piper.
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Figura 2-12. Metabolitos de estructura miscelanea aislados recientemente de especies

del género Piper
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La revision anteriormente presentada evidencia el gran nimero de estudios fitoquimicos
realizados sobre especies del género Piper y la variedad estructural y de actividades
biolégicas que presentan los compuestos aislados. Sin embargo todavia existen especies
vegetales de la familia Piperaceae y en particular del género Piper con escasos o nulos
estudios fitoquimicos y de actividad biolégica. A continuacion se presentara la
metodologia y los resultados obtenidos del estudio fitoquimico bioguiado y de actividad
insecticida de las inflorescencias de P. subtomentosum y la parte aérea de P.
septuplinervium; especies sin estudios quimicos y de actividad previos en lo que respecta

a los metabolitos fijos.
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2.2 Materiales y Métodos

2.2.1 General

Las separaciones cromatograficas en columna se realizaron por efecto de la gravedad
(CC), por aplicacion de presidbn mediante cromatografia flash (CF) y por aplicacion de
vacio mediante cromatografia liquida al vacio (CLV). La fase estacionaria utilizada para la
purificacion por CC fue silica gel 60 Merck® (70-230 Mesh), para la CF fue silica gel 60
(230-400 Mesh) Macherey—Nagel®y para CLV silica gel 60HF,s, Merck. Las separaciones
cromatograficas en capa delgada preparativa (CCDP) se realizaron en placas de silica gel
60 HF .5, Merck de 1 mm de espesor. Los estudios cromatogréficos, el monitoreo de las
cromatografias en columna y preparativa y el control de pureza se realizé por
cromatografia en capa delgada (CCD) empleando cromatoplacas de silica gel 60 HF s,
Merck, utilizando como reveladores vapores de yodo, luz UV (254 y 365 nm) y
vainillina/H;PO,4. Los solventes empleados para las separaciones cromatograficas fueron

grado técnico (destilados y secados antes de su uso) y grado analitico.

Los espectros de resonancia magnética nuclear fueron registrados en un espectrometro
Bruker Avance operando a 400 MHz (*H), 100 MHz (**C); empleando como solventes:
cloroformo deuterado (CDClIs), acetona deuterada (CDj3),CO, metanol deuterado (CD;OD),
y dimetil sulféxido deuterado (DMSO d¢). Los desplazamientos quimicos () estan
expresados en partes por milléon (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en hercios
(Hz). Las multiplicidades estan asignadas como sigue: s = singlete, d = doblete, t =

triplete, ¢ = cuarteto, m = multiplete, dd = doble doblete.

Los analisis de masas se realizaron en un cromatdgrafo Perkin Elmer Autosistem GCMS
usando como método de ionizacion impacto electrénico (IE) y en el espectrémetro de
masas de trampa de iones Esquire 3000 Plus Bruker, acoplado a un cromatografo liquido
Agilent 1100, usando como método de ionizacion electrospray en modo negativo (ESI).
Los fragmentos significativos se indican como m/z (intensidad relativa al pico base=100),
con masa exacta determinada para el ibn molecular (M) o fragmento i6nico adecuado. La

rotacién Optica se determind en un equipo Atago-Polarimeter Polax-L.
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2.2.2 Material Vegetal

El material vegetal corresponde a las inflorescencias del arbol Piper subtomentosum Trel
& Yunck y la parte aérea de la enredadera Piper septuplinervium (Migq) C.D.. Las
especies fueron colectadas en la vereda San José bajo del municipio de Granada,
Cundinamarca, Colombia, en agosto de 2010 por miembros del grupo de investigacion en
Estudio quimico y de actividad biol6gica de Rutaceas y MiristicAceas colombianas. Las
muestras fueron determinadas por el Bidlogo Adolfo Jara Mufioz del Herbario Nacional
Colombiano, en donde reposan los especimenes de herbario con los nimeros de
coleccion COL-517695 (P. septuplinervium) y COL-516758 (P. subtomentosum).

2.2.3. Material Bioldgico

Las larvas de Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae) fueron colectadas en
el municipio del Espinal, Tolima, Colombia; en cultivos de sorgo y maiz sin aplicacién
previa de insecticidas. El mismo dia de la recoleccién fueron llevadas a un cuarto de cria
ubicado en el Laboratorio de Biopesticidas-entomologia del Instituto de Biotecnologia de
la Universidad Nacional de Colombia. Las larvas se mantuvieron en dieta artificial (Lopez
S et al, 2010), en condiciones controladas correspondientes a 28 + 2 °C y 65 + 5% de
humedad relativa, con un fotoperiodo de 12 h: 12 h (luz-oscuridad). EIl pie de cria fue

renovado anualmente evitando superar la novena generacion (Ceron J y Bravo A, 2004).

2.2.4. Determinacion de actividad insecticida

Los extractos, fracciones, y compuestos puros fueron evaluados frente a larvas de primer
instar de S. frugiperda en diferentes rangos de concentraciones dependientes de la
muestra evaluada. En cajas de 24 pozos de poliestireno se colocé dieta artificial, y sobre
cada pozo se aplicé un volumen constante de la disolucién a ensayar a la concentraciéon
deseada. Dieciséis larvas neonatas fueron analizadas por concentracion de muestra por
triplicado. Una larva de primer instar se afiadié por pozo y la lectura de la mortalidad se
registr6 después de siete dias de incubacion a 28 + 2 °C y 65 + 5% de humedad relativa,
con un fotoperiodo de 12 h: 12 h (luz-oscuridad). La concentracion a la que el 50% de las
larvas sobrevivieron fue estimada por el andlisis Probit. ‘Como controles positivos del
ensayo se usaron dos insecticidas comerciales Lorsban® y Xen Tari®; como controles
relativos se usaron DMSO R.A., acetona R.A: y como control absoluto se usé dieta

artificial.



81

2.2.5. Estudio fitoquimico bioguiado de la parte aérea de Piper
septuplinervium
La parte aérea seca y molida de P. septuplinervium (980 g) se sometié a extraccion por
percolacion con etanol 96% a temperatura ambiente, el solvente fue evaporado mediante
destilacion a presion reducida obteniéndose 70 g de extracto crudo. De este extracto, 40
g se fraccionaron por CC sobre silica gel con la mezcla tolueno (@-CHs): acetato de
isopropilo (AcOiPr) en polaridad creciente (90:10 — 0:100) obteniéndose 18 fracciones;
las cuales fueron sometidas al ensayo de determinaciéon de actividad insecticida, en el que
las fracciones F4 (CLsp= 468 ppm), F5 (CLsp= 405 ppm), F6 (CLse= 515 ppm), F8
(CL5g=350 ppm), y F18 (CL5=53.8 ppm), fueron seleccionadas para continuar con el

estudio fitoquimico.

Teniendo en cuenta el comportamiento en CCD con varios sistemas de eluyentes se
reunieron las fracciones F4 (1,2691q), F5 (6,3573 g) y F6 (3,8683g) para su posterior
purificacion; la fraccion resultante denominada F4-6(11,4947 g), fue sometida a CC con la
mezcla éter de petréleo (EdP): acetato de etilo (AcOEt) en polaridad creciente (70:30 —
0:100) , y CF repetitivas con hexano-AcOEt-acido formico (80:20:2) y hexano-acetona-
acido férmico (85:15:2) obteniendo la dihidrochalcona conocida como uvangoletina C1
(578 mg) y el flavonol conocido como galangina C2 (6 mg). La fracciéon F8 (1.555 g) fue
purificada mediante CC con el sistema de eluciéon diclorometano (CH,Cl,) - metanol
(MeOH) en polaridad creciente (95:5— 30:70), y CF sucesivas con las mezclas cloroformo
(CHCIl;) - MeOH (95:5), CHCI;-MeOH-acido férmico (95:5:2), hexano-acetona (70:30)
(75:25); para obtener monopalmitato de glicerilo C3 (46 mg) y N-p-cumaroil-tiramina C4
(60 mg). De la fraccién F18 por CC y CF eluyendo con los sistemas EdP-AcOiPr-acido
férmico (50:50:1), y CH,Cl,-acetona-acido acético (90:10:2) con posteriores lavados
sucesivos con metanol se obtuvo el flavonoide crisina C5 (150 mg). En la Figura 2-13 se
resume el procedimiento llevado a cabo para el aislamiento bioguiado de los metabolitos

secundarios del extracto etandlico de parte aérea de P. septuplinervium.
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Figura 2-13. Esquema general de extraccion, fraccionamiento bioguiado del extracto de

parte aérea de P. septuplinervium
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2.2.6. Estudio fitoquimico bioguiado de las inflorescencias de P.
subtomentosum

Las inflorescencias secas y molidas de P. subtometosum (530 g) fueron extraidas por

maceracion con etanol 96% obteniendo 25 gramos de extracto etandlico. De este

extracto 20 g fueron fraccionados por CLV usando solventes de polaridad creciente (EdP,

CH,Cl,, AcOiPr, y MeOH). Las fracciones obtenidas fueron sometidas al ensayo de

actividad insecticida en el que se seleccioné a las fracciones F CH,Cl, (CLs,= 650 ppm) y
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F. AcOiPr (CL5x=250 ppm) para continuar el estudio. De la fraccion F.CH,CI, (1,370 g),
por re-fraccionamiento mediante CLV con la mezcla tolueno-AcOiPr en gradiente de
polaridad (90:10 — 0:100) y posterior purificacion por CF con los sistemas de elucion
hexano-acetona (85:15), heptano-AcOEt-acido formico (90:10:2), hexano-AcOEt (85:15),
CH,CI,-AcOEt (98:2) se obtuvo el flavonoide 5-hidroxi-4",7-dimetoxi-flavona C6 (5 mg), la
mezcla de esteroles: B-sitosterol, estigmasterol y campesterol (150 mg); y una mezcla
compleja de acidos grasos, esteres e hidrocarburos (1250 mg). De la fraccion F. AcOiPr
(5,6000 @), la cual fue sometida a CLV con la mezcla hexano-acetona en polaridad
creciente (80:20—0:100) y CF sucesivas con las mezclas de elucion: hexano-AcOEt
(75:25), CH,Cl,-acetona-acido férmico (90:10:2), CH,Cl,-MeOH (90:10), EdP-AcOEt-acido
formico (55:45:2), AcOiPr-4cido férmico (100:2), CHCl;-MeOH-acido férmico (90:10:2),
CHCI;-MeOH (70:30); se obtuvieron el flavonoide pinostrobina C7 (85 mg), el acido
protocatéquico C8 (9 mg), y el esterol glicosidado daucosterol C9 (340 mg). En la Figura
2-14 se resume el procedimiento llevado a cabo para el aislamiento bioguiado de los
metabolitos secundarios de las fracciones activas del extracto etandlico de inflorescencias

de P. subtomentosum.

2.2.7.Determinacion del efecto de los extractos etandlicos de
parte aérea de P. septuplinervium e inflorescencias de P.

subtomentosum sobre el ciclo de vida de S. frugiperda

Para determinar el efecto de los extractos de las especies objeto de estudio sobre el
desarrollo del insecto Spodoptera frugiperda, se utilizé un ensayo biolégico en el cual en
vasos plasticos de una onza de capacidad se coloco dieta artificial hasta la mitad del
volumen, en la superficie de la dieta se aplicaron soluciones de los extractos etandlicos a
concentraciones inferiores a CLsg en cada caso calculadas con el programa Probit. Para
cada tratamiento se prepararon 100 vasos y en cada uno de ellos se introdujo una larva
neonata de S. frugiperda. Se dejo a las larvas alimentarse libremente por un lapso de 72
horas y luego cada 48 horas se retiraron aleatoriamente cinco vasos por tratamiento para
registrar la longitud de cada larva y utilizarlo como indicador de retraso en funcién de los
controles empleados. Una vez que el control alcanza el 80% de pupacion, las unidades
experimentales en todos los tratamientos se dividieron en 10 repeticiones de 5 vasos cada

una. En cada repeticién se evalué el porcentaje de larvas que alcanzaron el estado de



84

pupa, el peso de estas, el nimero de pupas que alcanzaron el estado de adulto y el
tiempo transcurrido entre los estadios de larva-pupa y pupa-adulto. Como control relativo

se uso etanol y como control absoluto dieta artificial (Silva, 2010).

Figura 2-14. Esquema general de extraccion, fraccionamiento bioguiado y purificacion de
los metabolitos secundarios presentes en las fracciones activas de las inflorescencias de
P. subtomentosum.
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2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Estudio fitoquimico bioguiado de la parte aérea de P.
septuplinervium y las inflorescencias de P. subtomentosum.

2.3.1.1 Analisis espectroscopico

Después de la determinacion de la mortalidad causada por los extractos etandlicos de
diferentes 6rganos de veintidos especies de Piperaceae recolectadas en la regién del
Sumapaz medio y bajo occidental, se seleccionaron los extractos de parte aérea de P.
septuplinervium e inflorescencias de P. subtomentosum para realizar el estudio
fitoquimico bioguiado, teniendo en cuenta que produjeron mortalidades apreciables de
larvas de S. frugiperda en los ensayos preliminares realizados y ademas son especies
vegetales que no tienen estudios de actividad biolégica y composicibn quimica en lo
referente a los metabolitos fijos. EIl fraccionamiento y posterior purificacién de los
extractos etandlicos de parte aérea de P. septuplinervium e inflorescencias de P.
subtomentosum permitié el aislamiento de cinco flavonoides: C1, C2, C5, C6, y C7; una
amida C4, un acil glicerol C3, un derivado de &cido benzoico C8; un esterol glicosidado
C9, una mezcla de esteroles M1 que de acuerdo al analisis por CG-EM se determiné que
correspondia a los esteroles ampliamente distribuidos en plantas sitosterol, estigmasterol,
y campesterol; y una mezcla M2 que fue analizada por CG-EM determinando que
correspondia a una compleja combinacién de esteres, hidrocarburos, y acidos grasos. En
las Figuras 2-15 y 2-16 se presentan las estructuras quimicas de los metabolitos puros
aislados de la parte aérea de P.septuplinervium y las inflorescencias de P.

subtomentosum, respectivamente.

Los compuestos obtenidos en este estudio son el primer reporte de composicion quimica
de las especies P. septuplinervium y P. subtomentosum; los metabolitos C3, C4, C6, C7,
C8 y C9 han sido previamente aislados de especies vegetales del género Piper, (Parmar
et al., 1997; Plazas et al.; 2008) mientras que este es el primer reporte para el género de
la presencia de los compuestos C1, C2, y C5. La determinacién estructural de los
compuestos C1, C2, C4-C9, se realizé por comparacion de los datos de RMN *H y **C con

los reportados en la literatura.
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Figura 2-15. Metabolitos aislados de la parte aerea de P. septuplinervium
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La apariencia fisica del compuesto C3 hace presumir que corresponde a un metabolito de
caracter lipidico, probablemente acil glicerol, para corroborar lo anterior se realizd el
analisis por CG-EM. Para la asignacion correcta del nimero de carbonos del fragmento
de acilo se preparé el derivado sililado (Herebain et al., 2005), el analisis del espectro de
masas por impacto electronico del derivado preparado, el cual se presenta en la Figura 2-
19 permiti6 ver el fragmento m/z=459, correspondiente a [M-15]" i6n formado por la
pérdida de un grupo metilo, comun en derivados sililado, (Bathia et al., 2013) por lo que
con la diferencia de 15 uma se determina que el compuesto C3 corresponde a la
Monopalmitina, adicionalmente se compar6 el perfil de masas con el reportado en la
literatura para el derivado sililado de la Monopalmitina preparado a partir del acil glicerol

presente en el extracto hexanico de Withania somnifera (Bathia et al., 2013).

El compuesto C4 es un sélido amorfo de color blanco soluble en metanol, con punto de
fusion 244-245°C, el espectro de RMN 'H (Figura 2-20a) muestra sefiales a campo alto y
bajo, lo que hace presumir que el compuesto posee en su estructura una parte alifatica y
una aromatica. Las sefiales en & 6,38 (d, J=15,7 Hz, 1H) y 6 7,44 (d, J =15,7 Hz, 1H) por
su desplazamiento quimico corresponden a protones sobre un doble enlace en posicién
trans (Crews et al., 2010). Las senales en & 6,72 (d, J=8,5 Hz, 2H), 6 6,79 (d, J=8,6 Hz,
2H), 6 7,05 (d, J=8,5 Hz, 2H), y 6 7,40 (d, J=8,4 Hz, 2H), por los valores de las constantes
de acoplamiento, los desplazamieto y multiplicidades corresponden a protones ubicados
en posicion orto sobre anillo aroméatico 1-4 sustituido formando un sistema simétrico, por
el numero de sefales se infiere que en la estructura existen dos anillos aroméaticos para
sustituidos y simétricos. Finalmente las sefiales en & 2,75 (t, J=7,4 Hz, 2H) y & 3,46 (t,
J=7,4 Hz, 2H) corresponden a metilenos que acoplan entre si de acuerdo al valor de la
constante de acoplamiento, se encuentran formando una cadena corta sin acoplar con

otro protén diferente por la multiplicidad de la sefial.

El espectro de RMN *3C (Figura 2-20 b) muestra la presencia de 13 sefiales, de las cuales
las sefiales en 116,2 ppm, 116,8 ppm, 130,5 ppm, 130,7 ppm poseen el doble de la
intensidad con respecto a las demas, lo que hace pensar que cada una corresponde a
dos carbonos que deben ser equivalentes, de esta manera se confirma el sistema
simétrico y de protones equivalentes observado en el espectro de RMN *H y descrito
anteriormente, por lo que la estructura debe contener entonces 17 carbonos. El espectro
de RMN **C muestra también la presencia de tres carbonos cuaternarios desplazados a

campo bajo, las sefales en 156,9 ppm y 160,5 ppm corresponden a carbonos
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cuaternarios aromaticos oxigenados, y la sefial en 8169,2 es caracteristica de carbono
carbonilico. EIl espectro de masas tomado en ionizacién por electroespray en modo
positivo muestra un pico m/z en 284,12 correspondiente al ion pseudomolecular [M+H™],
por lo que el peso de la molécula debe ser 283,12 g/mol y por consiguiente debe tener en
su estructura un atomo de nitrégeno. Al comparar los espectros de RMN *H y ** C del
compuesto C4 con los reportes en la litetaratura se concluye que este corresponde a la N-
p-coumaroil-tiramina, peviamente aislada de la especie Piper argyrophyllum (Singh et al.,
1996).

Los espectros de RMN *H de los compuestos C1 (Figura 2-17a), C2 (Figura 2-18a), C5
(Figura 2-21a), C6 (Figura 2-22a) y C7 (Figura 2-23a) muestran una sefial singlele en &
13,9,12,1, 12,8, 12,8 y 12,1 respectivamente, la cual es caracteristica para un hidrégeno
de hidroxilo fenélico que hace quelato intramolecular con un grupo carbonilo adyacente,
comportamiento comdn en compuestos de tipo flavonoide (Crews et al, 2010), el cambio
observado en el desplazamiento de esta sefial es dependiente de si el carbonilo estd o no
conjugado ya que la presencia de un carbonilo a- insaturado produciria la proteccion del
protén fendlico y por ende su desplazamiento hacia campo alto con respecto a la
ubicacién que se evidencia en ausencia del sistema insaturado en la estructura, por lo que
la posicion de la sefial en el espectro da un indicio del tipo de ndcleo flavonoide al que
corresponde el compuesto. Lo anterior es confirmado con los espectros de RMN **C de
los compuestos C1 (Figura 2-17b), C2 (Figura 2-18b), C5 (Figura 2-21b), C6 (Figura 2-
22h), y C7 (Figura 2-23b) en los que se observa una sefial en 206 ppm, 174,6 ppm, 181,6
ppm, 182,4 ppm, y 195,8 ppm respectivamente, que por su desplazamiento corresponden

a carbono carbonilicos (Crews et al., 2010).

El valor del desplazamiento del carbono carbonilico en RMN **C da un indicio del tipo de
nucleo flavonoide ya que la presencia de enlaces multiples, junto a la existencia del anillo
de y pirona y la O- sustitucién cercana al carbonilo, hace que los efectos generados por
dobles enlaces y la presencia de grupos electrodonores protejan el carbono carbonilico y
varié asi el desplazamiento de la sefial de esté en el espectro. Teniendo en cuenta el
valor del desplazamiento del carbonilo en los compuestos de nucleo flavonoide aislados
en este trabajo se concluye que de mayor a menor desplazamiento se encuentran:

dihidrochalconas (C1) > flavanonas (C7) > flavonas (C5, C6) > flavonoles (C2).

Ademas de determinar la presencia y el tipo de nucleo flavonoide, los espectros de RMN

'H y los espectros de masas permitieron establecer el tipo de sustitucién de los anillos
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aromaticos en la estructura de los flavonoides. El espectro de RMN *H de los compuestos
C1 (Figura 2-17a), C2 (Figura 2-18a),C5 (Figura 2-21a), C6 (Figura 2-22a), y C7(Figura
2-23a) muestran en cada caso dos sefales dobletes en: & 5,97 (d, 2,2 Hz, 1H) / § 6,00 (d,
2,2 Hz, 1H); 8 6,29 (d, 2,0 Hz, 1H) / 6 6,57 (d, 2,1 Hz, 1H); 6,21 (d, 1,6 Hz, 1H) / 8 6,50
(d, 1,6 Hz, 1H); 6 6,37 (d, 2,3 Hz, 1H) / 6 6,49 (d, 2,3 Hz, 1H); y 8 6,06 (d, 2,3 Hz, 1H) / &
6,07 (d, 2,3, 1H) respectivamente, las cuales teniendo en cuenta el valor de los
desplazamientos y de las constantes de acoplamiento indican que en todos los
metabolitos en mencion existen dos protones aromaticos ubicados en posicion meta. El
analisis de los espectros de masas por impacto electrénico de los compuestos C1, C2,
C5, y C7, evidencié la presencia de un i6bn m/z = 91 correspondiente al i6n tropilio, el cual
se genera por la ruptura tipica del enlace formado entre los carbonos a y  al carbono
carbonilico del flavonoide (Harborne et al., 1980), el valor de la masa de este i6n indica
que el anillo aromético proveniente biosintéticamente del fragmento de shiquimmato
(anillo B) no esta sustituido, por lo que los protones con acoplamiento meta que se
evidencian en el espectro de RMN 'H deben ubicarse sobre el anillo aromatico

proveniente biosintéticamente del tricétido para la formacion de flavonoide (Anillo A).

El compuesto C8 es un sélido amorfo con punto de fusién 221 °C, el espectro de RMN *H
muestra sefiales a campo bajo del espectro. Las constantes de acoplamiento muestran
el acoplamiento orto del proton en & 7,34 (dd, J=8,3 Hz y 2,0 Hz, 1 H), con el proton en &
7,00 (d, J=8,3 Hz, 1H) y en posicién meta con el hidrégeno en & 7,36 (d, J=1,9 Hz, 1 H);
adicionalmente existe una sefial en 8 9,77 (s, 1H) que por el desplazamiento corresponde
a un proton de &cido carboxilico (Crews et al., 2010). El espectro de RMN **C muestra
siete sefiales de carbonos en 114,4ppm, 116,4 ppm, 121, 6 ppm, 122, 8 ppm, 145,4 ppm,
150,0 ppm, y 169 ppm; por el valor del desplazamiento seis carbonos corresponden a
carbonos aromaticos, dos de los cuales son carbonos unidos a un sustituyente oxigenado.
El carbono mas desplazado hacia campo bajo el cual se presenta en 169 ppm,
corresponde a un carbono carbonilico de &cido carboxilico. El analisis de los espectros
de RMN 'H y = C junto a la comparacién de los datos reportados en la literatura, se
determiné que el compuesto C8 corresponde a un derivado dihidroxilado del &cido

benzéico denominado acido protocatéquico (An et al, 2006).

A continuacién se presentan los datos espectroscopicos, las constantes fisicas (Tablas 2-
2 a 2-10) y los espectros de RMN *H, RMN **C y masas de los compuestos aislados de la

parte aérea de P. septuplinervium y las inflorescencias de P. subtomentosum.
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Datos Espectroscépicos de los compuestos aislados de las fracciones activas de la

parte aérea de P. septuplinervium vy las inflorescencias de P. subtomentosum

Tabla 2-2. Datos espectroscépicos y constantes fisicas para el compuesto C1

Nombre: Uvangoletina
Estado fisico Sélido cristalino blanco
Férmula
molecular CieH1604
Peso molecular 272,1 g/mol

OH (0] Punto de fusion 189 - 190 °C

EM (ESI) m/z= 294,99 [M + Na']

EM-IE: m/z (%) = 167 (100), 272 (22,2), 140 (19,5), 207 (13,2), 91 (9,1)

RMN *H [400 MHz, (CD3),CO] & 2,95 (t, J=7,7 Hz, H-B), 3,25-3,32 (m, H-a), 5,97 (d, J=2,2 Hz, H-
3%, 6,00 (d, J=2,2 Hz, H-57), 7,14-7,21 (m, H-4), 7,27 (d, J=7,3 Hz, H-2/H-3/H-5/H-6), 3,86
(s,0CHs), 13,9 (s, OH)

RMN *°C [100 MHz, (CD3),COJ: 32,4 ppm (C-B), 47,4 (C-a), 92,9 (C-5'), 97,9 (C-3), 106,8 (C-1"),
127,6 (C-4), 130,1 (C-2/C-6), 130,2 (C-3/C-5), 143,8 (C-1), 165,5(C-6"), 166,6 (C-2'), 169,3 (C-4"),
206,0 (C=0), 57,2 (OCHb).

Datos espectroscopicos descritos en la literatura: Avila et al., 2011.

Figura 2-17. Espectros del compuesto C1

Figura 2-17a. Espectro de RMN 'H del compuesto C1, 400 MHz, Acetona dg
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Figura 2-17b. Espectro de RMN *3C del compuesto C1,

100 MHz, Acetona dg
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Tabla 2-3. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto C2

¥ Nombre:

Galangina

Estado fisico

Sélido amorfo blanco

Formula

molecular C15H100s
Peso molecular 270,0 g/mol
Punto de fusién 214-215 °C

EM-IE: m/z (%) = 77(100), 69 (60,0), 51 (59), 270 (45), 269

(30), 91 (10).

H-3'/H-4'/H-5), 8,26 (d, J=8,3 Hz, H-2'/H-6), 12,1 (s, OH).

RMN *H [400 MHz. (CD5),COJ: & 6,29 (d, J=2,0 Hz, H-6), 6,57 (d, J=2,0 Hz, H-8), 7,49-7,52 (m,

RMN *°C [100 MHz, (CD;),CO]: 146,1 ppm (C-2), 138,0 (
(C-6), 165,2 (C-7), 94,6 (C-8), 158,0 (C-9), 104,3 (C-10), 1
(C-3'/C-5")

C-3), 177,0 (C-4), 162,4 (C-5), 99,3
32,1 (C-1"), 129,2 (C-2//C-6’), 128,5

Datos espectroscopicos descritos en la literatura: Facundo y Morais S, 2003.
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Figura 2-18. Espectros del compuesto C2

Figura 2-18a. Espectro de RMN 'H del compuesto C2, 400 MHz, Acetona ds
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Tabla 2-4. Datos espectrométricos y constantes fisicas de C3

Nombre: Monopfalmi'tato
de glicerilo
0 Estado .
. . = Aceite
3 L | 3 5 7 9 u BB fisico
HO/\/\O 1 .

| Formula ConlO

OH molecular 2512
Peso 389,0 g/mol
molecular

Datos espectrométricos del Monopalmitato de glicerilo sililado
EM-IE: m/z (%) = 73 (100), 43 (70), 371 (58), 57 (50), 147 (40), 239 (20), 459 (5)
Datos espectrométricos descritos en la literatura: Bathia et al, 2013
Figura 2-19. Espectro de masas por |IE del derivado sililado de C3.
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Tabla 2-5. Datos espectroscépicos y constantes fisicas para en compuesto C4

Nombre: N-p-cumaroil-
. tiramina
HO
) Estado fisico Sohg;smorfo
. 1 N co
W Formula molecular C17H17NO3
o)
Peso molecular 283,12 g/mol
Punto de fusion 244-245 °C

EM-ESI m/z 284,12 [M+H"]

RMN “H [400 MHz. CD;0D]: 5 2,75 (t, J=7,4 Hz, H-2"), 3,46 (t, J=7, 4 Hz, H-1"), 6,38 (d, J=15,7
Hz, H-2), 7,44 (d, J=15,7 Hz, H-3), 6,72 (d, J=8.5, H-3""/H-5""), 6,79 (d, J=8,6, H-2""/H-6""), 7,05
(d, J=8.5 Hz, H-3'/H-5'), 7,40(d, J=8,4 Hz, H-2'/H-6")

RMN *C [100 MHz, CD;0D]: 35,7 ppm (C-2"), 42,4 (C-1"), 116,2 (C-3"/C-5""), 116,8 (C-3/C-5)),
118,4 (C-2), 127,7 (C-1’), 130,5 (C-2'/C-6), 130,7 (C-2/C-6""), 131,8 (C-1"), 141,7 (C-3), 156,9
(C-4), 160,5 (C-5™), 169,2 (C-1)

Datos espectroscopicos descritos en la literatura: Singh et al., 1996

Figura 2-20. Espectros del Compuesto C4

Figura 2-20a. Espectro de RMN *H del compuesto C4, 400 MHz, CD;0D
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Figura 2-20b. Espectro de RMN *3 C del compuesto C4, 100 MHz, CD;0D
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Tabla 2-6. Datos espectroscépicos y constantes fisicas para la Crisina - C5
Nombre: Crisina
Estado fisico Solido amarillo
Formula
C15H100
molecular 157104
Peso molecular 254,12 g/mol
OH 0 Punto de fusion 261 °C

EM-ESI m/z 254,12 [M+H]

RMN *H [400 MHz. DMSO dg]: & 6,21 (d, J=1,6 Hz, H-6), 6,5 (d, J=1,6 Hz, H-8), 6,94 (s, H-3),
7,57 (m, H3'/H4'/H5'), 8,04 (d, J=7,2 Hz, H-2'/H-6"), 12,8 (s, OH)

RMN *°C [100 MHz. DMSO dg]: 163,1ppm (C-2), 105,2 (C-3), 181,6 (C-4), 161,5 (C-5), 99,0 (C-
6), 164,4 (C-7), 94,1 (C-8), 157,4 (C-9), 104,0 (C-10), 130,7 (C-1’), 126,4 (C-2//C-6’), 129,1 (C-
3'/C-5)

Datos espectroscépicos descritos en la literatura: Shimura et al., 2007
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Figura 2-21. Espectros del compuesto C5

Figura 2-21a. Espectro de RMN 'H del compuesto C5, 400 MHz, DMSO ds
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Tabla 2-7. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto C6

Nombre:

5-hidroxi-4",7-dimetoxi-
flavona

Estado fisico

Soélido cristalino amarillo

Férmula

molecular Ca7H140s

Peso molecular 298 g/mol

Punto de fusiéon 111-112 °C

EM-IE: m/z (%)= 298 (100), 89(80), 95 (70), 69 (65), 135 (50), 269 (40)

RMN *H [400 MHz (CD5),CO]: & 6,37 (d, J=2,3 Hz, H-6), 6,49 (d, J=2,3

7,02 (d, J=9,0 Hz, H-2'/H-6"), 7,84 (d, J=9,1 Hz, H3'/H5"), 3,88 y 3,89 (s,

Hz, H-8), 6,58 (s, H-3),
OCHs), 12,8(s, OH).

RMN **C [100 MHz. (CD;),C0O]:164,0 ppm (C-2), 104,4 (C-3), 182,4 (C-

4), 162,2 (C-5), 98,0 (C-6),

165,4 (C-7), 92,6 (C-8), 157,7 (C-9), 105,6 (C-10), 123,6 (C-1’), 128,0 (C-2'), 114,5 (C-3"), 162,6

(C-4’), 114 (C-5'), 128,0 (C-6'), 55,5 y 55, 8 (OCHy).

Datos espectroscopicos descritos en la literatura: Plazas et al., 2008

Figura 2-22. Espectros del compuesto C6

Figura 2-22a. Espectro de RMN *H del compuesto C6, 400 MHz, Acetona dg
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Figura 2-22b- Espectro de RMN **C del compuesto C6, 100 MHz, Acetona dg
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Tabla 2-8. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto C7

Nombre: Pinostrobina
Estado fisico Sélido cristalino
5 L
Formula
molecular CreH104
Peso molecular 270 g/mol
OH 0O Punto de fusion 92-93°C

EM-IE: m/z (%)= 269 (100), 193 (85), 270(80).

RMN *H [400 MHz. CDCl5]: & 2,80 (dd, J=17,2-3,1 Hz, H-3a), 3,06 (dd, J=17,2 y 13,0 Hz, H-3D),
5,39 (dd, J=13,0 y 3,0 Hz, H-2), 6,06 (d, J=2,3 Hz, H-6), 6,07 (d, J=2,3 Hz, H-8), 7,36-7,48 (m,
H-2'/H-3'/H-4'/H-5'/H-6"), 3,79 (s, OCHj), 12,1(s, OH)

RMN *°C [100 MHz. CDClz]: 79,2 ppm (C-2), 43,4 (C-3), 195,8 (C-4), 164,2 (C-5), 95,2 (C-6),
168,0 (C-7), 94,3 (C-8), 162,9 (C-9), 103,2 (C-10), 138,5 (C-1’), 126,2 (C-2/C6’), 128,90 (C-
3'/C-4'/C-5), 55,7 (OCH3)

Datos espectroscépicos descritos en la literatura: Abdelwahab et al, 2011.




Figura 2-23 Espectros del compuesto C7

Figura 2-23a. Espectro de RMN *H del compuesto C7, 400 MHz, CDCl,
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Tabla 2-9. Datos espectroscépicos y constantes fisicas para el compuesto C8.

COOH Nombre: Acido Protocatequico
1 Estado fisico Solido amorfo
- 3 E(:Jrlrgcullj?ar C7He0,
OH Peso molecular 154 g/mol
OH Punto de fusién 221°C

EM-IE: m/z (%)= 153 (100), 136 (98),92 (12)

RMN *H [400 MHz. (CD5),CO]: & 7,00 (d, J=8,3 Hz, H-5), 7,34 (dd, J=8,3 Hz y 2,0 Hz, H-6),
7,36(d, J=1,9 Hz, H-2), 9,77 (s,COOH)

RMN **C [100 MHz. CDCls-CD;OD]: 121,6 ppm (C-1), 116,4 (C-2), 145,4 (C-3), 150,0 (C-4),
114,4 (C-5), 122,8 (C-6), 169 (COOH)

Datos espectroscépicos descritos en la literatura: An et al., 2006

Figura 2-24. Espectros del compuesto C8
Figura 2-24a. Espectro RMN *H del compuesto C8, 400 MHz, Acetona ds
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Figura 2-24b. Espectro de RMN *3 C del compuesto C8, 100 MHz, CDCl;-CD;0D
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Tabla 2-10- Datos espectroscdpicos y constantes fisicas del compuesto C9.

Nombre: Daucosterol
Estado fisico | S°hdo amorio
blanco
Formula
molecular CasHs006
Peso
576 g/mol
molecular
» " Pur.1t,o de 285 °C
o fusién

ESI-MS [M+Na] 'm/z =599.4

[a]p (c=0,4, MeOH)= -35,5

RMN °C [100 MHz.DMSO dg]:11,7 ppm(C-18), 11,8 (C-29), 18,6 (C-21), 18,9 (C-27), 19,1(C-19),
19,7 (C-26), 21,1 (C-11), 23,8 (C-28), 25,4 (C-15), 27,8 (C-23), 28,2 (C-16), 29,2 (C-25), 31,4 (C-
2), 31,4 (C-7), 33,3 (C-8), 35,4 (C-22), 36,2 (C-20), 36,8 (C-10), 38,3 (C-1), 39,7 (C-4), 41, 7 (C-
12), 41,8 (C-13), 45,1 (C-24), 50,6 (C-9), 55,4 (C-17), 56,1 (C-14), 61,1 (C-67), 70,1 (C-4"), 73,4
(C-2'), 76,7 (C-5"), 76,8 (C-3'), 76,9 (C-3), 100,8 (C-1'), 122,4 (C6), 140,7 (C-5).

Datos espectroscopicos descritos en la literatura: Vigar y Anwer, 2007, Mouffok et al., 2012
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Figura 2-25. Espectros del compuesto C9

Figura 2-25a. Espectro de RMN 'H del compuesto C9, 400 MHz, DMSO ds
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Figura 2-25b. Espectro de RMN “*C del compuesto C9, 100 MHz, DMSO ds
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2.3.1.2. Analisis de resultados de actividad insecticida

La actividad insecticida de los compuestos C1-C9 fue evaluada usando larvas de primer
instar de Spodoptera frugiperda, todos los compuestos fueron ensayados en el rango de
0,5 a 500 ppm; en el ensayo se usaron como controles negativos acetona R.A. y DMSO
R.A., y dieta artificial, (Lopez et al., 2010) y como controles positivos dos insecticidas
comerciales ampliamente usados para el control de gusano cogollero en diferentes
cultivos en Colombia: Lorsban y XenTari; el primero es un insecticida quimico fabricado
por DOW Agroscience® y cuyo componente activo es Clorpirifos, un organofosforado
neurotéxico que inhibe la acetil colinesterasa. Por su parte XenTari es un insecticida
bioldgico, cuyo componente activo es una mezcla de &-endotoxinas extraidas de Bacillus
thuringiensis, activas por ingestion contra diferentes especies de insectos plagas de los
ordenes Lepiddptera, Coleoptera, Diptera e Himendptera (EPA, 2013). En la Tabla 2-11
se resumen los valores de CLs, calculados por medio del programa Probit para cada uno

de los compuestos aislados y los controles utilizados en el ensayo.

Los valores de CLs, calculados para los metabolitos aislados muestran que los
compuestos que presentan la mayor actividad son en su orden el flavonol galangina (C2),
el acido protocatéquico (C8), la flavona crisina (C5), y el esterol glicosilado daucosterol
(C9); es importante anotar que los dos primeros poseen una CLsg inferior al insecticida
biolégico utilizado como control positivo en el ensayo. Estudios previos han evidenciado
la actividad insecticida de los compuestos C5 y C9; una investigacion realizada en el 2003
por Morimoto y colaboradores establecid la actividad antialimentaria de diferentes
flavonas, se comparé el efecto del ndcleo de fenil benzo pirona con el efecto causado por
diferentes compuestos de tipo cromona, en dicho estudio se determind que las flavonas
como la crisina las cuales no poseen sustitucion en el anillo B del ndcleo flavonoide
poseen actividad antialimentaria contra larvas de Spodoptera litura (Morimoto et al.,
2003), comunmente conocido como gusano cortador, y que en la actualidad es plaga de
diferentes cultivos en Asia, entre los que se cuentan algodon, maiz y vegetales de la

familia Cucurbitaceae.
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Tabla 2-11. CLso de los compuestos aislados de la parte aérea de P. septuplinervium y las

inflorescencias de P. subtomentosum sobre S.frugiperda

Sustancia .
CL m Sustancia ensayada CL m
ensayada so(ppm) y so(Ppm)
. AT 257,96
Dieta Artificial No se othrJT\]/lljeerr(z(r)lslnd|V|duos Monopalmitina (C3)
*(184.,17-412,30)
108,0
Acetona R.A. No se obtuvieron individuos N-p-Coumaroil Tiramina (C4)
muertos *(85,99- 143,26)
28,79
DMSO R.A No se obtuvieron individuos Crisina (C5)
muertos *(19,85-39,37)
1,702 5-hidroxi-7,4"-dimetoxi-flavona 85,77
Lorban (C6)
*(0,721-2,870) *(66,88-110,2)
Xen Tari 28,14 141
Pinostrobina (C7)
*(21,64-38,14) *(111,8-178,3)
126,9 17,16
Uvangoletina (C1) Acido Protocatéquico (C8)
*(98,12-167,8) *(13,20-21.57)
13,63 44,47
Galangina (C2) Daucosterol (C9)
*(10,05-17,44) *(34,78-55,98)

*Limites de confianza 95%

Por otra parte el esterol glicosidado, Daucosterol produce efecto toxico sobre los adultos
del gorgojo del arroz, Sitophylus oryzae (Coleoptera) generando altos niveles de
mortalidad post ingestién y un importante efecto de deterrencia antialimentaria (Pungitore
et al., 2005; Sosa et al., 2008), en estudios realizados en la década de los noventa por
Lugemwa y colaboradores en los que se determind la actividad antialimentaria sobre
Heliothis zea, lepidéptero que ataca cultivos de maiz en paises como Peru y Bolivia, sobre
agliconas y glicésidos de tipo betulina, se observé un aumento sustancial de la actividad
debido posiblemente a la polaridad del glicésido o a interacciones méas especificas con un
receptor implicado en la discriminacion de eleccién del alimento (Lugemwa et al., 1990).
Al ensayar diferentes esteroles y triterpenos estructuralmente relacionados con el
daucosterol sobre adultos de Sitophylus oryzae para determinar el efecto de la estructura
sobre la mortalidad se evidencié que la polaridad del grupo funcional sobre el carbono 3
del nucleo del esterol es un factor importante en la actividad, ya que la reduccién de esta

propiedad conlleva a la disminucion de la toxicidad (Lugemwa et al., 1990). La presente
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investigacion se constituye en el primer reporte de actividad insecticida del daucosterol

sobre larvas de Lepidopteros.

La actividad insecticida de los compuestos C2 y C8 no ha sido previamente reportada, sin
embargo compuestos estructuralmente relacionados particularmente compuestos
fendlicos, han mostrado actividad insecticida contra diferentes 6rdenes de insectos plaga.
Los metabolitos que en este estudio mostraron tener un mayor efecto sobre las larvas de
S. frugiperda (C2, C5, C8), poseen una caracteristica estructural comun, tienen mas de un
—OH sobre anillo aromatico. Los compuestos fendlicos como los flavonoides o los
derivados de acido benzoico polihidroxilados son conocidos por poseer caracteristicas
antioxidantes (Harborne y Williams, 2000), sin embargo bajo ciertas circunstancias
pueden actuar como pro-oxidantes y promover la oxidacion de otros compuestos
(Prochazkova et al., 2011); debido a sus caracteristicas estructurales estos metabolitos
poseen un bajo potencial de oxidacion que les permiten reducir Fe*® y Cu*? para sufrir una
autooxidacién o incluso involucrarse en procesos de ciclaje redox lo cual origina efectos
mutagénicos y genotoxicos (Pérez, 2003); algunos de los mecanismos por los que los

flavonoides ejercen su accién pro-oxidante son:

. Oxidacion por radicales fenoxilo de flavonoides: Los productos
finales de eliminacion de las especies reactivas de oxigeno son los radicales
fenoxilo de los flavonoides los cuales son muy reactivos y pueden ser
estabilizados por el glutation reducido (GSH), o por acidos nucleicos, para producir

guinonas flavonoides, las cuales son productos estables.

" Inhibicion de respiraciéon mitocondrial: Los flavonoles son capaces
de participar en la oxidacion NADH (citostélica y mitocondrial), inhibiendo la
porcion del complejo | (NADH-coenzima Q reductasa) de la cadena respiratoria
(Hodnick et al., 1994).

= Dafio directo al ADN: Algunos flavonoides polihidroxilados pueden
inducir dafios en el ADN, ya que el Cu* enlazado a sitios especificos de este
puede reaccionar simultdneamente con el compuesto flavonoide de tal forma que
se produce un complejo ADN-Cu*?-flavonoide. Por auto oxidacion del flavonoide
se genera un complejo ADN-Cu*™ + O,, el cual produce dafio oxidativo de la
cadena de ADN. (Yamashita et al., 1999).
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Un completo estudio realizado en 1999 por Yoshino y colaboradores (Yoshino et al.,
1999), muestra el efecto de seis flavonoides polihidroxilados sobre un amplio espectro de
lesiones del ADN en un modelo de célula procariota y uno de célula eucariota. El modelo
procariota usado fue plasmido PBR322 el cual es un vector de clonacion de E. coli, todos
los flavonoides polihidroxilados ensayados produjeron efectos de rotura de la cadena de
ADN del plasmido siendo mas notorios los producidos por los flavonoides miricetina (37,
4’, 5,5, 7-pentahidroxi-flavonol), quercetina (3", 4", 5, 7-tetrahidroxi-flavonol) y baicaleina
(5,6,7-trihidroxi-flavona) y menores los efectos causados por el flavonol galangina (5,7-
dihidroxi-flavonol) y la flavona crisina (5,7-dihidroxi-flavona), por lo que se puede inferir
gue la presencia de un patrén de hidroxilacion tipo pirogalol o catecol en uno de los anillos
de la estructura del flavonoide es importante para que se produzca la ruptura del ADN
procariota. Para determinar el efecto de los mismos flavonoides polihidroxilados en el
ADN eucariota se us6 como modelo ADN de timo de carnero, en el cual se determiné el
efecto teniendo como indicativo la formacion de 8-hidroxi-2"-deoxiguanosina catalizada
por cobre, obteniendo un resultado muy similar al de la célula procariota ya que se
observan los efectos en el siguiente orden miricetina>baicaleina>quercetina>galangina, la
flavona crisina causa un efecto muy leve; los resultados anteriores permiten inferir que
tanto en células procariotas como en eucariotas los flavonoles polihidroxilados poseen
efectos pro-oxidantes por reducciéon del Cu*? siendo mayores los dafios en el ADN cuando
existe sustitucion tipo pirogalol o catecol en alguno de los anillos del flavonoide. Teniendo
en cuenta que S. frugiperda es un organismo eucariote y comparandolo con el efecto
observado en las células de timo de carnero que también son eucariotes es posible que la
actividad insecticida que muestra la galangina aislada del extracto de parte aérea de P.
septuplinervium se deba en alguna medida a su efecto pro-oxidante que causa dafio
directo en el ADN por reduccién de Cu *? y posterior produccién del i6n superoxido que

induce dafo oxidativo de la cadena de acido nucleico de las células el insecto.

En el afio 2000 Yu y Abo -.Elghar mostraron que compuestos fendlicos de tipo flavonoide
actuan como inhibidores de glutation S-transferasa en Spodoptera frugiperda, (Yu y Abo -
Elghar, 2000), en dicho estudio compuestos estructuralmente relacionados al flavonol
galangina (5, 7-dihidroxi-flavonol) (C2) como el canferol (4°,5, 7-trihidroxi-flavonol), y a la
flavona crisina (C5) (5,7-dihidroxi-flavona) como la apigenina (4", 5, 7- trihidroxi-flavona),
inhibieron efectivamente la enzima glutatiéon S-transferasa extraida de intestino medio de
larvas de S. frugiperda, la apigenina fue el compuesto que presenté la mas potente

inhibicion siendo de manera general los flavonoles y las flavonas los metabolitos mas
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activos; adicionalmente se observé que cuando el ndcleo flavonoide esta glicosidado la
actividad disminuye sustancialmente, observandose una inhibicion muy pobre de la
enzima, teniendo en cuenta lo anterior podemos inferir que los compuestos C2 y C5
aislados de parte aérea de la especie vegetal P. septuplinervium pueden ser inhibidores
de GSH, lo que se traduce en el efecto insecticida observado. El sistema Glutation S-
transferasas es un grupo multifuncional de enzimas que activan mecanismos de
detoxificacion celular, estas enzimas catalizan el ataque nucleofilico glutatiéon reducido
sobre el centro electrofilico de un gran numero de estructuras toxicas, el glutation es el
antioxidante natural de la célula y ayuda a proteger la célula de especies reactivas como
las especies reactivas de oxigeno (ERO) (Kidd, 2001); por lo que si los flavonoides
polihidroxilados inhiben o interrumpen la accion de la enzima se evita la recuperacion del
sustrato glutation reducido y por ende se induce estrés oxidativo que pueden conducir en

efectos toxicos y mutagénicos en la célula. (Sahu y Gray, 1996).

A pesar de que son ampliamente conocidos los efectos protectores de los compuestos
fendlicos debido a la habilidad de formar complejos con proteinas via interacciones
covalentes 0 no covalentes, los efectos anti nutritivos de los compuestos fendlicos sobre
el crecimiento y desarrollo de insectos fitéfagos ha sido ampliamente reportado (Summers
y Felton, 1994), estos mismos autores demostraron el efecto pro-oxidante de los &acidos
fendlicos acido cafeico y &cido clorogénico, los cuales poseen como caracteristica
estructural comun la sustitucion orto-dihidroxi, sobre larvas de Helicoverpa zea
(Lepidoptera), dicho efecto pro-oxidante se detecté por aumento de los niveles de
peroxidacion lipidica, proteinas oxidadas y hierro libre, los cuales conllevaron a la
disminucion del crecimiento y el normal desarrollo de las larvas, que sufren de altas
mortalidades cuando se incorporan en la dieta los acido fendlicos orto-di-hidroxilados.
Teniendo en cuenta esto y extrapolando a los resultados de este estudio, el acido
protocatéquico (C8) aislado de inflorescencias de P. subtomentosum, el cual esta
relacionado con el &cido cafeico y el &cido clorogénico ya que posee la sustitucién orto-
dihidroxi caracteristica estructural responsable de generar el efecto pro-oxidante
observado en el estudio de Summers y Felton; y considerando que tanto S.frugiperda
como H. zea pertenecen a la misma familia y al mismo 6érden de insectos, podemaos
concluir que la mortalidad observada sobre las larvas de S. frugiperda y causada por el
acido Protocatéquico (C8) se debe al importante efecto pro-oxidante que genera la

produccion de anién superoéxido y la liberacion de hierro que termina en estrés oxidativo
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de los tejidos del intestino medio de las larvas y por tanto los hace un importante

componente toxico para los Lepiddpteros.

La presente investigacién es el primer reporte de flavonoides aislados de especies del
género Piper con actividad insecticida contra larvas de Spodoptera frugiperda, sin
embargo es importante tener en cuenta que es ampliamente reportada la potente
actividad de amidas aisladas de especies de este mismo género contra diferentes tipos de
insectos, entre ellos larvas de Spodoptera spp. (Boonen et al., 2012; Kitayama et al.,
2013; Park et al., 2002).

2.3.2 Efecto de los extractos etandlicos de parte aérea de P.
septuplinervium vy las inflorescencias de P. subtomentosum

sobre el ciclo de vida de S. frugiperda

El insecto, S. frugiperda produce dafios al follaje cuando es larva siendo més voraz en los
primeros instar de dicha etapa del ciclo de vida; es por esta razon que los ensayos de
determinacion de actividad insecticida, cuando se usa el gusano cogollero como insecto
blanco, se hacen cuando este se encuentra en larva; sin embargo si dentro de las
investigaciones se incluye la busqueda de sustancias que afecten los demas estadios del
ciclo de vida del insecto se esta ejerciendo una forma de control de la plaga. Después de
realizar la purificacién de las fracciones activas, obteniendo 9 sustancias de las que las
estructuras con OH fendlicos fueron las mas activas, se decidio evaluar el efecto de los
extractos etandlicos de parte aérea de P. septuplinervium e inflorescencias de P.
subtomentosum sobre el ciclo de vida de S. frugiperda y ver si se podia afectar el
desarrollo normal del organismo, en busca de una manera adicional de control. Las
larvas neonatas de S. frugiperda se alimentaron con dieta artificial la cual contenia los
extractos etandlicos de P. septuplinervium y P. subtomentosum a tres concentraciones
correspondientes a 300 ppm y 200 ppm, 200 ppm y 100 ppm, 100 ppm y 50 ppm
respectivamente, se utilizaron como controles relativo y absoluto, etanol y dieta artificial.
Se realizd un analisis sencillo de varianza, usando la prueba de Tuckey para determinar
diferencias significativas entre los tratamientos. Los parametros considerados para

determinar los efectos en el desarrollo normal de los insectos fueron:
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» Retraso en estado de larva: se registré la longitud cada 48 horas y se comparé
contra los tratamientos control (etanol y dieta artificial).
= Paso entre estadios: una vez el control absoluto (dieta artificial) alcanzo el 80%
de pupacién se registro el tiempo de paso de estadio a estadio, se comparo el
tiempo de retraso en funcion al control.
A continuacién se discutiran los resultados obtenidos en cada uno de los parametros

evaluados

= Retraso en estado de larva:
En la Figura 2-26 y 2-27 se muestra una de las lecturas realizadas, en donde se evidencia
el retraso en estado de larva de S. frugiperda, generado por los extractos de parte aérea

de P. septuplinervium e inflorescencias de P. subtomentosum

Figura 2-26. Retraso en el crecimiento de Spodoptera frugiperda, generado por el

extracto de parte aérea de P. septuplinervium al ser administrado en la dieta.

Larva control dieta

Larva control solvente

300 ppm
N 200 ppm
—> 100 ppm

Figura 2-27. Retraso en el crecimiento de Spodoptera frugiperda, generado por el

extracto de inlorescencias de P. subtomentosum al ser administrado en la dieta.

—— > Larva control dieta

v v v

50 ppm 100 ppm 200 ppm  Larva control solvente
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En las Tablas 2-12 y 2-13 se describen la comparacién de la longitud de las larvas en

cada tratamiento con el control absoluto durante los primeros 19 dias de incubacién, dia

en el cual este Gltimo alcanzé el 80% de pupacion.

Tabla 2-12 Comparacién del efecto del extracto de parte aérea de P. septuplinervium

sobre el tamafio de las larvas de S.frugiperda durante los primeros 19 dias de incubacion.

Tamafo de Larva (mm)*

Dosis
Dia 3 Dia s Dia 7 Dia 9 Dia 11 Dia 13 Dia 15 Dia 17 Dia 19
32+ | 34+ | 10z | 118+ | 137¢ 157+ 16,0 =
300pPM | 544 | 057 0,82 1,30 2,06 4,50 3,00 230+0 | 19,0£0
40% | 52+ | 112+ | 122+ | 145¢ 16,0 * 182+ 178%
200ppm | 4 g7 1,48 | 0,837 1,30 1,00 3,00 2,50 0,95 21£0
48+ | 73t | 102+ | 13+ 182+ 172+ 204+
100 ppm |, 213 1,48 | 4,08 0,44 1,50 250 | 178400 21+30
Control | 88+ | 156% | 21< 24+ 248+ 280 * 286+ 332 + 4510
solvente | 1,79 | 1,95 2,9 2,05 217 1,41 2,60 1,50 *
Control | 92+ | 19+ | 198« | 252+ | 266« 320¢ 283 ¢ 335 ¢ 345+
dieta 1.2 2.9 2,9 3.1 1,34 2.44 3,50 2,12 0,82

*Media £ DS de cinco repeticiones

Tabla 2-13 Comparaciéon del efecto del extracto de inflorescencias de P. subtomentosum

sobre el tamafio de las larvas de S. frugiperda durante los primeros 19 de dias de

incubacioén
Tamafio de Larva (mm)*
Dosis
Dia 3 Dia5 | Dia7 | Dia9 | Diall Dia 13 Dia 15 Dia 17 Dia 19
200 bom 308+ | 650+ | 108+ | 130+ | 173+ 226+ 263 + 203+ 310+
PP 0,73 0,7 1,09 1,73 0,57 0,57 1,15 1,15 1,41
370+ | 500+ | 126+ | 144+ | 201< 24,2 272+ 275+
100 ppm 0,44 035 2,07 1,34 074 +1,00 1,30 2gg | 30.0%0
I 440+ | 470+ | 106+ | 165+ | 222+ 246 + 270+ 28,4 + 30,6 +
PP 0,49 0.97 1,51 1,41 1,30 0,89 1,58 1,29 0,57
Control 990+ | 158+ | 208+ | 232+ | 258+ 28,6 + 29,5+ 32,6 33,0+
solvent 0,22 1,09 0,83 2,16 1,60 0,89 1,91 0,57 1,73
Control 11,7+ | 159+ | 184+ | 242+ | 270+ 312+ 206 + 325+ 33,7 +
dieta 0,44 1,24 0,54 1,30 1,00 2,06 2,08 0,70 2,06

*Media £+ DS de cinco repeticiones
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La lectura del tamafio de las larvas evidencié importantes retrasos en el crecimiento
durante los primeros 13 dias de incubacion con los dos extractos etandlicos a las tres
concentraciones ensayadas, el andlisis de varianza permite inferir diferencias
significativas (p<0,001) durante los primeros cinco registros de control de longitud, en
donde ademas se evidencia que el solvente empleado en la extraccion no produce
efectos en el desarrollo del animal. Las disminuciones de tamarfio en los primeros instar
larvales son cercanas al 50% en la mayoria de los tratamientos con respecto a los
controles empleados los cuales alcanzan un tamafio maximo cercano a los 35,0 mm; el
efecto observado anteriormente sobre las larvas de S. frugiperda con los extractos
ensayados se debe a la presencia de metabolitos fendlicos, lo cual es similar a lo que
ocurre en otros lepidépteros como Helicoverpa zea y Spodoptera litura en los cuales la
quercetina (3,4, 5, 7, tetrahidroxi-flavonol) causa detrimento en el desarrollo en los
primeros estadios del ciclo de vida debido a la accidon pro-oxidante de este tipo de
metabolitos que entre otras causa inhibicion de las oxidasas y afecta directamente la
respiracién mitocondrial; en estados mas avanzados del desarrollo larval los niveles de
oxidasas se incrementan de tal forma que el insecto crea mecanismos de detoxificacion
(Simmonds, 2001). Summers y Felton reportan que de manera general los &cidos
fendlicos o-dihidroxisustituidos como el acido protocatéquico presente en el extracto de
inflorescencias de P. subtomentosum, tiene un alto efecto sobre la peroxidacion de
lipidos y la oxidacion de proteinas en el intestino medio de los tejidos de las larvas H.zea
(Lepidoptera) y por lo tanto conducen a deterioro sobre el crecimiento y el desarrollo de

las larvas. (Summers y Felton, 1994)

= Retraso en el paso de estadio a estadio
Una vez el control alcanzé el 80% de la pupacién se registraron en los demas
tratamientos el nimero de individuos en cada estado del ciclo de vida y el tiempo que
demora el paso de larva a pupa y de pupa a adulto, con respecto al control. En la Tabla
2-14 y 2-15 se presenta el efecto sobre la pupacion, y la mortalidad producida por los
tratamientos después de 19 dias de incubacion y los patrones de emergencia entre

estadios del ciclo de vida del gusano cogollero.
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Tabla 2-14. Efecto sobre la pupacion y la mortalidad de S. frugiperda producida por los
extractos de inflorescencias de P. subtomentosum y la parte aérea de P. septuplinervium

después de 19 dias de incubacién

Tratamiento L (%)* P(%)° A(%)° M (%)°
P. septuplinervium 300 ppm 11,3 6,8 1,2 80,7
P. septuplinervium 200 ppm 15,9 34 57 75
P. septuplinervium 100 ppm 13,6 3,4 0 83
P. subtomentosum 200 ppm 8,6 15,7 4,3 71,4
P. subtomentosum 100 ppm 23,0 20 0 57,0
P.subtomentosum 50 ppm 24,5 7,0 15 67,0

Control dieta 20 80

%L (%): larvas sobrevivientes x 100/total de individuos restantes a dia 19
bp (%): pupas x 100/ total de individuos restantes a dia 19
¢ A (%): adultos emergentes x 100/ total de individuos restantes a dia 19

M (%): larvas muertas x 100/total de individuos restantes a dia 19

Tabla 2-15 Efecto de los extractos de parte aérea de P. septuplinervium e inflorescencias
de P. subtomentosum sobre los patrones de emergencia y paso de estadio a estadio de

S. frugiperda después del dia 19 de incubacién

PUPA A
TRATAMIENTO LARVA A PUPA ADULTO
P. septuplinervium Larvas no logran pasar a pupa .
300 ppm (mueren en dia 36) Dia 24 2 38
P. septuplinervium Larvas no logran pasar a pupa .
200 ppm (mueren dia 36 a48) Dia 24 a 34
P. septuplinervium Larvas no logran pasar a pupa .
100 ppm (mueren dia 26 a 28) Dia 28 a 36
P. subtomentosum Larvas no logran pasar a pupa .
200 ppm (mueren dia 26 a 32) Dia 26 a 30
P. subtomentosum Dos larvas logran pasar a pupa en el dia 32 las pupas mueren. Las .
. . Dia 24 a 30
100 ppm demas larvas mueren del dia 24 al 32
P. substgr‘gzrr:]tosum Larvas no logran pasar a pupa (mueren dia 24 a 32) Dia 24 a 32
Control solvent Dia 19 a dia21 Dia 26 a dia 28
Control dieta Dia 19 a dia 20 Dia 26 a dia 28
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Los resultados de la Tabla 2-14 evidencian la influencia de los extractos en la pupacion,
ya que mientras que el tratamiento control llega al 80% de pupacién, los organismos
expuestos a los diferentes tratamientos no alcanzan el 20% de pupacion; es importante
anotar que se observa una alta cantidad de organismos muertos en estado de larva en
todos los tratamientos. Una vez se establecio la cantidad de animales en cada estadio en
el dia 19 de incubacion se determind si existia algln retraso en los pasos entre estadios;
como se observa en la Tabla 2-15 las larvas vivas en el dia 19 no logran culminar su
desarrollo en todos los tratamientos; mientras existe un retardo en la emergencia del
adulto en los organismos que en el dia 19 alcanzan el estado de pupa.

En este ensayo no fue posible tener parejas de adultos hembras y machos suficientes
para evaluar el efecto en la oviposicion, sin embargo como se observa en la Figura 2-28
tanto en pupas como en adultos se registraron malformaciones muy seguramente por el
efecto pro-oxidante de los componentes de los extractos etandlicos ensayados que

conllevan a la degradacién del ADN del insecto.

Figura 2-28 Mal formaciones causadas a las pupas y los adultos de S. frugiperda
después de incluir los extractos de parte aérea de P. septuplinervium e inflorescencias de

P. subtomentosum en la dieta.
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2.4 Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos en este capitulo podemos proponer a los
extractos de parte aérea de Piper septuplinervium y a los compuestos
determinados como activos, que pueden ser encontrados en otras fuentes
vegetales, a ser candidatos para hacer estudios de actividad en condiciones

controladas en invernadero y en campo.

El trabajo fitoquimico desarrollado en P. subtomentosum y P. septuplinervium
contribuye al conocimiento quimico de las especies y del género, pues no hay
reportes previos a esta investigacion sobre el particular. EIl estudio fitoquimico
bioguiado de los extractos de inflorescencias de P. subtomentosum y parte aérea
de Piper septuplinervium condujo al aislamento de 9 compuestos; los cuales estan

de acuerdo con la quimiotaxonomia del género Piper

Se propone que la actividad pro-oxidante de los metabolitos fendlicos aislados de
las fracciones activas de los extractos estudiados es uno de los mecanismos en

los que actuan frente a las larvas de S. frugiperda

Ademdas de determinar que los metabolitos aislados en este trabajo poseen
incidencia en la actividad insecticida (larvicida) presentada inicialmente por los
extractos, se determind que la parte aérea de Piper septuplinervium y las
inflorescencias de Piper subtomentosum producen retrasos en el crecimiento
normal de las larvas (retrasos del 50%), mal formaciones en las pupas y en los
adultos y en algunos casos afectan el sistema enzimatico que regula el paso de las

larvas al estado de pupa.
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3.Derivados de flavonoides naturales vy
sintéticos y su efecto sobre sobre el
comportamento alimentario de Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)

3.1 Generalidades

Gracias a una serie de estimulos bidticos y abibticos las especies vegetales han
desarrollado mecanismos que les han permitido convertirse en los seres vivos
dominantes dentro de diversos ecosistemas terrestres, haciendo que muchos individuos
con los que comparten su habitat dependan estrechamente de ellas, generando en estos
Gltimos mecanismos de adaptacion que implican procesos de coevolucién (Camarena,
2009); estos mecanismos incluyen barreras fisicas y quimicas pre-existentes y algunas
gue se activan al ataque de herbivoros, los cuales han desarrollado estrategias para
evadir las defensas generadas por las plantas, creandose asi un equilibrio dinamico entre
plantas e insectos (Harborne, 1982). Las defensas de tipo quimico pueden ser directas
en forma de sustancias toxicas, disuasorias, repelentes y reductoras de la digestibilidad
(Cornell y Hawkins, 2003), o indirectas mediante sustancias volatiles que atraen a los
enemigos haturales de los insectos que atacan a la planta, las sustancias quimicas
responsables de esta defensa son comiUnmente conocidas como metabolitos
secundarios los cuales pueden ser metabolizados en las plantas por diferentes vias
siendo los terpenos, alcaloides y flavonoides los tipos de metabolitos mas cominmente
reportados como defensas quimicas en diferentes especies de plantas (Drijfhout. y
Morgan, 2010); los mecanismos de defensa quimicos que las plantas han desarrollado a
lo largo de la evolucion tienen un gran potencial en el desarrollo de métodos mas
racionales para el control de plagas, bien como protectores naturales de las plantas o

como modelos para el desarrollo de productos sintéticos (Murray et al., 1999).
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De los metabolitos mencionados anteriormente, los flavonoides son los mas ampliamente
distribuidos en las especies vegetales, biosintéticamente hablando se derivan de ruta
mixta, y han sido motivo de mudltiples estudios (Harborne, 2000; Treutter, 2006;
Simmonds, 2001; Simmonds, 2003; Hilker y Meiners, 2011; Sosa y Tonn, 2008), que han
confirmado su rol en diferentes tipos de interacciones que pueden darse entre plantas e
insectos, las cuales tienen que ver principalmente con alimentacion, oviposiciéon, y
captura por parte de los herbivoros de los compuestos flavonoides que poseen las
plantas para usarlos como mecanismos de defensa frente a otros depredadores.
Simmonds en el 2001 evidencié que la respuesta alimentaria de algunos insectos
polifagos frente a compuestos de tipo flavonoide depende del 6rden del insecto, la
concentracion ensayada y de la edad del insecto; uno de los ejemplos de esto es el
comportamiento observado con la rutina (quercetina-3-O-rutindsido), se ha demostrado
qgue este flavonoide es fagoestimulante en insectos como el ortéptero Schistocerca
americana mas conocido como langosta y las larvas del Lepiddptero Heliothis virescens;
sin embargo cuando se administra rutina en concentraciones superiores al rango de 107
M el efecto observado en larvas en los Lepidépteros Heliothis zea y de Heliocoverpa
armiguera, plagas de algoddn y col respectivamente es totalmente contrario ya que el
comportamiento fago estimulante no se observa y en cambio el flavonoide rutina produce
deterrencia (Simmonds, 2001), lo anterior nos permite inferir que no se puede generalizar
el comportamiento de una sustancia sobre diferentes insectos plaga, ni siquiera si
pertenecen al mismo érden y que se debe tener muy presente la dosis probada, y el
momento del ciclo de vida en la que esta se administra. Que los insectos muestren
comportamientos como el expuesto anteriormente permite pensar que de alguna manera
estos organismos poseen mecanismos que les permiten percibir y diferenciar diversas
clases de sustancias, en este sentido existen estudios que evidencian como las larvas de
Lepidopteros, orden al cual pertenecen muchos insectos plaga, tienen receptores
sensoriales que responden a un rango de fagoestimulantes y deterrentes como azlcares,
aminoacidos, alcaloides y diterpenos (Schoonhoven, 1982); del mismo modo en estudios
mas recientes se ha evidenciado que especies de Lepiddpteros y saltamontes han
demostrado tener receptores del gusto que responden a compuestos fenélicos (Bernays
y Chapman, 2000; Simmonds et al., 1990), sin embargo se desconoce la especificidad de
dichos receptores y si diferencian entre los distintos nucleos de flavonoides (chalconas,

flavonas, flavonoles e isoflavonas).
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Ademas de afectar comportamientos alimentarios, se ha demostrado que los flavonoides
pueden llegar a influenciar otras funciones propias del ciclo de vida de insectos como la
oviposicién (Simmonds, 2001); en el caso de Lepidépteros como la mariposa monarca se
ha demostrado que los quimiorreceptores de contacto ubicados en los tarsos de hembras
adultas tienen la capacidad de responder a una serie de extractos con alto contenido
flavonoides, estimulando la oviposicién de las hembras. La mayoria de las especies de
plantas que estimulan dicho comportamiento tienen la similitud de contener glicésidos de
flavonoides estructuralmente relacionados con la quercetina y cuya fraccion de azulcar
contienen principalmente glucosa, galactosa, y xilosa o galactosa, glucosa, y ramnosa.
(Harborne, 2000). Teniendo en cuenta las evidencias anteriormente presentadas en la
cuales se expone la importancia de los compuestos de tipo flavonoide en las
interacciones planta-insecto, muchos autores han realizado estudios que involucran
sintesis y semisintesis de compuestos de tipo flavonoide o de sus analogos, orientados a
obtener diversidad quimica y determinar si hay o no efecto de las variaciones
estructurales sobre diferentes interacciones del sistema biolégico en mencién. (Romanelli
et al., 2010; Duchowicz et al., 2009; Morimoto et al., 2007; Morimoto et al., 2003;
Onyilagha et al., 2004; Simmonds, 2001; Ohmura, 2000; Morimoto, 2000). Considerando
qgue la mayoria de los metabolitos aislados de las fracciones activas de las especies
estudiadas en este trabajo son de tipo flavonoide y teniendo en cuenta la importancia de
este tipo de compuestos en las interacciones planta insecto, en el presente capitulo se
mostrard el andlisis de la incidencia sobre la mortalidad y el efecto sobre el
comportamiento alimentario de Spodoptera frugiperda frente a las siguientes substancias
derivadas de flavonoides:
e Los derivados acétilados de la Uvangoletina (C1) y la Galangina (C2)
e Algunas chalconas con sustituyentes nitrogenados y halogenados obtenidas por
condensacion de Claisen-Schmidt
e Los anélogos de carbamatos de dos de las chalconas obtenidas
e Algunos compuestos de tipo flavonoide obtenidos en otros trabajos desarrollados
en el grupo de investigacion (Prieto, 2012, Chiappe, 2013, Plazas et al., 2008) los
cuales tienen patrones de sustitucion diferentes a las existentes en los
compuestos naturales, semisintéticos, y sintéticos obtenidos en la presente

investigacion.
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3.2 Materiales y Métodos

Las purificaciones de los derivados y de los compuestos sintéticos se realizaron por
medio de cromatografia en columna por gravedad (CC), y por aplicacion de presion
mediante cromatografia flash (CF). La fase estacionaria utilizada para la purificacién por
CC fue silica gel 60 Merck (70-230 Mesh), para la CF fue silica gel 60 (230-400 Mesh)
Macherey—Nagel®. El monitoreo de las cromatografias en columna, el control de pureza,
y el seguimiento de las reacciones se realiz6 por cromatografia en capa delgada (CCD)
empleando cromatoplacas de silica gel 60 HF., Merck y utilizando como reveladores
vapores de yodo, luz UV (254 y 365 nm), vainillina/HsPO, , anisaldehido/H;PO4, vy
Reactivo de Draggendorff-Munier (Panreac, 2013). Todos los solventes empleados para

los procedimientos cromatograficos fueron destilados y secados antes de su uso.

Los espectros de resonancia magnética nuclear fueron registrados en espectrometros
Bruker Avance operando a 300, 400, y 500 MHz (*H); 75, 100, 125 MHz (**C); empleando
como solventes: cloroformo deuterado (CDCls), acetona deuterada (CD5),CO, y piridina
deuterada (CsDsN). Los desplazamientos quimicos (8) estdn expresados en partes por
millon (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en hercios (Hz). Las multiplicidades
estan asignadas como sigue: s = singlete, d = doblete, t = triplete, ¢ = cuarteto, m =

multiplete, dd = doble doblete.

Los analisis de masas se realizaron en un cromatografo Perkin EImer Autosistem GCMS
usando como método de ionizacién impacto electrénico (IE) y en el espectrometro de
masas de trampa de iones Esquire 3000 Plus Bruker, acoplado a un cromatografo liquido
Agilent 1100, usando como método de ionizacién electrospray en modo negativo (ESI).
Los andlisis de masas de alta resolucion se realizaron en un espectrometro de masas
hibrido con analizador de triple cuadrupolo - tiempo de vuelo 5600 AB Sciex. Los
fragmentos significativos se indican como m/z (intensidad relativa al pico base=100), con

masa exacta determinada para el ibn molecular (M) o fragmento i6nico adecuado.

3.2.1 Material Biologico

Las larvas de Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae), fueron recolectadas

y mantenidas de acuerdo al protocolo descrito en los numerales 2.2.3 (Capitulo 2).
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3.2.2 Determinacién de actividad antialimentaria (Inapetencia)

La actividad antialimentaria de los compuestos naturales, semi-sintéticos y sintéticos
contra larvas de Spodoptera frugiperda fue evaluada a través de un ensayo de libre
eleccién (Mufoz et al., 2013). En una caja de petri provista de papel filtro humedo se
colocé una larva junto con dos discos de lechuga de 1 cm? de diametro, uno de los
cuales fue impregnado con la solucién de la sustancia a evaluar, el otro disco se
impregno con el mismo volumen del solvente con el que se disolvié la sustancia de
interés. Las cajas selladas se llevaron a condiciones controladas (28 + 2 °C y 65 + 5% de
humedad relativa, con un fotoperiodo de 12 h: 12 h (luz-oscuridad)) y 24 horas después
se realizd la lectura del area consumida. Se ensayaron dos concentraciones por
sustancia correspondientes a 50 y 10 pg/cm?, realizando 10 réplicas por concentracion,
por sustancia ensayada. En todos los discos el solvente fue retirado por exposicion a
una corriente en cabina de flujo laminar durante 15 minutos. Como control positivo se
uso extracto de semillas de neem. El indice antialimentario (I1A) fue calculado por medio

de la siguiente relacion matematica.

%IA= [(1- T/C) x 100]
Dénde:
T: Promedio del area consumida en el disco tratado

C: Promedio del area consumida en el disco sin tratar.
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3.2.3 Sintesis y semisintesis de los compuestos ensayados
contra Spodoptera frugiperda

3.2.3.1 Derivados acetilados (Hermoso et al., 2003)

Derivados acetilados de la Uvangoletina (D1 y D2)

X o)
HO OCH;3 o | P o N OCHg
. \”/ \”/ N l . N
o o o s
5h, D1

C1 OH 0

OH o Temperatura
ambiente

Siguiendo la metodologia convencional de acetilacién con anhidrido acético y piridina, a
una mezcla de 25 mg de Uvangoletina (C1) (0,091 mmol), 10,0 uL de anhidrido acético
(0,11 mmol) se adicionaron dos gotas de piridina, la mezcla de reaccion fue agitada
constantemente durante 5 horas a temperatura ambiente, la reaccion fue monitoreada
por CCD. Transcurrido el tiempo, la mezcla de reaccién se colocé sobre hielo triturado,
se llevdo a pH 5 y se extrajo sucesivamente con CHCI;. las fases cloroférmicas se
reunieron y se secaron con CaCl,, después de retirar el desecante por filtracion, el
solvente fue eliminado a presion reducida y el residuo fue sometido a CF eluyendo con
Hexano-AcOEt (7:3), obteniéndose un sélido amorfo amarillento denominado 2"-hidroxi-
4’ -acetil-6"-metoxi-dihidrochalcona (D1) (15 mg, 0.048 mmol, 53%).

X o
HO OCHg o | o N OCHs
+ N l 2
2 —_— + OH
o o o G

Reflujo, D2
C1 Agitaciéon/12 h OYO o

A una mezcla de 25 mg de Uvangoletina (C1) (0,091 mmol), 500 pL (5.29 mmol) de

anhidrido acético se adicionaron cuatro gotas de piridina, la mezcla de reaccion fue

OH @]

agitada constantemente durante 12 horas a reflujo, la reaccién fue monitoreada por CCD.
Transcurrido el tiempo, la mezcla de reaccion se colocé sobre hielo triturado, se llevé a

pH 5 y se extrajo sucesivamente con CHCI;. las fases cloroférmicas se reunieron y se
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secaron con CacCl,, el solvente fue eliminado a presién reducida y el residuo fue
sometido a CF eluyendo con Hexano-AcOEt (7:3), obteniéndose un aceite amarillo
denominado 2",4’-diacetil-6"-metoxi-dihidrochalcona (D2) (23 mg, 0,065 mmol, 71,4%).

Derivados acetilados de la Galangina

A partir de las fracciones activas F4, F5, F6 (11,5 g) de la parte aérea de P.
septuplinervium, las cuales fueron reunidas por su perfil por CCD y de las cuales se
aislaron la dihidrochalcona uvangoletina (C1) y el flavonol galangina (C2), se obtuvo una
mezcla (2,95 g) con comportamiento similar a C1 y C2 frente a la luz UV (254 nm, 365
nm) y vainillina/HsPO,; dicha mezcla no se pudo separar por CC y CF, por lo que se
decidié acetilarla en un intento por purificarla, en la Figura 3-1 se muestran las CCD
eluidas con el sistema EdP-AcOEt-Acido formico (70:30:2) de la mezcla reveladas con
vainillina/H;PO, antes y después de realizar la acetilacion, en la Figura 3-1a se sefiala la
corrida correspondiente a la mezcla antes de acetilar, mientras que en la Figura 3-1b se
observa el control de la columna de fraccionamiento de la mezcla después de haberse
sometido a la acetilacion. La reaccion se realizd de la misma forma que para la
obtencion de los derivados acetilados de la uvangoletina, modificando las cantidades de
anhidrido acético y piridina por tratarse de una mezcla de peso muy superior al empleado
en el caso de la obtencion de D1 y D2 utilizando exceso de anhidrido acético, la reaccién

se mantuvo en reflujo por 12 horas.

Figura 3-1. Perfiles de CCD reveladas con vainillina/HsPO, y eluidas con EdP-AcOEt-

HCOOH 70:30:2 de la mezcla antes y después de la acetilacion

2

(b)

La mezcla acetilada fue sometida a fraccionamiento por CF con el sistema de elusion
EdP-AcOEt-HCOOH (70:30:2), de la cual se obtuvieron 8 fracciones totales, marcadas
como MAl1l a MAS, las fracciones MA2a MA7se sometieron a CF sucesivas con los
sistemas de disolventes n-hexano-AcOEt-Acido férmico (80:20:2), n-heptano-AcOEt-
Acido férmico (75:25:2); ¢-CHs — AcOiPr (90:10) obteniendo D2 (487 mg) y D3 (47 mg),
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D4 (41 mg), D5 (12 mg), los tres ultimos derivados corresponden a derivados acetilados
de la galangina (C2). En la Figura 3-2 se presenta el procedimiento de obtencion y

purificacidn de la mezcla acetilada.

Figura 3-2. Procedimiento de obtencidn y purificacién de la mezcla acetilada

980 g de parte aerea
seca y molida

Percolacion con
Etanol 96%

Extracto etandlico

7049
40g CC
(¢-CH,: AcQiPr)
18 Fracciones
F1aF18
F4-F6
(11,49 g) CC EdP-AcOEt (gradiente)
CF sucesivas (n- Hexano-AcOEt-HCOOH 80:20:2)
(n-Hexano-Acetona-HCOOH 85:15:2)
. | . Mezcla
Uvangoletina (C1) ; -/ Galanguina (C2) 20959
1.Acetilacion
2. CF (EdP-AcOEt-HCOOH 70:30:2)
3. CF sucesivas (n-hexano-AcOEt -HCOOH 80:20:2)
(n-heptano —AcOEt-HCOOH 75:25:2)
(¢-CH,-AcOEt 90:10)
D2 D3 D4 D5
(487 mg) (47 mg) (41 mg) (12 mg)

3.2.3.2. Sintesis de chalconas

Por medio de la reaccion de Claisen-Schmidt (Lawrence et al, 2001), el método mas
comunmente usado para la sintesis de chalconas y que involucra la condensacién de una
acetofenona con un aldehido aromatico, se obtuvieron las chalconas S1 a S6. La
reaccién involucré cantidades equimolares de acetofenonas y aldehidos aromaéticos, las
cuales fueron disueltas en etanol, el procedimiento se llevé a cabo en medio basico, por
lo que fueron adicionados 2 mL de solucién de NaOH 20%. Las mezclas de reaccion se
sometieron a reflujo y el progreso del procedimiento de sintesis fue seguido por CCD.
Una vez las reacciones finalizaban el crudo obtenido se enfrio y se filtrd. EIl sdlido

resultante se purificé por recristalizacion (RC) o por cromatografia en columna (CC). En
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la Figura 3-3 y la Tabla 3-1 se muestran el esquema general de la reaccion de Claisen-

Schmidt, y las condiciones de reaccion.

Figura 3-3. Esquema general de reaccién para obtencién de S1-S6

0 0 0
H 7
NaOH 20%
+
Ry R4 R, Ry R; Ry
Rs S (1-6) Ry
R]_:H R2=R3=R4:H S1
R1:H R2=R3=H R4=N (CH3)2 S2
R1:NH2 R2=R4=H R3=N02 S3
R1:NH2 R2:R3=H R4=N (CH3)2 S4
R1:NH2 R2:C| R3=R4=H S5
Rj_:NHz R2:R3:H R4:CH3 S6
Tabla 3-1. Condiciones de reaccién para obtencién de S1-S6
o Tiempo de
Chalcona Acetofenona Benzaldehido Rendimiento » Método de
reaccion
(mmol) (mmol) (mmol) (%) _ purificacion
(min)
S1(0,72) 0,96 0,96 75 120 RC
S2 (0,40) 0,80 0,80 50 120 RC
S3 (0,60) 0,75 0,75 80 210 cC
S4 (0,64) 0,75 0,75 85 95 cc
S5 (0,70) 0,78 0,78 89 180 cC
S6 (0.17) 0,84 0,84 20 120 CC
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3.4.2.3 Preparaciéon de analégos de carbamatos a partir de chalconas

sintéticas.

e Preparacion de analogos de carbamato a partir de las chalconas S3y
S5

Una mezcla equimolar de la chalcona y p-fluoro-fenil-isocianato fue sometida a reflujo en
CH,CI, o acetona (solvente dependiente de la solubilidad de la chalcona), la reaccion fue
controlada por CCD. Después de finalizada la reaccion el solvente fue evaporado y el
crudo de reaccion fue extraido sucesivamente con CH,Cl, y purificado por cromatografia
en columna eluyendo con CH,Cl,- MeOH en diferentes proporciones. En la Figura 3-4 'y
la Tabla 3-2 se presenta el esquema general de reaccion de obtencién de los analogos

de carbamato, y las condiciones de reaccion en cada caso

Figura 3-4. Reaccion general de obtencién de analogos de carbamatos

R;=Rs=H R,=NO, S7

R]_:Cl R2:R3:H S8

Tabla 3-2. Condiciones de obtencion de los analogos S7 y S8

i ) Tiempo de o
Analogo Chalcona Isocianato Solvente de . Rendimiento
y reaccion
(mmol) (mmol) (mmol) reaccion ] (%)
(min)
S7 (0.056) 0.111 0.111 CH,Cl, 150 50.4
S8 (0.089) 0.116 0.116 CH,Cl, 180 76.7
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3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Analisis espectroscoépico

3.3.1.1. Andlisis espectroscopico de los compuestos semisintéticos

Para confirmar la identidad de los derivados semisintéticos de flavonoides se compararon
los espectros de RMN *H y *3C de estos, con los espectros de los flavonoides naturales
uvangoletina (C1) y galangina (C2) en busca de sefales diferentes que permitan
confirmar la presencia de los grupos incluidos en la estructura de los flavonoides

naturales.

e Derivados acetilados (D1 vy D2) de uvangoletina (C1)

Por medio de acetilacion con anhidrido acético y piridina, y a partir de la uvangoletina
(2",4"-dihidroxi-6"-metoxi-dihidochalcona) extraida de la parte aerea de P.
septuplinervium se obtuvieron dos derivados acetilados cuya diferencia estructural es el
namero de grupos acetilo sobre la estructura del producto natural del que proceden, el
cual presenta dos hidroxilos fendlicos susceptibles de ser acetilados. Los derivados D1y
D2, fueron identificados haciendo uso de la comparacién de algunos de sus espectros de
resonancia magnética nuclear con los espectros de RMN de la uvangoletina; en la Figura
3-5 se presentan los espectros de RMN *H de la uvangoletina (C1) (Figura 3-5a), el
derivado D1 (Figura 3-5b), y el derivado D2 (Figura 3-5c).
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Figura 3-5. Comparacion de los espectros de RMN *H de los compuestos C1, D1y D2

—205 cetone-66

| .
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Figura 3-5a. RMN *H de la Uvangoletina C1, 400 MHz, Acetona dg
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Figura 3-5b. RMN *H del compuesto D1, 400 MHz, CDCls
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Figura 3-5c. RMN *H del compuesto D2, 400 MHz, CDCl,4
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Al comparar los espectros de RMN 'H de los compuestos C1, D1 y D2 se observa la
presencia de sefiales caracteristicas que indican las modificaciones realizadas en el
producto natural. En la Figura 3-5b se observa una sefial singlete en & 2,30
caracteristica de un metilo del grupo acetilo (Hermoso et al., 2003), lo que nos confirma
la efectiva acetilacién de la uvangoletina (C1); adicionalmente en el mismo espectro se
observa una sefal singlete en & 13,5 que por su desplazamiento y comparando con los
datos espectroscopicos de la uvangoletina (C1) (Avila et al., 2011) corresponde a la sefial
del proton del grupo hidroxilo de la posicion 2°de la dihidrochalcona que hace puente de
hidrégeno intramolecular con el grupo carbonilo adyacente; la presencia de esta Ultima
sefial en el espectro de RMN 'H del compuesto D1 indica que el grupo acetilo se
encuentra en la posicion 4’de la estructura de la dihidrochalcona, el derivado D1 se
nombré como: 2'-hidroxi-4 -acetil-6 - metoxi-dihidrochalcona. El espectro de RMN *H del
derivado D2 evidencia la presencia de dos singletes en § 2,11 y 6 2,26, que aunado a la
ausencia de la sefial del proton fendlico de la posicion 2°de la dihidrochalcona que
aparece en 0 13,9 en C1 y en d 13,5 en D1, indica que el compuesto D2 corresponde al
derivado diacetilado de la uvangoletina el cual se denominé: 2,4 -diacetil-6"-metoxi-
dihidrochalcona. Un factor que da indicios de la obtencién de los derivados acetilados es
el cambio en la solubilidad; el compuesto natural C1 del cual se originaron los derivados
acetilados D1 y D2 es soluble en acetona, se espera que los derivados obtenidos
después de la acetilacion de dicho compuesto sean menos polares por lo tanto solubles
en un solvente de mas baja polaridad como el cloroformo, como efectivamente se
observa. Después de realizar la busqueda en las diferentes bases de datos de las
estructuras de los derivados acetilados de la uvangoletina, se determiné que D1 no
posee reportes previos en la literatura. En las Tablas 3-3 y 3-4 se presentan los datos
espectroscoépicos y las constantes fisicas de los compuestos D1 y D2; en las Figuras 3-6

y 3-7 se presentan los espectros de RMN **C de los compuestos D1y D2.
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Tabla 3-3. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto D1

Nombre: 2’-hidroxi-4"-acetil-6"-
metoxi-dihidrochalcona
5 | Estado fisico So6lido amorfo amarillo
;OOFIZ: lﬂ?ar C18H150s
Peso molecular 314 g/mol
Punto de fusién 165-166 °C

EM-IE m/z (%): 43 (100), 167(50), 91 (25)
HRMS: 315,1234 [M+H"]

RMN H (400 MHz, CDCly: & 3,00 (t, J=7,35 Hz, H-B), 3,40 (t, J=7,35 Hz, H-a), 6,18 (d,
J=2,17 Hz, H-3"), 6,36 (d, J=2,19 Hz, H-5"), 7,18-7,26 (m, H3/H4/H6), 7,28-7,34 (m,
H2/H5), 2,30 (s, CH3-C=0), 3,85 (s, OCHj), 13,5 (s, OH)

RMN *3C [100 MHz, (CDCls]: 30,5 ppm (C-B), 46,3 (C-a), 96,1 (C-5),104,0 (C-3°),109,2
(C-1"), 126,2 (C-4), 128,58 (C-2/C-6), 128,6 (C-3/C-5), 141,5 (C-1), 156,7 (C-4"), 162,5
(C-6"), 166,2 (C-27), 205,7 (C=0), 21,3 (CH;-C=0), 56,0 (OCH,), 168,6 (CH3-C=0).

Figura 3-6. Espectro de RMN **C del compuesto D1, 100MHz, CDCls.

77.16 Chloroform-d

25.70
~168.57
166,19
16248
—156.70
14155
12860
12858
12616
—109.24
— 10403
%.12
56.03
4631
3053
2133

Lo

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40
f1 (ppm)




139

Tabla 3-4. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto D2

Nombre:

2" .4 -diacetil-6"-
metoxi-
dihidrochalcona

Estado fisico

aceite amarillo

Férmula molecular

CZOHZOOG

Peso molecular

356 g/mol

EM-ESI: 379,03 [M+Na’] EM-IE m/z (%): 43 (100), 167 (35), 91 (15)

RMN *H [400 MHz, CDCI5]:5 3,00 (t, J=7,50 Hz, H-B), 3,20 (t, J=7,35 Hz, H-a), 6,59 (d,
J=1,96 Hz, H-3"), 6,63 (d, J=1,96 Hz, H-5"), 7,19 (ddd, J=6,16; 3,27; 1,57 Hz, H4), 7-23-
7,32 (m, H2/H3/H5/H5), 2,10 (s, CHs-C=0), 2,26 (s, CH3-C=0), 3,70 (s, OCH)

RMN *3C [100 MHz, (CDCly]: 29,5ppm(C-B), 45,3 (C-a), 102,8 (C-57),108,8 (C-37),121,2 (C-
1), 125,8 (C-4), 128,1 (C-2/C-6), 128,3 (C-3/C-5), 141,0 (C-1), 148,1 (C-4"), 157,7 (C-6"),
152,2 (C-27), 200,9 (C=0), 20,4 (CHs-C=0 2°), 20,8 (CH;-C=0 4), 55,8 (OCH), 168,4

(CH4-C=0 4°), 168,6 (CH4-C=0 2).

Datos descritos en: Barrero et al; 1997

Figura 3-7. Espectros de RMN **C del compuesto D2,100 MHz, CDCl,
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e Derivados acetilados de la galangina

A partir de la acetilacién con anhidrido acético y piridina de la mezcla extraida de la F4-
F6, fracciones obtenidas de la columna de fraccionamiento del extracto etandlico de parte
aérea de P. septuplinervium se obtuvieron 4 compuestos (Figura 3-2), el derivado D2
(2°,4"-diacetil-6"-metoxi-dihidrochalcona), previamente obtenido por acetilaciéon de la
uvangoletina (C1) y tres compuestos mas, los cuales por comparaciéon con el espectro de
RMN *H de C2, corresponden a los derivados acetilados de la galangina. En la Figura 3-
8 se presentan los espectros de RMN *'H de los compuestos galangina (C2) (Figura 3-
8a), D3 (Figura 3-8b), D4 (Figura 3-8c), y D5 (Figura 3-8d)

El paralelo realizado entre los espectros de RMN *H de los compuestos D3, D4, y D5, y
el espectro de RMN *H del compuesto C2, evidencia la similitud de los perfiles de RMN
'H en lo que respecta a las sefiales que conforman el nicleo flavonoide (5 6-8), sin
embargo existen diferencias que indican las modificaciones estructurales de las
sustancias D3, D4 y D5 con respecto al producto natural C2. Los aspectos considerados

en la comparacion entre los perfiles de RMN *H presentados en la Figura 3-8 fueron:

e Numero de sefales correspondientes a los protones del metilo del grupo acetilo:
las Figuras 3-8b, 3-8c, y 3-8d muestran sefiales singletes que integran cada una
para 3 hidrogenos en el rango de & 2,30-2,50 caracteristicas de los metilos de los
grupos acetilo (Plazas et al., 2008), las cuales no se encuentran en el espectro
del compuesto C2, la diferencia entre cada uno de los compuestos D3, D4, y D5,
es el nimero de acetilos dentro de la molécula ya que de acuerdo a lo observado
en los espectros presentados en la Figura 3-8 el compuesto D3 (Figura 3-8b)
presenta tres singletes (0 2,30; 2,33; 2,43), el compuesto D4 (Figura 3-8c) dos
singletes (© 2,22; 2,34) y el compuesto D5 (Figura 3-8d) presenta un singlete (&
2,30).

e Ausencia de la sefial del protén fendlico quelatado con carbonilo cercano: el
espectro de RMN *H del compuesto natural C2 muestra la presencia de una sefial
desplazada a campo bajo en & 12,1 correspondiente al proton del OH fendlico
sobre el carbono 5 del nacleo flavonoide (Facundo y Morais, 2003) (Figura 3-8a),
esta sefial no se observa en el espectro de RMN *H del compuesto D3 (Figura 3-
8b), lo que hace presumir la ausencia del OH 1-3 al grupo carbonilo. En el caso
de los espectros de RMN *H de los compuesto D4 (Figura 3-8c) y D5 (Figura
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3.8d), se observa la sefial del protén fenélico en 6 12,2 y 12,3 respectivamente, lo
gue indica la presencia de OH fendlico 1-3 al carbonilo en la estructura de dichos

compuestos.

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores se determiné que los compuestos D3,
D4 y D5 corresponden a los derivados triacetilado (3, 5, 7-triacetil-flavona), diacetilado
(3,7-diacetil-5-hidroxi-flavona) y monoacetilado (3-acetil-5,7-dihidroxi-flavona) del
compuesto C2 (3, 5, 7-trihidroxi-flavona) respectivamente. Después de realizar la
busqueda en las diferentes bases de datos se concluyd que el derivado diacetilado del
compuesto C2 (compuesto D4) no posee reportes previos en la literatura. Los espectros
de RMN *H de los compuestos D3, D4, y D5 fueron registrados en equipos diferentes,

teniendo en cuenta la cantidad de muestra y la disponibilidad de maquina.

En las Tablas 3-5,3-6, y 3-7, se presentan los datos espectroscopicos y las constantes
fisicas de los compuestos D3, D4, D5; de igual forma en las Figuras 3-9, 3-10, y 3-11 los

espectros de RMN *C de los compuestos D3, D4, y D5 respectivamente
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Figura 3-8. Comparacion espectros de RMN *H de los compuestos C2, D3, D4, D5.
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Figura 3-8a. Espectro de RMN *H del compuesto C2, 300 MHz, Acetona dg
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Figura 3-8b. Espectro de RMN *H del compuesto D3, 300 MHz, CDCl,
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Figura 3-8c. Espectro de RMN "H del compuesto D4, 400 MHz, CDCls
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Figura 3-8d. Espectro de RMN *H del compuesto D5, 500 MHz, Acetona dg
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Tabla 3-5. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto D3

Nombre: 3,5,7-triacetil-flavona

Estado fisico Sélido amorfo blanco
&

Formula molecular C,1H160g

Peso molecular 396 g/mol

Punto de fusion 118-120°C

EM-ESI: 419,06 [M"+Na'] EM-IE m/z (%): 43 (100), 270 (38), 77 (25), 105 (15)

RMN "H [300 MHz, CDCl;]:5 6,87 (d, J=2,19 Hz, H6), 5 7,34 (d, J=2,18 Hz, H8), 5 7,46 — 7,54 (m,
H3°/H4'/H5"), 5 7,80 (dd, J=7,50, 2,20 Hz, H2'/H6"), & 2,30 (s, CHs-C=0 3), 5 2,33 (s, CH3-C=0
5), 82,34 (s, CH3-C=07)

RMN ©C [75 MHz, CDCly): 109,1 ppm(C8), 113,9 (C6), 114,8 (C10), 128,2 (C2'/C6’), 128,8
(C3'/C5"), 129,5 (C1), 131,6 (C4’), 133,9 (C3), 150,5 (C5), 154,2 (C9), 15_CH4-C=0 5,8 (C7),
157,1 (C2), 170,4 (C4), 20,6 (CHs-C=0 3), 21,1 (CH3-C=0 7), 168,0 (CH3-C=0 3/7), 169,4 (CH3-
C=0 5).

Datos descritos en: Ji et al, 1996.

Figura 3-9. Espectros de RMN *C del compuesto D3, 75 MHz, CDCl,
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Tabla 3-6. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto D4

) 3,7-diacetil-5-
Nombre: . .
hidroxi-flavona
5 Estado fisico Sélido amorfo
blanco
Férmula molecular C19H14047
Peso molecular 354 g/mol
Punto de fusién 169-171 °C

EM-ESI: 355,17 [M"+H"]

EM-IE m/z (%): 43 (100), 77 (12), 270 (10) HRMS: 355,0814 [M+H']

RMN *H [400 MHz, CDCl;]:3 6,60 (d, J=2,03 Hz, H6), & 6,86 (d, J=2,03 Hz, H8), & 7,50—
7,58 (m, H3'/H4'/H5'), & 7,83 (dd, J=7,87, 1,86 Hz, H2'/H6"), & 2,33 (S, CHs-C=0 3), & 2,34
(s, CHs-C=07), 12,2 (S, OH)

RMN “C [100 MHz, CDClz]: 101,3 ppm (C8), 105,6 (C6), 109,0 (C10), 129,0 (C2/C6),
128,4 (C3°/C57), 129,5 (C17), 131,9 (C4"), 132,1 (C3), 161,9 (C5), 156,4 (C9), 157,7 (C7),
156,2 (C2), 176,5 (C4), 20,6 (CHs-C=0 3), 21,3 (CHs-C=0 7), 168,0 (CHs-C=0 3), 168,4
(CHz-C=07).

Figura 3-10. Espectros de RMN **C del compuesto D4, 100 MHz, CDCl,
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Tabla 3-7. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto D5

3-acetil-5,7-
Nombre: dihidroxi-
flavona
5 .
Estado fisico SelleDElie
blanco
Férmula molecular C17H1,06
Peso molecular 312 g/mol
Punto de fusion 198-199 °C

EM-IE m/z (%): 43 (100), 42 (25), 77 (20), 270 (12),

RMN “H [500 MHz, Acetona dg]:5 6,33 (d, J=2,01 Hz, H6), 8 6,57 (d, J=2,03 Hz, H8), &
7,57—- 7,63 (m, H3'/H4°/H5"),  7,91-7.95 (m, H2°/H6"), & 2,30 (s, CH3-C=0 3), 12,3 (S, OH)

RMN ~C [125 MHz, Acetona dg]: 95,1 ppm (C8), 100,1 (C6), 105,4 (C10), 129,1 (C3'/C5"),
129,8 (C2'/C6"), 130,6 (C1'), 132,5 (C4'), 132,4 (C3), 163,1 (C5), 158,3 (C9), 165,6 (C7),
157,2 (C2), 176,7 (C4), 20,3 (CH5-C=0 3), 168,5 (CH3-C=0 3).

Datos descritos en: Natoli et al, 1990

Figura 3-11. Espectros de RMN **C del compuesto D5, 125 MHz, Acetona dg
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3.3.1.2. Anadlisis espectroscopico de los compuestos sintéticos.

e Compuestos carbonilicos a, B-insaturados (Chalconas)

La obtencion de los compuestos S1 a S6 se realizé por sintesis de Claisen-
Schmidt, mediante condensacién de acetofenonas y benzaldehidos. La identidad
de los compuestos se verificG por técnicas espectroscopicas y espectrométricas
(RMN y EM) y por comparacion con la literatura. El espectro de RMN *H de los
compuestos S1 (Figura 3-12a), S2 (Figura 3-13a), S3 (Figura 3-14a), S4 (Figura
3-15a), S5 (Figura 3-16a), y S6 (Figura 3-17a); muestra en cada caso la presencia
de un par de sefiales dobletes en: 67,89 (d,15,7, 1H)/d 7,80 (d,15,7,1H); 6 7,72 (d,
15,5 Hz, 1H)/d 7,43 (d, 15,5 Hz, 1H); & 8,09 (d, 15,4, 1H)/d 7,72 (d, 15,6, 1H); &
7,67 (d, 15,3, 1H)/6 7,56 (d, 15,4, 1H); & 8,13 (d, 15,7, 1H)/5 7,48 (d, 15,7, 1H); &
7,77 (d, 15,6, 1H)/d 7,51(d, 15,6, 1H), las cuales por su desplazamiento y valor de
constante de acoplamiento evidencian la presencia de protones ubicados sobre un
doble enlace con configuracién trans;(San Feliciano et al, 2008) las sefiales
anteriormente descritas junto a la sefial ubicada a campo bajo en los espectros de
RMN *3C de los compuestos S1 (Figura 3-12b), S2 (Figura 3-13b), S3 (Figura 3-
14b), S4 (Figura 3-15b), S5 (Figura 3-16b), S6 (Figura 3-17b) en 190 ppm, 189,6
ppm; 185,6 ppm; 187,2 ppm; 188,0 ppm; 188,4 ppm; caracteristica de carbono
carbonilico confirma la presencia de la cetona a,B-insaturada presente en los

compuestos tipo chalcona.(Ninomiya et al, 2010)

La diferencia espectroscopica en los compuestos carbonilicos sintetizados se encuentra
en los desplazamientos y las multiplicidades de los protones aromaticos los cuales
dependen de la sustitucion existente en los anillos aromaticos de la estructura de la
chalcona; por ejemplo los compuestos S3 a S6, los cuales provienen de la misma
acetofenona (p-aminoacetofenona); presentan en el espectro RMN*H (Figuras 3-14a, 3-
15a, 3-16a, 3-17a) dos sefiales dobletes en & 7,98 (d, 8,71 Hz, 2H)/5 6,63 (d, 8,71 Hz,
2H); 6 7,93 (d, 8,74 Hz, 2H)/d 6,73 (d, 8,82 Hz, 2H); 6 7,92 (d, 8,66 Hz, 2H)/ 6,69 (d,
8,64 Hz, 2H); y 6 7,93 (d, 8,70 Hz, 2H)/® 6,70 (d, 8,70 Hz, 2H), que por el valor de sus
desplazamientos y constantes de acoplamiento corresponden a protones aromaticos en
posicion orto; el valor de la integracion de cada sefal indica la presencia de sistemas
simétricos es decir un anillo 1,4 sustituido con el mismo ambiente quimico en la

estructura de la chalcona. Lo anterior se ve corroborado por las sefiales del espectro de
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RMN *3C de los compuestos S3 a S6 (Figuras 3-14b, 3-15b, 3-16b, 3-17b) en: 131
ppm/112,7 ppm; 131,2 ppm/112,5 ppm; 131,4 ppm/114,1 ppm; 114,1 ppm/ 131,2 ppm
respectivamente, las cuales corresponden a dos carbonos de metinos aromaticos que
poseen el doble de la intensidad de los demas lo que indica que cada sefial es debida a

dos carbonos que deben tener ambientes quimicos similares, es decir ser simétricos.

En las Tablas 3-8 a 3-14 se presentan las constantes fisicas y los datos espectroscopicos
de los compuestos S1 a S6; de la misma forma en la Figuras 3-12 a 3-17 se presentan

los espectros de RMN *H, *3C de los compuestos S1 a S6.

Tabla 3-8. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto S1

Nombre: Chalcona
Estado fisico Sélido blanco
Férmula molecular Ci5H120

s Peso molecular 208 g/mol
Punto de fusion 50-52 °C

EM-IE m/z (%): 207 (100), 208 (38), 179 (12,5), 77 (13), 103 (11).

RMN 'H [400 MHz, Acetona d: & 7,44-7,50 (m, H3'/H4'/H5"), 57,54-7,60 (m, H3/H5), & 762-
7,69 (m, H4*), 5 7,80 (d, J= 15,7 Hz, H a), & 7,85 (dd, J= 6,5 y 3,1 Hz, H2/H6), & 7,89 (d, J= 15,7
Hz, HB), & 8,16 (dd, J=8,4 y 1,3 Hz, H 2'/H6")

RMN ©°C [100 MHz, Acetona ds ]: 122,9 ppm (C a), 129,3 (C2/C6), 129,5 (C27/C6’), 129,6
(C3'/C 57), 129,8 (C3/C5), 131,3 (C4), 133,7 (C4°), 136,0 (C1), 139,2 (C1°), 144,8 (CB), 190
(C=0).




148

Figura 3-12. Espectros del compuesto S1

Figura 3-12a. Espectro de RMN 'H del compuesto S1, 400 MHz, Acetona dg
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Tabla 3-9. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto S2

Nombre:

4-dimetil-amino-chalcona

Estado fisico

Sdélido naranja

Férmula

molecular il N
Peso molecular 251 g/mol
Punto de fusion 103-105°C

EM-IE m/z (%): 77 (100), 251 (50), 51 (42), 121 (35), 105 (32), 174 (32), 250 (22), 252 (8)

RMN *H [300 MHz, ACN d3]: b 6,73 (d, J=9,0 Hz, H3/H5), 6 7,43 (d, J=15,4 Hz, Ha), 5 7,47-
7,57 (m, H3'/4°/5"), & 7,59 (d, J= 8,79 Hz, H2/H6), & 7,72 (d, J=15,5 Hz, Hp), & 8,02 (dd, J=

8,34y 1,42 Hz, H2'/H6"), & 3,02 (s, N-(CHa),).

RMN *°C [75 MHz, Acetona dg]: 112,6 ppm (C3/C5), 117,0 (Ca), 123,3 (C1), 128,9 (C2°/C6"),
129,2 (C3°,C5°), 131,2 (C2/C6), 132,9 (C4"), 139,8 (C1°), 145,9 (CB), 153,0 (C4), 189,6

(C=0), 40,1 (N-(CHg)y

Datos descritos en: Wu, et al, 2011

Figura 3-13. Espectros del compuesto S2

Figura 3-13a. Espectro de RMN *H del compuesto S2, ACN d;, 300 MHz
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Figura 3-13b. Espectro de RMN **C del compuesto S2, Acetona dg, 75 MHz
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Tabla 3-10. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto S3

3-nitro-4"-amino-

Nombre:

chalcona

Estado fisico

Sélido amarillo oscuro

H,N -
Formula molecular

Cis5 Hiz NoO3

Peso molecular

268 g/mol

Punto de fusién

203-205 °C

EM-IE m/z (%): 120 (100), 65 (82), 92 (70), 102 (30), 268 (25)

RMN 'H [300 MHz, DMSO dg): 6 6,63 (d, J=8,71 Hz, H3/H5), & 7,72 (d, J=15,6 Hz, Ha), &
7,72 (t, J=8,0 Hz, H5), 5 7,98 (d, J=8,71 Hz, H2"/H6"), & 8,09 (d, J= 15,4 Hz, HB), 5 8,23 (dd,
J=7,87 y 1,93 Hz, H6), 5 8,29 (d, 7,87 Hz, H4), 5 8,73 (d, J=1,80 Hz, H2), 5 6,22 (brs, NH,)

RMN “°C [75 MHz, DMSO dg]: 112,7ppm (C3°/C5°), 122,6 (Ca), 124,1 (C2), 125,1 (C4), 125,3
(C17), 130,3 (C5), 131,4 (C2°/C6°), 134,8 (C6), 137,2 (C1), 138,9 (CB), 148,4 (C3), 154,2 (C4"),
185,6 (C=0)

Datos descritos en: Tomar et al, 2010.
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Figura 3-14. Espectros del compuesto S3

Figura 3-14a. Espectro de RMN 'H del compuesto S3, DMSO dg 300 MHz
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Figura 3-14b. Espectro de RMN **C del compuesto S3, DMSO dg, 75 MHz.
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Tabla 3-11. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto S4.

4’-amino-4-dimetilamino-
Nombre: chalcona
Estado fisico Solido naranja
Férmula molecular C,7H15N,O
Peso molecular 266 g/mol

EM-IE m/z (%): 65 (100), 120 (95), 121 (75), 92 (75), 119 (72), 266 (72)

RMN 'H [ 300 MHz, Acetona dg: 5 6,73 (d, J=8,82 Hz, H3/H5), 5 6,78 (d, J=9,00 Hz,
H3/H5), 5 7,56 (d, J=15,4 Hz, Ha), 5 7,63 (d, J=8,68 Hz, H27/6"), 5 7,67 (d, J=15,3 Hz, HB), 5
7,93 (d, J=8,74 Hz, H2'/H6"), & 3,04 (brs, N-(CHa),)

RMN *°C [75 MHz, Acetona dg]: 112,5 ppm (C3°/C5°), 113, 8 (C3/C5), 117,4 (Ca), 123,8 (C1),
128,3 (C17), 130,6 (C2/C6), 131,2 (C2/C6"), 143,5 (CB), 152,5 (C4), 153,5 (C4°), 187,2 (C=0),
40,2 (N-(CHa),)

Datos descritos en Wu et al, 2011

Figura 3-15. Espectros del compuesto S4

Figura 3-15a. Espectro de RMN *H del compuesto S4, Acetona dg, 300 MHz
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Figura 3-15b. Espectro de RMN ** C de compuestos S4, Acetona ds, 75 MHz
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Tabla 3-12. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto Sb.

cl Nombre: 4’-amino-4’cloro-chalcona
o Estado fisico Solido amarillo
: Férmula molecular CisH1oNCIO
c Peso molecular 257.4 g/mol
A Punto de fusion 138-140 °C

EM-IE m/z (%): 65 (100), 120 (60), 92 (55), 222 (48), 75 (40), 257 (30)

RMN 'H [ 300 MHz, CDCI3]: 5 6,69 (d, J=8,65 Hz, H3/H5"), & 7,24-7,30 (m, H4/H5), 5 7,40-
7,44 (m, H3), 5 7,48 (d, J=15,7 Hz, Ha), & 7,70-7,76 (m, H6), & 7,92 (d, J=8,66 Hz, H2'/H6"), &
8,13 (d, J=15,7 Hz, HB), & 4,22 (brs, NH,).

RMN *°C [75 MHz, CDCl3]: 114,1 ppm (C3°/C5°), 125,0 (Ca), 127,1 (C5), 127,8 (C6), 128,3
(C17), 130,3 (C3), 130,8 (C4), 131,4 (C2/C6"), 133,8 (C1), 135,4 (C2), 139,1 (Ca), 151,4 (C4"),
188,1 (C=0)

Datos descritos en: Wu et al, 2011
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Figura 3-16. Espectros del compuesto S5

Figura 3-16a. Espectro de RMN *H del compuesto S5, CDCl;, 300 MHz
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Tabla 3-13. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto S6

Nombre: 4’ -amino-4-metil-chalcona
HoN

Estado fisico Sélido amarillo claro

Férmula molecular C16H15sNO

Peso molecular 237 g/mol

EM-ESI: [M+H] 238,03

RMN *H [300 MHz, CDCI3]: & 6,70 (d, J=8,70 Hz, H3'/H5°), 5 7,21 (d, J=8,0 Hz, H3/H5), &
7,51 (d, J=15,6 Hz, Ha), 8 7,53 (d, J=8,1 H, H2/H6), 7,77 (d, J=15,6 Hz, HB), 5 7,93 (d, J=8,7
Hz, H2'/H6"), & 2,38 (brs,CHs)

RMN *°C [100 MHz, CDCl3]: 114,1 ppm (C3/C5°), 121,1 (Ca), 128,4 (C2/C6), 128,8 (C1°),
129,8 (C3/C5), 131,2 (C2°/C6°), 132,9 (C1), 140,6 (C4), 143,4 (CB), 151,1 (C4’), 188,4 (C=0),
21,6 (-CHy)

Datos descritos en: Tomar et al, 2010.

Figura 3-17. Espectros del compuesto S6

Figura 3-17a. Espectro de RMN *H del compuesto S6, CDCl;, 300 MHz
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Figura 3-17b. Espectro de RMN **C de compuesto S6, CDCl;, 100 MHz
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e Analogos de carbamatos

A partir de las chalconas 4 -amino-3-nitro-chalcona (S3) y 4" -amino-2-cloro-chalcona (S5)
por condensacion de p-fluoro-fenil isocianato se obtuvieron los analogos nitrogenados de
carbamatos denominados (E)-1-(4-fluorofenil)-3-(3-(3-(nitrofenil)acriloil)-bencil)-urea (S7)
y (E)-1-(4-fluorofenil)-3-(3-(2-(clorofenil)acriloil)-bencil)-urea (S8). La identidad de los
compuestos obtenidos se verific6 empleando técnicas espectroscépicas, especificamente
RMN *H y 2 C y espectrometria de masas. En las Figuras 3-18 y 3-19 se presenta la
comparacion de los espectros de RMN *H de las Chalconas S3 y S5 con sus respectivos
analogos de carbamato S7 y S8; en ambos casos se observa que el espectro de RMN *H
de los analogos presentan las sefales correspondientes al fragmento de chalcona, junto
con la aparicién de dos sefiales en 6 7,5-7,6 (m, 2H) / & 7,0-7,1 (m, 2H) para el analogo
S7 vy en o 7,8-7,87 (m?2H) / & 7,08-7,15 (m,2H) para el analogo S8; las sefiales
mencionadas anteriormente se deben al fragmento proveniente del p-fluoro-fenil-
isocianato, cuya multiplicidad es el resultado de los acoplamientos H-H de los protones
arométicos y los acoplamientos H-F entre protones del anillo aromético y el atomo de
fluor que sustituye dicho anillo. Al comparar los espectros de RMN *3C de las Chalconas
S3 y S5 con los de sus respectivos analogos de carbamatos se observa la aparicion de
dos carbonos cuaternarios desplazados a campo bajo en 154.6 ppm para S7 y 154,1
ppm para S8, el cual corresponde al carbono carbonilico unido a los dos atomos de
nitrogeno del anélogo formado. Adicionalmente se observan las sefiales de los carbonos
provenientes del fragmento de isocianato las cuales presentan desdoblamientos, este
fenémeno es debido a que el fliior natural es 100% mono isotépico apareciendo como *°F
con ndmero cudntico de spin ¥ por lo tanto produce acoplamientos con **C y *H. Es asi
que las sefiales de carbono e hidrégeno se desdoblan por el acoplamiento con el atomo
de flaor, los valores de desplazamiento de los carbonos que acoplan con el &tomo de
fldor se calculan como el promedio de los desplazamientos de las sefiales observadas en
el espectro. En las Figuras 3-20 y 3-21 se presentan los espectros de RMN **C de los

compuestos S7 y S8.
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Figura 3-18. Comparacion de los espectros de RMN *H de los compuesto S3y S7

Figura 3-18a. Espectro RMN *H del compuesto S3, 300 MHz, DMSO dg
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Figura 3-19 Comparacion de espectros de RMN *H de los compuestos S5 y S8

Figura 3-19 a. Espectro RMN *H del compuesto S5, 300 MHz, CDCl,
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Figura 3-20. Espectro de RMN **C del compuesto S7, 125 MHz, Acetona ds.
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Figura 3-21 Espectro de RMN *3C del compuesto S8, 125 MHz, Piridina ds
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Figura 3-21a.
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Después de realizar la busqueda de las estructuras de los compuestos S7 y S8 en las

diferentes bases de datos, no se encontraron reportes previos en la literatura. En las

Tablas 3-14 y 3-15 se muestran las constantes fisicas y los datos espectroscépicos de

los compuestos S7 y S8.
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Tabla 3-14. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto S7

(E)-1-(4-fluorofenil)-3-(3-(3-

Nombre: (nitrofenil)acriloil)-bencil-)-
' urea

Estado fisico Sélido naranja
Formula
molecular Ca2H16NsFO.
Peso molecular 405 g/mol
Punto de fusién 188-190 °C

ESI-MS m/z (%): [M-H'] 403,92

RMN *“H [ 500 MHz, Acetona dg]: & 6,75 (d, J=8,76 Hz, H3/5"), 8 7,0-7,10 (m, H3""/H5""),  7,5-7,6 (m,
H2°°/6°"), 8 7,73 (d, J=7,98 Hz, H5), 7,70 (d, J=15,6 Hz, Ha), d 8,00 (d, J= 8,74 Hz, H2°/H6"), 5 8,06 (d,
J= 15,5 Hz, HB), 5 8,22 (d, J=7,8 Hz, H6), & 8,25 (dd, J=5,3 y 2,2 Hz, H4), & 8,64 (t, J=1,9 Hz, H2), 5 5,60
(s,-NH)

RMN *°C [125 MHz, Acetona dg]: 114,1 ppm (C3/C5), 116,0 (C3"/C5™), 121,24 (C2°'/C6""), 123,2 (C2),
124,8 (4), 126,2 (Ca), 127,5(C1°), 131.1 (C5), 132,1 (C2'/C6"), 138,5 (C1),135,2 (C6), 137,1 (C1"), 138,5
(C1), 139,9 (CB), 149,8 (C3), 154,5 (C4’'/C=0 amida), 159,2 (C4""), 186,6 (C=0 cetona),

Tabla 3-15. Datos espectroscépicos y constantes fisicas del compuesto S8

cl (E)-1-(4-fluorofenil)-3-
(3-(2-
H H Nombre: (clorofenil)acriloil)-
N N H
T B bencil-)-urea
. o a Estado fisico Sélido amarillo
i Formula molecular C22H16N2FCIO,
Peso molecular 394 g/mol
Punto de fusion 224-226 °C

ESI-MS m/z (%): [M-H'] 392,91

RMN *H [ 500 MHz, Piridina ds]: 6 7,08-7,15 (m, H3' /H5"), & 7,34-7,27 (m, H3/H5), 7,40-7,45 (m,H4), &
7,82-7,87 (m, H2"'/H6""), 6 7,92 (d, J=15,5 Hz, Ha), 57,95-7,99 (m, H5),5 8,07 (d, J=8,7 Hz, H3'/H5'), 5
8,32 (d, J=8,7 Hz, H2'/H6"), & 8,47 (d, J=15,6 Hz, HB), 5 9,70 (brs, N-H), 5 10,0 (brs, N-H)

RMN *°C [125 MHz, Piridina ds]: 116 ppm (C3°/C5°), 118,6 (C3',C5"), 121,5 (C2"'/C6™), 125,6 (Ca),
128 (C5), 128,8 (C6), 130,7 (C4), 130,9 (C2°/C6"), 131,9 (C2),132,2 (C3), 134 (C1), 137,0 (C17), 139,2
(CB), 146,1 (C4"), 153,8 (C=0 amida),159 (C4""), 189 (C=0 cetona).
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3.3.2 Andlisis de resultados actividad insecticida y antialimentaria:

Una serie de compuestos de tipo flavonoide o de estructura analoga a estos se someti6 a
ensayos biolégicos con el fin de determinar su efecto sobre la mortalidad y el
comportamiento alimentario de Spodoptera frugiperda. Para facilitar el andlisis, los

resultados se presentan agrupados por tipos de compuestos.
3.3.2.1. Compuestos tipo 2-Fenil-benzo-y-pirona

Las estructuras de los compuestos de tipo flavona sometidos a ensayos de actividad

antialimentaria e insecticida se presentan a continuacion

El E2 E3

Los compuestos con nucleo 2-fenil-benzo-y-pirona C2, C5, y C6 fueron aislados por
medio del fraccionamiento bioguiado de los extractos de parte aérea de Piper
septuplinervium e inflorescencias de Piper subtomentosum descrito en capitulo 2 del

presente trabajo; las flavonas D3, D4, y D5 fueron obtenidas, por acetilacion de la mezcla
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de flavonoides extraida a partir de las fracciones F4-F6, las cuales fueron producto del
fraccionamiento bioguiado del extracto de parte aérea de Piper septuplinervium, el
procedimiento de la purificacion de las flavonas D3 a D5 se describe en las paginas 131y
132 del presente capitulo. La flavona E1 fue aislada de la hojas de la especie Croton
shideanus (Euphorbiaceae) (Chiappe A, 2013), mientras que las flavonas E2 y E3 fueron
aisladas de las hojas de Compsoneura capitelata (Miristicaceae) (Prieto J, 2012). En la
Tabla 3-16 se presentan los valores de los indices antialimentarios calculados como

porcentaje para cada una de las estructuras 2-fenil-benzo-y-pirona ensayadas.

Tabla 3-16. indices antialimentarios (% IA) para los compuestos de nicleo 2-Fenil-benzo-

y-pirona
Sustancia ensayada Concentracién (ug/cm?) IA (%) + DS
50 70,6 + 3,31
c2
10 51,1+ 3,92
50 55,8 + 3,88
C5
10 39,4 +2,99
50 46,1+ 4,72
C6
10 34,0£3,46
50 42,6 +2,53
D3
10 36,5+2,10
50 55,4 + 2,79
D4
10 44,3 +1,99
50 66,8 +4,12
D5
10 53,2 +4,08
50 54,5 2,74
E1
10 41,9+ 3,96
50 57,2 £5,29
E2
10 Fagoestimulante
50 83,9 +4,13
E3
10 42,5 +2,90
50 96,6 + 3,53
Extracto de Neem
10 81,8 3,33
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El control positivo utilizado en el ensayo fue el extracto de semillas del neem el cual esta
compuesto por limonoides con reconocida actividad antialimentaria sobre Lepidopteros.
De acuerdo a lo reportado por Mufioz y colaboradores en 2013, los rangos seleccionados
para determinar la potencia de la accién ejercida por las sustancias ensayadas fue el

siguiente:
Superior a 75% alta inhibicion
50-75% inhibicibn moderada
30-50% inhibicién débil
Inferior a 20% no hay inhibicion

El andlisis de varianza realizado muestra diferencias significativas en el efecto
fagodisuasivo causado por los compuestos con nucleo flavona tratados a las dos
concentraciones utilizadas. De las 9 flavonas ensayadas, 7 producen efectos fago
disuasivos superiores al 50% en alguna de las concentraciones ensayadas, siendo la
flavona E3 (Kaempferol-3-O-(27,4""-di-E-p-coumaroil)-ramnésido) la sustancia que causa
los porcentajes de inhibicion mas altos a 50 pg/cm®. De manera general los resultados
obtenidos permiten concluir que las estructuras de tipo 2-fenil-benzopirona sustituidas
con grupo OH producen mayores efectos antialimentarios, viéndose disminuida la
actividad cuando los grupos OH se sustituyen por metil éteres y metil esteres, siendo
mayores las disminuciones cuando el sustituyente es metil éter. Simmonds en el 2001
reporta que los glicésidos de flavonoide a bajas concentraciones pueden actuar como
fagoestimulantes, en este trabajo se ensayaron dos glicésidos de flavonoide: la azfelina
(E2) y el Kaempferol-3-O-(2,4"" -di-E-p-coumaroil)-ramnésido (E3), cuya diferencia
estructural es que en E3 existen dos unidades de p-coumaroil sustituyendo los OH sobre
el carbono 2 y 4 de la unidad de ramnosa, la inhibicién de la alimentacién causada por
estos dos compuestos es diferente, a 50 pg/cm? E2 produce una inhibicion moderada
(57,2%) mientras que E3 produce una alta inhibicion (83,9 %), y a 10 pg/cm? E2 tiene
efecto fagoestimulante, mientras que E3 causa inhibicién antialimentaria moderada, lo
gue indica que la presencia del fragmento p-coumaroil como sustituyente del azucar
potencia la accién antialimentaria del compuesto. Adicionalmente al comparar los

resultados de IA en las estructuras de 2-fenil-benzopirona ensayadas la ausencia de
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sustitucion en el anillo B favorece la accion fagodisuasora comportamiento observado por

Morimoto y colaboradores en larvas de Spodoptera litura (Morimoto et al, 2000; 2003).
3.3.2.2. Flavanonas

Las estructuras de los compuestos de tipo flavanona (2-fenil-2H-y-benzopirona)

sometidos a ensayos de actividad antialimentaria e insecticida se presentan a

0
~
O o \\\“\\\“Q AP 0 “\v““‘©/

OH o} OH o}

continuacion

C7 E4

La fllavanona C7 fue aislada en la presente tesis doctoral a partir del fraccionamiento
bioguiado de las inflorescencias de Piper subtomentosum, mientras que la flavanona E4
se aislo de las inflorescencias de Piper hispidum (Plazas et al, 2008). En la Tabla 3-17

se presentan los valores de |A célculados para las dos flavanonas ensayadas.

Tabla 3-17. indices antialimentarios (% IA) para los compuestos de tipo flavanona.

Sustancia ensayada Concentracion (ug/cm?) IA (%) £ DS
50 70,8 + 3,42
c7
10 53,1 + 3,69
50 43,3 + 4,40
E4
10 26,4 + 4,33
50 96,6 + 3,53
Extracto de Neem
10 81,8 + 3,33

El analisis de varianza realizado, muestra diferencias significativas entre los indices
antialimentarios de las dos flavanonas ensayadas, a las concentraciones seleccionadas

para el ensayo. El compuesto C7 aislado de las inflorescencias de la especie P.
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subtomentosum presenta accion fagodisuasora moderada a las dos concentraciones
ensayadas, mientras que el compuesto E4 presenta una inhibicion leve a la
concentracion mas alta ensayada y nula a la minima concentracién. Teniendo en cuenta
gue la Unica diferencia estructural entre los compuestos C7 y E4, es que esta Ultima
presenta una metoxilacion en la posicion 4°de la flavanona, podemos concluir que la
sustituciéon en el anillo B de la flavanona provoca una disminucion sustancial de la
actividad antialimentaria. Diaz y colaboradores (Diaz et al, 2009) reportan el 1A (%)
contra S. frugiperda de la pinocembrina (5,7-dihidroxi-flavanona) a 50 y 10 pg/cm? (%IA=
91 y 70 respectivamente), la diferencia estructural entre la pinocembrina y el compuesto
C7, es la presencia de un grupo —OCH; en la posicién 7 de la flavanona; la accién
fagodisuasiva del compuesto 5,7-dihidroxilado es sustancialmente mayor comparado con
el efecto causado por el 5-hidroxi-7-metoxi, por lo que en el ndcleo 2-fenil-2H-
benzopirona al igual que en el nicleo 2-fenil-benzopirona la presencia de OH es un factor

determinante en la accién antialimentaria.
3.3.2.3. Dihidrochalconas

Las estructuras de las dihidrochalconas sometidas a ensayos de actividad antialimentaria

e insecticida se presentan a continuacién

C1 D2 D3

La dihidrochalcona C1 fue obtenida a partir del fraccionamiento bioguiado del extracto
etandlico de parte aérea de Piper septuplinervium, las dihidrochalconas D2 y D3 se
obtuvieron por acetilacion de C1l. En la Tabla 3-18 se presentan los valores de IA
calculados para las dihidrochalconas ensayadas.
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Tabla 3-18. indices antialimentarios IA (%) de las dihidrochalconas ensayadas

Sustancia ensayada Concentracion (ug/cm?) IA (%) + DS
50 49,5 + 3,33
c1
10 39,6 + 3,18
50 56,5 + 4,43
D1
10 52,9t5,5
50 76,2 £ 4,43
D2
10 68,3+7,10
50 96,6 + 3,53
Extracto de Neem
10 81,8 + 3,33

El analisis de varianza realizado muestra que existen diferencias significativas entre los
indices antialimentarios de las dihidrochalconas ensayadas; los resultados revelan que
los compuestos acetilados D1 y D2 producen efecto antialimentario superior al 50% a las
dos concentraciones estudiadas, siendo la 2"-4"-diacetil-6"-metoxi-dihidrochalcona D2 la
que causa los mayores efectos. Comparando los IA causados por compuestos con
estructura 2-fenil-benzopirano sustituidas con acetilos D3, D4, y D5 (Tabla 3-16) con
estructuras dihidrochalcona con sustituyentes acetilados D1 y D2 (Tabla 3-18), podemos
inferir que el mecanismo de accién antialimentario sobre Spodoptera frugiperda que
ejercen los dos tipos de estructuras es diferente ya que en las flavonas el efecto es
proporcional al nimero de OH sobre la estructura, mientras que en las dihidrochalconas
la accién antialimentaria es inversamente proporcional al nimero de OH sobre la
estructura de dihidrochalcona. Simmonds en el 2003 reporta la actividad antialimentaria
e inhibicion de crecimiento larval de los salicilatos acetilados aislados de especies de
Sauces sobre larvas de Operophtera brumata (Lepidoptera), el cual es un polifago que
ataca especies maderables y frutales de importancia econémica en Estados Unidos
(Simmonds, 2003).
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3.2.3.4. Chalconas

Las estructuras de las Chalconas sometidas a ensayos de actividad antialimentaria e

insecticida se presentan a continuacion.
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Todos los compuestos con estructura chalcona fueron sintetizados como parte de esta
investigacion. Las Chalconas S1 a S6 fueron obtenidas por condensacion de Claisen-
Schmidt, mientras que los compuestos S7 y S8 (analogos de carbamatos) fueron el
resultado de la condensacion de las S3 y S5 con p-fluoro-fenil-isocianato. En la Tabla 3-
19 se presentan los indices antialimentarios de los compuestos de tipo chalcona
ensayados.
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Tabla 3-19. indices antialimentarios IA (%) de las chalconas ensayadas

Sustancia ensayada Concentracion (ug/cm?) IA (%) + DS
50 452 £5,61
S1
10 28,3 £4,55
50 Fagoestimulante
S2
10 Fagoestimulante
50 60,8 + 3,36
S3
10 40,2 £ 2,07
50 Fagoestimulante
S4
10 Fagoestimulante
50 62,7 + 4,56
S5
10 47,1 +£5,50
50 39,2 +3,19
S6
10 24,6 +2,31
50 73,6 3,26
S7
10 58,0 +2,81
50 79,7 £ 2,69
S8
10 66,8 + 2,38
50 96,6 + 3,53
Extraco de Neem
10 81,8 £ 3,33

El analisis de varianza realizado muestra que hay diferencias significativas entre los
efectos que causan las chalconas ensayadas sobre el comportamiento alimentario de
Spodoptera frugiperda a las concentraciones usadas en el ensayo, de las 9 chalconas
ensayadas, las estructuras S3 (4" -amino-3-nitro-chalcona) y S5 (4 -amino-2-cloro-
chalcona) producen inhibiciones moderadas de la alimentacion a la concentracion mas
alta ensayada, mientras que las estructuras S7 y S8 producen alta inhibicién de la

alimentacion a 50 pg/cm? e inhibicién moderada a 10 ug/cm?; el resto de las chalconas
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ensayadas producen inhibiciones débiles, nulas, o son fagoestimulantes. Los resultados
obtenidos permiten concluir que la presencia de sustituyentes desactivantes sobre el
anillo B de la chalcona es un factor que aumenta efecto fagodisuasivo de este tipo de
estructuras como es el caso de los compuestos S3 y S5 que poseen sustitucion nitro en
la posicion 3 y cloro en la posicion 2 respectivamente. El efecto de estos mismos
compuestos es potenciado cuando se adiciona al grupo amino de la posicion 4” de la
chalcona un isocianato para obtener los andlogos de carbamato con nucleo chalcona S7
y S8, que producen un aumento considerable en el efecto fagodisuasivo. Las chalconas
S2 y S4 estimulan el consumo de alimento en las larvas del gusano cogollero a las dos
concentraciones ensayadas, dichas estructuras poseen una caracteristica estructural
comun y es la presencia de un grupo dimetilamino en la posicion 4 de la chalcona, de
manera general las chalconas con sustituyentes activantes sobre el anillo B de la
chalcona producen bajas o nulas inhibiciones de la alimentacion de Spodoptera

frugiperda.
3.2.3.5- Catequinas

Los compuestos E5 y E6 fueron aislados de la madera de la especie Compsoneura
capitellata (Myristicaceae) (Prieto, 2012). Las estructuras tipo catequina evaluadas en el

ensayo de actividad antialimentaria fueron las siguientes.

OH OH
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En la Tabla 3-20 se presentan los indices antialimentarios de las estructuras tipo

catequina ensayadas
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Tabla 3-20. indices antialimentarios 1A (%) de las catequinas ensayadas

Sustancia ensayada Concentracion (ug/cm?®) IA (%) + DS
50 28,5+ 4,70
E5
10 18,7 +2,73
50 38,9 +4,42
E6
10 28,9 + 3,09
50 96,6 + 3,53
Extracto de Neem
10 81,8 £ 3,33

El andlisis de varianza realizado, muestra que existen diferencias significativas entre los
indices antialimentarios calculados para las catequinas ensayadas, las cuales son
estereoisdmeros, sin embargo los valores de los indices antialimentarios de las
catequinas ensayadas muestran que los compuestos producen una inhibicion muy débil a
50 ug/cm?, mientras que a la méas baja concentracién no se observa inhibicién alguna.
Los resultados encontrados en esta investigacién coinciden con lo reportado por Diaz en
el 2009, quienes realizaron un estudio sobre el comportamiento alimentario de varias
estructuras flavonoides sobre el comportamiento alimentario de Ephilacna paenulata
(Coleoptera), plaga de especies frutales de la familia Cucurbitaceae, la catequina
ensayada en dicho estudio produce inhibiciones leves a 100 pg/cm?, y 50 pg/cm?, y a
concentraciones mas pequefias se encuentra efecto fagoestimulante. Todo lo anterior
nos permite concluir que los compuestos con estructura catequina no producen inhibicién
de la alimentacion en insectos polifagos (Diaz et al, 2009).
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3.2.3.6. Aril propanos

De la madera de la especie Compsoneura capitelata (Miristicaceae) se aislaron dos aril
propanos (Prieto, 2012), los cuales tiene estructura analoga a las dihidrochalcona, las
estructuras de los compuestos ensayados se presentan a continuacion. En la Tabla 3-21

se presentan los indices antialimentarios de los aril propanos ensayados.

HO. 0 HO. 0 o
‘ ‘ el O O o>
OH OH

E7 E8

Tabla 3-21. indices antialimentarios IA (%) de los aril propanos ensayados

Sustancia ensayada Concentracion (ug/cm?) IA (%) £ DS
50 76,7 £ 3,45
E7
10 56,4 + 6,19
50 75,9+2,81
ES
10 54,5 + 7,42
50 96,6 + 3,53
Extracto de Neem
10 81,8+ 3,33

El analisis de varianza realizado muestra que no existen diferencias significativas entre
los indices antialimentarios que producen las dos estructuras de aril propanos ensayados
las cuales difieren en la presencia de un grupo metoxi, sin embargo ambas estructuras
poseen un fragmento metilendioxifenil, que segun algunos autores es el responsable de
la notable actividad insecticida y antialimentaria gneredada por los compuetos derivados
de fenilpropanoide por actuar sobre el sistema P-450 y afectar el sistema de respiracion

celular (Regnault-Roger C et al, 2003).
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3.4. Conclusiones

e A partir de la acetilacion de los compuestos extraidos de la parte aérea de Piper
septuplinervium Uvangoletina (Cl) y Galangina (C2) se obtuvieron dos
compuestos sin previos reporte en la literatura, el 2-hidroxi-4"-acetil-6"-metoxi-

dihidrochalcona (D1) y la 3,7-diacetil-5-hidroxi-flavona (D4).

e Por sintesis se obtuvieron dos nuevos compuestos de tipo uretano analogos de
carbamatos, (E)-1-(4-fluorofenil)-3-(3-(3-(nitrofenil)acriloil)-bencil)-urea (S7) y (E)-
1-(4-fluorofenil)-3-(3-(2-(clorofenil)acriloil)-bencil)-urea (S8): Los compuestos S7 y
S8 producen alta deterrencia en larvas de S. frugiperda de acuerdo al esnsayo de
actividad antialimentaria realizado, potenciando la actividad que presenta la
chalcona que se usa como nucledfilo en la condensacién con el isocianato para la

formacion del uretano.

e Las acetilaciones realizadas en los metablitos con estructura dihidrochalcona
potencian el efecto antialimentario del compuesto natural. Se determiné que no
todos los nucleos flavonoides con hidroxilos fendélicos poseen alto poder deterrente
contra larvas de Spodoptera frugiperda. De forma contraria los flavonoides cuya
estructura posee el nucleo 2-fenil-benzo-y-pirona, aumentan su actividad

antialimentaria con el aumento del nimero de OH fenélicos sobre la estructura.

e En la estructura de la serie de chalconas que fueron sintetizadas y ensayadas para
evaluar su efecto en el comportamiento alimentario de S.frugiperda, se determino
gue cuando existe un sustituyente activante en la posicion 4 del anillo B de la
chalcona, la actividad fagosdisuasora disminuye. La sustitucion dimetil amino
genera un efecto fagoestimulante en las larvas a las dos concentraciones

ensayadas.

e Los compuestos aril propanos ensayados mostraron una actividad mas alta que el
nucleo flavonoide analogo correspondiente a las dihidrochalconas, es probable
gue la sustitucion metilendioxifenil tenga una alta incidencia en el comportamiento

observado.
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4.Resumen final

El estudio realizado en las especies P. septuplinervium y P. subtomentosum el cual
contemplé el estudio quimico y de actividad insecticida de los aceites esenciales, el
estudio bioguiado de los extractos crudos y la evaluacion de actividad antialimentaria de
flavonoides naturales, semisintéticos, y sintéticos; evidencio la presencia de sustancias
con interesantes propiedades insecticidas demostradas en condiciones de laboratorio y
gue pueden ser extrapoladas a invernadero y campo en la blsqueda de opciones de
control de S. frugiperda. A continuacion se presentan los resultados méas relevantes

obtenidos en este trabajo.



Los extractos crudos a

El aislamiento fitoquimico bioguiado condujo al
aislamiento de 9 conmpuestos C1 a C9, de los cuales
los compuestos C2 (13,63 ppm) y C8 (17,16 ppm),
poseen la mas alta actividad insecticida debida a la
accion pro-oxidante que ellos producen y que causa

concenfraciones menores

danos en el ADN provocandoles la muerte.

a ClLs, producen
disminucion del 50% del
crecimiento de las larvas, y
malformaciones en las

P. septuplinervium
COL 517695

pupas y los adultos.

i‘l

Modificaciones
estructurales

pohy

e

Los flavonoides son los
metabolitos mayoritarios
y los mas activos de los
extractos. Los

flavonoides poseen un
papel importante en las
relaciones planta-insecto

La evaluacion de los AE en el
ciclo de vda del insecto
evidencio importantes efectos en

|_los diferentes estadios |

P. subtomentosum
COL 516758

Los AE poseen alta cantidad de monoterpenos
(77%), dichos compuestos son los responsables de la
mortalidad observada en las larvas y causada por toxicidad
fumigante, debido a la neurotoxicidad de sus vapores. Los
aceites no poseen una actividad repelente importante, ni

provocan toxicidad por contacto.

(48%) y

X

B canfeno, es el metabolito
la mayor
toxicidad fumigante ClLs, >0,57

que presento

mg/L de aire

Monoterpenos activos de los AE

sintesis de
chalconas

Disminucion del

75% del tamaiio
de las larvas con
respecto al control

HAEde P.
septuplinervium
causa nortalidades
cercanas al90%, el
inhibe el normal
desarrollo de las
larvas sobrevivientes

Disminucion e

inhibicion de la

oviposiciondel
insecto, producida

por algunos de
los AE ensayados




Los flavonoides son los
metabolitos mayoritarios y los
mas activos de los extractos. Los
flavonoides poseen un papel
importante en las relaciones
planta-insecto

(Condensacién
Claisen-schmith)

Sintesis de chalconas

de

| Acetilaciones

Flavonoides naturales,
modificados, y sintéticos se
sometieron aensayode
actividad anti alimentaria

Sintesis de
analogos de

de chalconas

carbamatos, a partir

Establecimiento de
relaciones estructura-
actividad







5.Recomendaciones Generales y
Proyecciones de Investigacion

En paises en via de desarrollo como Colombia en donde segln estadisticas
gubernamentales la segunda actividad econdmica contribuyente al PIB es la agricultura,
gue ademas es base de la cultura de sus habitantes y donde existe agrupada en apenas
el 0.7% de la superficie continental mundial el 10% de la biodiversidad terrestre total; es
importante el que con ayuda de las ciencias basicas como la quimica se aporte en el
desarrollo de soluciones a los problemas reales con el usos de recurso propio, siempre
explotado de una manera racional. EIl estudio realizado sobre las especies de la familia
Piperaceae Piper septuplinervium y Piper subtomentosum, permiti6 comprobar que son
una fuente de productos naturales que en el futuro pueden ser usados como agentes
fitosanitarios. Los resultados obtenidos permiten plantear la siguiente recomendaciones

y proyecciones de investigacion.

e Hacer ensayos de encapsulacion y liberacion controlada de los aceites esenciales
o la mezcla de los componentes activos en condiciones de laboratorio y extrapolar

en condiciones controladas y en campo.

e Realizar ensayos de estabilidad acelerada de los compuestos activos para

determinar el tipo de formulaciéon en que pueden ser administrados.

e Realizar ensayos de crecimiento con los compuestos determinados como activos
en los extractos a concentraciones mas bajas que las CLg,, para establecer si
pueden llegar a causar efectos de control en otros estadios del ciclo de vida del

insecto.
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Hacer ensayos de formulacion con los extractos de las especies estudiadas y
probar la efectividad del producto sobre el ciclo de vida del insecto en condiciones

de laboratorio, invernadero y campo.

Aumentar la serie de uretanos, probando el efecto de diferentes compuestos
nitrogenados y diferentes isocianatos en busca de aumentar la actividad

antialimentaria observada en el caso de los compuestos S7 y S8

Con base en los resultados obtenidos en el ensayo de actividad antialimentaria
con los compuestos semisintéticos, realizar otro tipo de modificaciones
estructurales en compuestos con nucleo flavonoide, en busca de potenciar la

actividad antialimentaria que ellos presentan.

Probar una serie de estructuras de arilpropanos con sustituyentes diferentes al
metilenodioxi, en busca de determinar con certeza si la actividad antialimentaria
evidenciada en este estudio en este tipo de estructuras es debida al fragmento

metilendioxifenil de los compuestos E7 y ES8.

Realizar ensayos de crecimiento con los compuestos semisintéticos y sintéticos
qgue mostraron alta inhibicién de la alimentacién de las larvas de S. frugiperda con
el fin de ver si ademas de este efecto se puede realizar control en los demas

estadios del ciclo de vida del insecto.



