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Resumen y Abstract IX

Resumen

Tribolium castaneum es un insecto cosmopolita considerado una de las plagas de almacén
mas agresivas debido a que causa de considerables pérdidas en diferentes granos
almacenados. Teniendo en cuenta que varios de estos alimentos han sido catalogados
como indispensable para garantizar la seguridad alimentaria a nivel mundial, se hace
necesario el control eficiente de este insecto plaga. Actualmente este control se realiza
principalmente con insecticidas sintéticos, los cuales han presentado impactos negativos
sobre la salud humana y el medio ambiente; ademas del surgimiento de generaciones de
insectos resistentes. En la blisqueda de nuevas alternativas de control que puedan ser
inocuas y eficaces, los productos naturales han jugado un papel crucial en las Ultimas
décadas. Particularmente, los aceites esenciales (AES) poseen el mayor numero de
reportes de actividad insecticida sobre diferentes plagas de almacén. Sin embargo, debido
a gue los AEs son mezclas complejas de diferentes compuestos volatiles se hace dificil
presumir que compuestos podrian ser los responsables de la actividad. Por esta razén, en
el presente estudio se plante6 evaluar la actividad insecticida de compuestos volatiles
puros comunmente encontrados en AEs, a fin de establecer su posible relacién con la
actividad sobre T. castaneum. Para este fin, se seleccionaron 49 compuestos mayoritarios
y mas frecuentes en AEs promisorios identificados en estudios previos realizados en los
grupos de investigacion en Quimica de Productos Naturales Bioactivos (QuiProNaB) y el
grupo de investigacion en Fitoquimica de la Universidad Javeriana (GIFUJ); asi como otros
reportados en la literatura. Inicialmente se realiz6 un tamizaje por modo de accion
fumigante de los 49 compuestos, con lo que se encontré que 25 de estos exhibieron alto
potencial insecticida frente al gorgojo. A los compuestos promisorios se les evalu6 la
actividad insecticida por cuatro modos de accion: fumigante, toxica por contacto, repelente
y disuasion alimentaria; para las dos primeras se determinaron las concentraciones y dosis
medias respectivamente (CLso, DLsg). Dentro de los resultados obtenidos se encontré que
por el modo de accion fumigante los enantiomeros Ry S de la pulegona presentaron el
mayor potencial insecticida con CLsg menores a 3 ppm. Mientras que en la toxicidad por

contacto la S-(+)-carvona presenté una actividad comparable al control positivo con una
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DLsode 4,17 ugl/insecto. Asimismo, para los compuestos promisorios se establecieron las
clases de repelencia (0 y V) y los indices de disuasion alimentaria; estos resultados
mostraron que los compuestos evaluados presentaron un menor potencial de actividad por

estos modos de accién en comparacion con la actividad fumigante y tdxica por contacto.

Adicionalmente, a partir de los resultados obtenidos en la fase anterior se seleccionaron
los compuestos con el mayor potencial insecticida para disefiar mezclas binarias en busca
de obtener un efecto sinergista para el control del insecto. Para ello, se emple6é un modelo
estadistico de indices de combinacion para disefiar combinaciones con posible actividad
fumigante y tdxica por contacto. Las mezclas binarias fueron preparadas y se evalud la
actividad frente al insecto. De alli encontramos, que de las 15 mezclas fumigantes
disefiadas a partir del modelo estadistico 8 mostraron algun tipo de sinergismo, siendo las
mas promisorias aquellas que se obtuvieron a partir de compuestos con baja 0 moderada
actividad individual. Por ejemplo, la combinacién de 4-undecanona y p-cimero mostré los
mejores resultados de sinergismo con un indice de combinacion (IC) de 0,39. Por otro
lado, en el caso de las mezclas tdxicas por contacto no se lograron obtener en los ensayos
in vitro los resultados de sinergismo predichos por el modelo matematico. Finalmente, a
las mezclas con el mayor potencial insecticida se les realizé un estudio de estabilidad
preliminar evaluando algunas de sus propiedades fisicoquimicas; asi como la actividad
biolégica a diferentes tiempos. Los resultados de este estudio permiten sugerir algunos
compuestos y combinaciones que podrian ser utilizadas en la formulacién de insecticidas

de origen botéanico.

Palabras clave: terpenos, fenilpropanoides, actividad insecticida, repelente, indice de

combinacion, sinergismo, estabilidad preliminar.
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Abstract

Tribolium castaneum is a cosmopolitan insect considered one of the most aggressive
warehouse pests because it causes considerable losses in different stored grains.
Considering that several of these foods have been classified as essential to guarantee food
security worldwide, efficient control of this pest insect is necessary. Currently, this control
is carried out mainly with synthetic insecticides, which have had negative impacts on
human health and the environment; in addition to the emergence of generations of resistant
insects. In the search for new safe and effective control alternatives, natural products have
played a crucial role in the last decades. Particularly, essential oils (AES) have the highest
number of reports of insecticidal activity on different warehouse pests. However, because
AEs are complex mixtures of different volatile compounds, it is difficult to assume which
compounds could be responsible for the activity. For this reason, in this study it was
proposed to evaluate the insecticidal activity of pure volatile compounds commonly found
in AEs, in order to establish its possible relationship with the activity on T. castaneum. For
this purpose, 49 major and most frequent compounds in promising AEs identified in
previous studies carried out in the research groups in Chemistry of Bioactive Natural
Products (QuiProNaB) and the research group in Phytochemistry at the Javeriana
University (GIFUJ) were selected; as well as others reported in the literature. Initially, a
screening by fumigant mode of action of the 49 compounds was carried out, where it was
found that 25 of these, exhibited high insecticidal potential against the weevil. The
promising compounds were evaluated for its insecticidal activity by four modes of action:
fumigant, toxic by contact, repellent and food deterrence; for the first two, the mean
concentrations and doses were determined respectively (LCso, LDso). Among the results
obtained, it was found that due to the fumigant mode of action, the R and S enantiomers
of pulegone had the greatest insecticidal potential with LCso less than 3 ppm. While in
contact toxicity, S-(+)-carvone showed an activity comparable to the positive control with

an LDso of 4.17 ug / insect. Likewise, for the promising compounds, the repellency classes
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(0 and V) and the food deterrence indices were established; These results showed that the
evaluated compounds presented a lower activity potential for these modes of action
compared to fumigant and contact toxic activity.

Additionally, from the obtained results in the previous phase, the compounds with the
highest insecticidal potential were selected to design binary mixtures in order to get a
synergistic effect for insect control. To accomplish this, a statistical model of combination
indices was used to design combinations with possible toxic activity fumigant and contact.
The binary mixtures were prepared and the activity against the insect was evaluated. It was
found that 8 from 15 fumigant mixtures designed from the statistical model, showed some
type of synergism, the most promising was obtained from compounds with low or moderate
individual activity. For example, the combination of 4-undecanone and p-cimero showed
the best synergistic results with a combination index (CI) of 0.39. On the other hand, in the
case of toxic contact mixtures, the synergism results predicted by the mathematical model
were not obtained in in vitro tests. Finally, the mixtures with the highest insecticidal potential
underwent a preliminary stability study evaluating some of their physicochemical
properties; as well as biological activity at different times. The results of this study allow us
to suggest some compounds and combinations that could be used in the formulation of

insecticides of botanical origin.

Keywords: terpenes, phenylpropanoids, insecticidal activity, repellent, combination index,

synergism, preliminary stability.
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Introduccioén

El aumento exponencial de la poblacién mundial en los Ultimos afios y los efectos del
cambio climatico han causado repercusiones en la seguridad alimentaria. Por esto, la
producciéon y almacenamiento de productos de consumo humano que sean asequibles
economicamente, de facil conservacion y transporte, es uno de los mayores retos de la
sociedad actual (Prosekov, et al., 2018). De esta manera, los cereales han tomado un
papel protagénico en la alimentacion mundial, ya que cumplen con las caracteristicas

mencionadas anteriormente (Robert, et al., 2016).

La organizacién de las naciones unidas para la alimentacién y la agricultura (FAO) en su
ultimo reporte informé una disminucién en las existencias de cereales respecto a su
produccion y utilizacion. Adicionalmente, la FAO sefiala que la produccién tendra los
mayores requerimientos para el 2030 (FAO, 2019). Asi, a fin de garantizar la demanda y
las existencias de productos de molienda es indispensable controlar las perdidas en la
cadena productiva (Saddique, et al., 2020). Los cereales presentan altas perdidas en
diferentes etapas de produccién. Por ejemplo, en precosecha los cultivos son afectados
por microorganismos y plagas que afectan la planta, durante la cosecha pueden sufrir
dafos por la maquinaria empleada para su recoleccion o pérdida del grado por vientos y
lluvias (Garza, 2009). Sin embargo, las mayores pérdidas se presentan en periodos
poscosecha donde el grano molido y almacenado es afectado principalmente por
microorganismos, roedores, e insectos; siendo estos Ultimos los que generan mayores
efectos con desperdicios superiores al 20% del producto almacenado. Entre las principales
plagas de granos almacenados se encuentra Tribolium castaneum (Antunes, et al., 2013),
gue es considerado una de las plagas mas agresivas en cereales, particularmente en el

trigo, por el impacto econdmico y su densidad poblacional (Navas, 2012).

Para el control de Tribolium castaneum se emplean diferentes tipos de métodos fisicos,

biolbgicos, etoldgicos, y quimicos; siendo el método quimico el mas utilizado con aplicacion
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de sustancias de origen sintético como organofosforados, organoclorados, piretroides,
entre otros (Antunes, et al., 2013; Ponce, et al., 2006); (Martinez, 2009). El problema de
estos plaguicidas sintéticos es que son considerados contaminantes organicos
persistentes (COP) puesto que su degradacién es lenta lo que ocasiona acumulacién en
el medio ambiente. Esta persistencia conlleva a la toxicidad sobre diferentes organismos
vivos como abejas, anfibios, aves y mamiferos (Syed, et al., 2018). También producen
afectacion irreversible de suelos y cuerpos de agua (Puerto, et al., 2014). Ademas, su uso
indiscriminado causa diferentes tipos modificaciones biolégicas, ya sea en su morfologia,
su comportamiento, el sitio activo o metabdlicas, las cuales producen nuevas generaciones
resistentes a dichas sustancias (Mufioz, et al., 2014). Debido a estos efectos secundarios
y no deseados algunos de estos compuestos como fosfinas, lindano, aldrin, endosulfan, y
bromuro de metilo estén prohibidos tanto en Colombia como en otros paises
(Minagricultura, 2020).

Por lo anterior, se hace necesario la blusqueda de nuevas alternativas de control de T.
castaneum. En este contexto, los productos naturales (PNs), que han sido empleados por
el hombre desde tiempos inmemoriales para controlar infestaciones por insectos,
representan una de las fuentes mas promisorias de agentes insecticidas. Particularmente,
los compuestos volatiles de las plantas presentes en los aceites esenciales han mostrado
el mayor potencial insecticida, debido al rol ecolégico que cumplen estos metabolitos en la

proteccion frente a diferentes depredadores (Ainane, et al,.2019).

Los AEs hacen parte de los llamados insecticidas de origen botanico o bioracionales,
presentan ventajas como su alta especificidad sobre plagas objetivo, baja toxicidad en
humanos y animales, menor persistencia en el medio ambiente, y al no ser sistémicos sus
modos y mecanismos de accion reduce las posibilidades de generar resistencia (Nava, et
al., 2012; Ebadollahi & J. Jalali, 2015; Belles, 1988). El alto potencial insecticida de los AEs
se ha relacionado con su composicién quimica, principalmente con la presencia de
terpenos, fenilpropanoides y en menor proporcion aldehidos, cetonas, alcanos,
compuestos nitrogenados y azufrados (Pino, 2015). Los cuales son sintetizados por las
plantas en su proceso de coevolucion como mecanismo de defensa para sus depredadores
naturales e incluso comunicacion (Taiz & Zeiger, 2007). Muchos AEs han sido evaluados
sobre plagas de insectos obteniendo buenos resultados, por ejemplo, en colebpteros como

Tribolium y Sitophilus ciertos aceites han mostrado ser muy activos (Olivero, et al, 2009).


https://www.google.com.co/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Lincoln+Taiz%22
https://www.google.com.co/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Eduardo+Zeiger%22
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Por lo anterior, después de algunos trabajos desarrollados dentro del grupo de
investigacion en Quimica de Productos Naturales Vegetales Bioactivos (QuiProNaB) de la
Universidad Nacional de Colombia, en convenio con el Grupo de Investigacion en
Fitoquimica de la Pontificia Universidad Javeriana (GIFUJ), desde el afio 2008 hasta el
momento, se han venido adelantando estudios sobre este tipo de metabolitos como
posibles agentes fitosanitarios para el control de diferentes plagas de almacén. Estudios
como el realizado entre el 2008 y 2012 en QuiProNaB comprendid la evaluacién de la
actividad insecticida, repelente, e inhibitoria de la reproduccidon sobre S. zeamais, S. oryzae
y T. castaneum de los metabolitos fijos y volatiles de algunas especies de las familias
Lauraceae, Rutaceae y Myristicaceae (Prieto, 2012). Asi como el estudio mas reciente en
el cual realizé un tamizaje de 45 aceites esenciales, de los cuales 23 mostraron ser
promisorios obteniendo CLsp entre 16,23 y 264,59 uL/L aire (Oviedo, 2019).

Sin embargo, los AEs presenta algunas desventajas como sus bajos rendimientos y
variabilidad en su composicién, lo que dificulta un escalamiento e incluso determinar que
compuesto o compuestos presentes en el aceite podrian tener la actividad sobre el insecto.
Teniendo en cuenta la variabilidad en los resultados de los andlisis cromatograficos de los
AEs promisorios evaluados por los grupos de investigacion, ademas de otros AEs
reportados en la literatura, al no encontrarse una relaciébn entre la composiciéon y la
actividad en estos AEs, se decidié seleccionar algunos compuestos mayoritarios y/o mas
frecuentes en AEs promisorios, para determinar la actividad por diferentes modos de
accion sobre T. castaneum. Para posteriormente, a partir de los compuestos con mayor
actividad frente al insecto disefiar y evaluar mezclas binarias de estos compuestos a fin de
aumentar el potencial insecticida de estos. Estas combinaciones con algun tipo de efecto
sobre la plaga nos permiten contar con las ventajas de las mezclas volatiles, ademas de
estimar un posible efecto sinérgico que no solo mejore la actividad, sino que mejore la
efectividad y otros factores como flexibilidad en la aplicacion (EPPO ,2012).

Por lo anterior, este estudio presenta la evaluacion de 49 compuestos presentes en AEs
promisorios, a los cuales se les determind su actividad fumigante, luego aquellos
compuestos con mejores resultados del modelo fumigante se les determin6 su actividad
toxica por contacto, repelente y antialimentaria. Finalmente, a partir de los resultados de
los compuestos con mayor potencial individual se seleccionaron para disefiar y evaluar
mezclas binarias, de las cuales aquellas mezclas con mayores sinergismos fueron

seleccionadas para un estudio de caracterizacion fisicoquimica y estabilidad preliminar.



1.Estado actual del tema

1.1. Seguridad Alimentaria: Un Reto Global

Un objetivo comun de gobiernos y organizaciones no gubernamentales ha sido la
reduccion de la pobrezay la inseguridad alimentaria, esto debido al panorama de escasez,
contaminacion, la inequitativa distribucion de recursos, variacion de precios, etc; que se
presenta en gran parte de la poblacién (Friedrich, 2014). A pesar de que los niveles de
hambre se han reducido a nivel mundial con respecto al aumento de la poblacion,
garantizar los pilares de la seguridad alimentaria (disponibilidad de alimentos, acceso
economico, utilizacion apropiada y sana, y la garantia de estos durante todo el tiempo) es
un tema complejo pues mientras disminuye el hambre, aumenta el nivel de
subalimentacion (disposicion de alimentos que no cuentan con los nutrientes necesarios)
(FAO, 2019). Diferentes estudios han identificado algunas dificultades a nivel global para
garantizar la seguridad alimentaria, se destacan algunas como: la incapacidad de abordar
las dinamicas a escala cruzada; desequilibrios de poder y bajas capacidades
institucionales; y valores e interpretaciones conflictivas de la "seguridad alimentaria”
(Moragues-Faus, et al., 2017). Para mitigar esta situacion, se han creado programas para
la reduccion de hambre como la gobernanza global de la UE-FAO, e incluso el enfoque de
algunos mecanismos intergubernamentales como la comunidad de estados
Latinoamericanos y caribefios (CELAC) para garantizar la seguridad alimentaria y la

erradicacion del hambre para el afio 2025 (Kepple, et al., 2017).
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Por lo anterior, uno de los retos agroecoldgicos para la produccién sostenible de alimentos
centra su atencion en aquellos productos de cosechas rapidas, alto contenido nutricional,
accesibles economicamente y de facil almacenamiento y distribucién, ejemplo de estos
son los cereales, cuya produccion anual es unas de las mayores en el sector alimenticio
(Altieri & Nicholls, 2010). Estos encajan en uno de los principales retos de la seguridad
alimentaria por ser alimentos basicos facilmente cultivables en diferentes pisos térmicos, y
se propone que todos los paises puedan ser pequefios productores, mejorando incluso
otras problematicas como las importaciones de este tipo de alimentos. En la busqueda de
asegurar las cosechas de estos cereales, se han desarrollado diferentes estudios
genéticos con el fin de garantizar que estos granos no sean afectada durante los periodos
precosecha, estas modificaciones genéticas a sus frutos han permitido asegurar que
diferentes factores bidticos y abiéticos no los afecten hasta su recoleccién. Sin embargo,
estas modificaciones no mitigan las perdidas postcosecha para este tipo alimentos (Ferro,
et al; 2009).

1.2. Generalidades de los Cereales

El cultivo de cereales se remonta a las primeras civilizaciones como la egipcia, ya que
ademas de ser un producto de alimento esta reportado por su impacto cultural y religioso
en los muchos pueblos. Este tipo de cultivos fueron bastante cosechados por su importante
valor energético, ya que cuenta con un porcentaje bajo de agua, lo que permite la mayor
concentracion de nutrientes y la posibilidad de almacenarlos por largo tiempo (Rodriguez,
et al., 2008). El principal uso de los cereales es para consumo humano ya sea en grano
entero o como producto de molienda, aunque también se cosechan para alimentacion de
ganado y otros animales para construccion e incluso algunos para produccion de
biocombustibles (UNAM, 2018).

Se conoce a los cereales como frutos sanos, enteros y secos, pertenecientes a la familia
de las gramineas, aunque dentro de estos se encuentran especies como el trigo sarraceno
gue hace parte de la familia poligonaceas. Este tipo de cultivos los conforman plantas
angiospermas monocotileddneas, su inflorescencia es una pequefia espiga, los ejemplares
de consumo humano tienen alturas aproximadas de 30 cm hasta 300 cm de acuerdo con
el tipo de cereal, su tallo es variable, en algunos casos delgado y en otros grueso como el
caso de sorgo, maiz y mijo perlado (Rodriguez, et al., 2008). Estos cereales pueden

cultivarse en climas muy variados, por ejemplo, el sorgo y el mijo se desarrollan en climas
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semiaridos, el centeno y la cebada en climas frios y otros como el arroz bajo el agua. A
través de los afios estos cultivos se han ido adaptando a diferentes condiciones climaticas,
lo cual tiene que ver mucho en su desempefio durante cosecha. El grano de cualquier
cereal se le denomina cariopside, una estructura protegida por glumas que son una
especie de cascarilla, estas glumas en especies como el arroz, la cebada, trigo y avena
estan fusionadas al grano por tanto se separa hasta procesos de trilla (Rodriguez, et al.,
2008).

Entre los cereales mas representativos a nivel global y que ademas son protagonistas en
el proceso de garantizar la seguridad alimentaria se encuentran: el arroz, el maiz, el trigo
y la cebada (Godfray, et al., 2010). La oferta y la demanda de estos alimentos ha
aumentado considerablemente las Ultimas décadas, esto debido a ventajas como el
contenido de nutrientes y su alto aporte energético (Yu, et al., 2019). En gran parte estos
cereales se distribuyen como productos de molienda (harinas) para consumo humano,
entre estos e destaca el trigo, el tercero mas producido, y cuyo valor nutricional es mayor
gue otros cereales como el maiz y el arroz, ademas su importancia econémica en muchos
paises (Pefia, et al, 2007). A nivel nacional juega un papel importante ya que la agricultura
es uno de los principales pilares econémicos, gracias a la disponibilidad del suelo, pisos
térmicos y condiciones agroecoldgicas para cualquier tipo de cultivo (El Tiempo, 2018).
Entre los cereales con mayor produccion global se encuentra el trigo, su nombre cientifico
es Genus Triticum, es una planta perteneciente a la familia de las Gramineas de cosecha
anual, posee espigas de donde sale el fruto que se seca para molienda y se convierte en
harina. Se cultiva en todo el mundo, principalmente en China, Estados Unidos, Canada,
Ameérica latina y Europa. Se cosecha en climas subtropicales ligeramente calidos y frios
(Garza, 2009).

El embrién es aproximadamente el 3,5% del peso del grano mientras el endospermo es el
85% aproximadamente. EI embrién o germen es rico en proteinas, azucares simples,
lipidos y vitaminas como la E y la B. Tanto el interior celular del endospermo como la masa
de las paredes es lo que posterior al proceso de molienda se convertira en harina, dichas
estructuras son ricas en almidon, el cual es un componente principal de los cereales, de
esta manera la calidad de la harina dependera de la cantidad de proteina presente en las

células del endospermo (Rodriguez, et al., 2008).
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Dentro de sus caracteristica de los cereales se encuentra su alto valor nutricional, para el
caso del trigo, un germen aporta por cada 100 g 360 Kcal de energia, 51,8 g de
carbohidratos, 23,15 g de proteina, 13,2 g de fibra, 9,75 de grasa, no contienen colesterol,
y poseen cantidades menores pero necesarias de micronutrientes como: tiamina (1,88 mg),
riboflavina (0,499 mg), niacina (6,8 mg), hierro (2,26 mg), sodio (12 mg), zinc (12,29 mg),
selenio (79,2 ug), entre otros (USDA, 2018).

1.2.1. Produccion de cereales

A nivel mundial se ha presentado un aumento en la produccién de cereales como maiz,
arroz, sorgo cebada y trigo. En 1961 la produccion total de cereales era de 876.874.886
toneladas, de las cuales 222.357.231 toneladas fueron de trigo, el comportamiento de la
cantidad cultivada ha sido creciente. Entre los afios 2015 y 2019 la produccién de cereales
superé los 2.700 millones de toneladas y la produccién de trigo las 750 mil toneladas
alcanzado una cifra de 763.300.579 toneladas para el 2019. Esto es un buen indicador
tomando como referencia la estimacion de la FAO de mas de 3000 millones de toneladas

de cereales por afio para cumplir con la demanda mundial (FAO, 2020).

Sin embargo, el panorama para Colombia no es el mismo, ya que desde 1970 segln
reporta la federacion nacional de cereales y leguminosas (FENALCE) el comportamiento
en la produccion del trigo ha sido decreciente, desde 1970 hasta el primer semestre del
2019 la produccién no ha superado las 100.000 toneladas por afio, dicha disminucién ha
aumentado desde el afio 2010. A pesar de que el consumo aparente en toneladas de este
cereal también ha disminuido desde el 2008 que pasé de 1.426.471 toneladas hasta llegar
a 851.853 toneladas en el 2018, la produccién nacional es insuficiente, lo que ocasionado
gue desde el afio 1950 haya sido necesario aumentar las importaciones de este cereal,
para el 2018 la cifra fue de 2.000 toneladas. Este aumento progresivo de importaciones
afecta otros factores econémicos como el producto interno bruto (PIB), debido a que cada

afo aumenta el precio por tonelada de este cereal (FENALCE, 2020).

Teniendo en cuenta la produccion y las proyecciones en los requerimientos para los
proximos afios de los cereales, se estima que la produccién sera suficiente, considerando
gue se mantengan las existencias y no se presenten pérdidas. Sin embargo, los cereales

son productos que en su mayoria se almacenan por determinados periodos de tiempo, en
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estos periodos son afectados por diferentes organismos que causan las pérdidas mas
significativas de toda su cadena productiva.

1.2.2. Pérdidas en cereales

Los cereales presentan pérdidas en diferentes periodos, en precosecha pueden ser
afectados por microorganismos, en el trigo por ejemplo algunas royas producidas por
especies del género caries-tizon hediondo producida por el hongo Tilletia caries, tizén
comun producida por el hongo ustilago, hongo Erysiphe graminis; Ademas de plagas de
animales como Anguilulina tritici, chinche de trigo, mosca de la flor del trigo, larvas de thrips
(Garza, 2009). En periodos de cosecha se presentan pérdidas por destrozo del grano por
la magquinaria empleada para la colecta, ademas de la caida de espigas o frutos
ocasionados por lluvias y vientos. Estas pérdidas son menores comparadas con las de

postcosecha en periodos de almacenamiento (Augsburger, 1992)

Las principales pérdidas de los cereales se presentan en el periodo postcosecha, donde
el grano (entero o molido) se encuentra almacenado y es afectado por diferentes
organismos como roedores, hongos, bacterias e insectos que causan dafos irreversibles
sobre el alimento. De los anteriores los insectos son los responsables de los mayores
dafios (mas del 20%), en especial en paises tropicales, donde la temperatura auspicia el
desarrollo de estos insectos (Garcia, et al., 2007). Los principales impactos sobre los
cereales son: disminucion en el peso, el poder germinativo, disminucion en la calidad de
las propiedades organolépticas, y a causa de los cambios resultantes en el calentamiento
espontaneo de la actividad de los insectos, favorece el desarrollo de microorganismos
como hongos y bacterias. Entre los insectos mas comunes en granos almacenados se
encuentran algunos como: Sitophilus zeamais, Sithophilus oryzae, Prostephanus
truncatus, Rhyzopertha dominica, Tribolium confusum y Tribolium castaneum (Rodrigez &
Herrera, 2003) Entre los anteriores, T. castaneum, es uno de los mas agresivos,
considerado plaga primaria de harinas y secundaria en granos enteros (Antunes, et al.,
2013).

1.2.3. Dafnos producidos por plagas en granos almacenados

En los granos almacenados se presentan una serie de dafios causados en su mayoria por

insectos, estos dafos se relacionan directamente con la calidad y cantidad del producto,
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estos dafos se clasifican en dos grupos principales, los directos e indirectos: (Vifiuela &
Adan, 1993)

a) Dafos directos

Son aquellos dafios que se producen cuando el insecto plaga altera el peso del grano, su
contenido nutricional o su capacidad germinativa, esta Ultima de acuerdo con la especie
de plaga que infeste el cereal almacenado ya sea en grano entero o como producto ya
molido (Garcia, et al., 1994).

b) Dafos indirectos

Estos dafios son aln mas delicados ya que pueden afectar la viabilidad del producto para
consumo humano o animal. Ejemplos de estos son la presencia de exuvios y deyecciones
las cuales poseen sustancias como en el caso de T. castaneum que deprecian la calidad
por la alteracion del color y los malos olores. También se presenta calentamiento del
producto por la actividad metabdlica de los artropodos que ocasionan un gradiente de
temperatura que causa que la humedad se condense en zonas poco célidas, favoreciendo
el desarrollo de hongos patdégenos que pueden producir algunas micotoxinas que hacen al
producto no apto para consumo. Las plagas de almacén pueden actuar como reservorio
de enfermedades ya que son hospederos de ciertos patégenos que causan enfermedades

en mamiferos como: nematodos, solitarias, bacterias, etc (Vifiuela & Adan, 1993).

1.3. Tribolium castaneum

Entre las plagas mas comunes en granos almacenados se encuentra Tribolium castaneun,
este coledptero causa importantes datos directos e indirectos en diferentes productos
almacenados como granos enteros y harinas, ademas de productos amilaceos y semillas
oleaginosas (Skourti, et al, 2019). Popularmente es conocido como el gorgojo rojo de la
harina por su apariencia color rojo marrén, es un insecto perteneciente al orden Coledptera
de la familia Tenebrionidae. Como se muestra en la Figura 1-1, los adultos miden entre 3
y 4 mm de largo, morfolégicamente consta de los Ultimos tres segmentos antenales anchos
y bien definidos. Se desarrollan en ambientes humedos (entre 60% y 80%), con poca
presencia de luz a temperaturas aproximadamente entre 25y 35 °C, entre mayor sea la
temperatura sus larvas, huevos y pupas de desarrollaran mas rapido. Su ciclo de vida es
holometébolo cuya etapa de huevo es de tres dias aproximadamente, 16 en estados de

larva y 5 dias en pupa. Su ciclo de vida completo tarda alrededor de 7 a 12 semanas
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(INTAGRI, 2018). Este insecto es propio de paises geograficamente ubicados en zonas
tropicales y subtropicales. Se le reconoce como una plaga secundaria para granos ya que
no es capaz de perforar granos almacenados, pero es considerada plaga primaria en

harinas almacenadas o vegetales secos y molidos guardados en silos (Martinez, 2009).

Una caracteristica importante es su habilidad de competitividad y supervivencia a
condiciones dificiles, también pueden adaptarse a cambios bruscos de climas. Sus adultos
y larvas pueden llegar al canibalismo alimentandose de huevos y ninfas (Ghrahimi, et al,
2018). Su tasa de desarrollo es muy rapida, una hembra puede poner hasta cuatrocientos
huevecillos y en condiciones favorables pueden reproducirse entre cuatro y cinco veces al

afio, causando una densidad poblacional muy alta (Unruh, et al, 1998).
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Figura 1-1 Tribolium castaneum (adulto, ciclo de vida y glandulas protorécicas)

A: Tribolium castaneum (INTAGRI, 2018); B: Ciclo de vida Tribolium castaneum (Baldwin & Fasulo,

2003); C: Glandulas protoracicas T.castaneum ( Villaverde, 2014).

Su impacto econémico negativo es bastante alto en este tipo de productos ya que son
polifagos, su alta densidad poblacional genera pérdida de calidad en el producto por
desprendimiento de quinonas presentes en su exoesqueleto, que no solo afectan el color
sino también el olor de la harina (Cervantes, 1999). Las quinonas que expulsan son: metil-
1,4-benzoquinona (MBQ) vy etil-1,4-benzoquinona (EBQ) (Unruh, et al., 1998); estas
benzoquinonas (BQ) son producidas como mecanismo de defensa en condiciones de
estrés en el insecto ante la presencia de depredadores, dichas BQ se almacenan el

reservorios glandulares ubicados en la parte posterior de la cabeza, que luego son


https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/science/article/pii/S0022474X18301735#!

Capitulo 1 11

expulsadas por medio de las glandulas protoracicas y abdominales (Figura 1-1 c)
(Villaverde, 2014). Este tipo de sustancias presentan citotoxicidad aguda, inmunotoxicidad
y carcinogénesis; ya que permite que se formen especies reactivas con el oxigeno, por
medio de uniones covalentes a macromoléculas o modifican el metabolismo del ion calcio
Ca++ estropeando la respuesta inmune que inhibe funciones de células como los
macrofagos (Bolton, 2000). Estas BQ pueden afectar al mismo insecto por lo cual son
almacenadas exclusivamente en dichas glandulas como hidroquinonas, que son
transformadas durante la excrecién en BQ por una reaccion con H,O; y catalizadas por
enzimas peroxidasas. Otras sustancias producidas por el insecto como el 1-pentadeceno
sirven como solventes de estas BQ para ser expulsadas (Villaverde, 2014). También
deprecian el producto por presencia de exuvios y cadaveres (Cervantes, 1999). estos
insectos pueden causar perdidas hasta el 30 % del producto neto almacenado por tanto

es importante aplicar estrategias que permitan controlarlo (Antunes, et al., 2013).

Tribolium castaneum un problema bastante complejo, ya que este insecto no solo esta
reportado dentro de las 12 plagas mas agresivas de almacén junto con Sitophilus zeamais
Motsch, Sitophilus oryzae, Prostephanus truncatus, entre otras (INTAGRI, 2018) sino
también como la mas resistentes entre 10 plagas, siendo esta la mas agresiva con reporte
de resistencia a 34 plaguicidas, entre estos los comerciales sintéticos mas empleados

como la fosfina, bromuro de metilo, el malatién y cipermetrina (Talukder, 2009).

1.3.1. Métodos de control de Tribolium castaneum

Se han desarrollado diferentes métodos para el manejo integrado de plagas (MIP), para
Tribolium castaneum existen métodos directos de control de plagas, entre los cuales se
encuentran:

1.3.1.1. Métodos fisicos

Estos se clasifican en medidas mecanicas y fisicas, las primeras evitan o dificultan que la
plaga o vectores hagan contacto con la planta, las medidas fisicas incluyen procesos de
desinfeccion de suelos y sitios de almacenamiento usando calor, radiacion, humedad; sin

embargo, estas son de gran costo (Sanchez, 2017)

1.3.1.2. Métodos Biologicos

Este consiste en combatir la plaga con sus enemigos naturales, es decir, organismaos vivos

gue afecten la plaga (Sanchez, 2017). Algunos enemigos de plagas de almacén, entre
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estas Tribolium castaneum son parasitoides como: Anisopteromalus calandrae, Apanteles
taragamae, Bassus asper, Bracon hebetor, Cephalonomia waterstoni, las cuales atacan al
insecto en etapas de huevo o larva generalmente (Garcia, et al., 2009.)

1.3.1.3. Control Etolégico

En este control se aprovechan la reaccién a ciertos comportamientos de los insectos a un
estimulo generado por una sustancia quimica, este tipo de sustancias son entre otras de
tipo aleloquimico que producen un efecto en organismos de diferente especie; entre estas
encontramos las Alomonas, donde la reaccién favorece Unicamente al organismo emisor,
Kairomonas, en este caso la reaccion beneficia al receptor y Sinomonas, interaccion
donde se benefician los dos organismos (mutualismo) (Cermeri & Diaz, 2019) o
feromonas, estas son productos quimicos o0 mezclas de estos que producen una reaccién
en el comportamiento de organismos que pertenezcan a la misma especie, estas
sustancias pueden regular el mensajes de envio o0 recepcion de atraccion sexual,
agregamientos, alarma, orientacién, entre otros (Torres, 1998) Para el caso de T.
castaneum los machos producen un feromona de agregacion denominada 4,8-
dimetildecanal (4,8-DMD), dicha molécula atrae ambos sexos y sirve para direccionarlos a
lugares de alimentacién o reproduccion. Actualmente se han sintetizado este tipo de
moléculas las cuales se comercializan para el control de especies de del género Tribolium
(Villaverde, 2014).

1.3.1.4. Métodos Quimicos

En este caso se usan agrotéxicos para controlar una determinada plaga, estas sustancias
aplicadas pueden ser de diferente naturaleza, ya sean: inorganicos, organicos, aceites de
petréleos o sustancias quimicas organicas sintéticas, este control es ventajoso en cuanto
a efectividad, sencillez y costos se refiere, sin embargo desventajas como la generacién
de resistencia a los plaguicidas, efectos colaterales en otras especies y su impacto

ambiental negativo, hacen poco viable este método (Rogg, 2000)

Entre los principales controles quimicos sobre T. castaneum encontramos ciertos grupos
toxicolégicos como: organofosforados; estas sustancias derivadas del acido fosforico
(Mena, 2008), fueron desarrollados durante la segunda guerra mundial para una posible
guerra quimica, sin embargo, investigaciones posteriores mostraron su importante

actividad insecticida, estos pueden actuar sobre el insecto de manera fumigante, por
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contacto o estomacal; Para el control de granos almacenados los organofosforados méas
comunes son: malation (Figura 1-2 a), fosfina, diclorvos, diazindn y clorpirifos. Su
mecanismo de accién al igual que los carbamatos causa el bloqueo de importantes

enzimas del sistema nervioso como las colinesterasas (Ponce, et al., 2006).

Otro grupo importante son los organoclorados, estos poseen atomos de carbono, cloro,
hidrogeno, incluso oxigeno en sus moléculas, también poseen anillos ciclicos,
heterociclicos de carbono, se consideran apolares y lipofilicos, lo que los convierte en
sustancias con poca reactividad quimica. Son estables y muy efectivos como insecticidas
de amplio espectro y son de bajo costo; sin embargo, su degradacion en el medio ambiente
es lenta y su caracter lipofilico permite la acumulacién de estos residuos en tejidos de
mamiferos, lo que desencadena una serie efectos negativos sobre estos (Ponce, et al.,
2006).
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Figura 1-2 Estructuras de compuestos quimicos utilizados sobre T. castaneum
a: Estructura del malation (Coroflot, 2019), b: Estructura del butoxido de piperonilo (Belles, 1998),

c: Estructura Deltametrina (Alamy,2019)
Otros compuestos para el control quimico de plagas de granos almacenados son algunos
de origen natural, como las referencias comerciales K-Obiol® EC25 y K-Obiol® ULVG, los
dos tiene como componente activo un piretroide llamado deltametrina (Figura 1-2 c), el
cual posee gran actividad insecticida (BAYER, 2018). en el caso del KObiol® ULV6 esta
combinado con butoxido de piperonilo (BTO) (Figura 1-2 b), este compuesto presenta una
importante actividad sinergista, ya que por si solo no genera mayor efecto sobre ninguna
plaga, el BTO causa la perdida de sefializacion biologica fundamental en el desarrollo

neurolégico de los insectos (Sacaluga, 2013).
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1.4. Productos naturales vegetales como agentes
fitosanitarios

El uso descontrolado y excesivo de plaguicidas sintéticos y su prohibicion en algunas
legislaciones, convirtieron en una tendencia el potencial insecticida de los productos
naturales desde los 80°'s y 90s, tanto asi que en el mercado global estos productos
conocidos como bioplaguicidas o insecticidas botanicos han alcanzado mas de 1000

millones de délares en los Ultimos afos; con propension a aumentar (Regnault, 2012).

El resurgimiento de plagas de productos almacenados y sus efectos negativos en este tipo
de alimentos ha ocasionado un interés mundial por los bioplaguicidas, en especial en
regiones tropicales o donde sean numerosos los cultivos de cereales como Estados
Unidos, Egipto, México, entre otros (Moshi & Matoj, 2017) Entre los insecticidas botanicos
con mayores aplicaciones en el control de plagas de granos almacenados se encuentra el

neem, los piretroides y los aceites esenciales.

1.4.1. Neem

El arbol de neem potencialmente subutilizado en todo el mundo, sus hojas se emplean
como alimento de rumiantes en zonas secas, ademas de tratamientos tradicionales para
mordeduras de serpientes e insectos. Su parte aérea posee una gran riqueza quimica en
alcaloides, taninos, aceites, saponinas, flavonoides, esteroles y calcio, sus semillas en
acidos grasos y proteinas. Posee gran variedad de bioactividades como: antimicrobiana,
antivirales, antimicoéticas, anticancerigenas, antioxidantes, antisépticas e insecticida
(Montero, et al.,2012). El efecto insecticida se atribuye por algunos de sus compuestos
caracteristicos, azaridactina, meliacin, meliacinol, meliatetraolenonne, el primero con
mayor potencial insecticida. La azaridactina (Figura 1-3) se encuentran en mayor cantidad
en las semillas de frutos inmaduros, y se extraen facilmente con diferentes solventes
organicos. Presenta baja toxicidad en vertebrados e insectos benéficos. Su mecanismo de
accion involucra la inhibicion de la enzima que cataliza la Gltima parte del proceso que
transforma a la ecdicsona en la hormona 20-didroxyecdysona, dicha inhibicién interrumpe
los procesos de apareamiento, comunicacion sexual, ovoposicion, eclosion de huevos,

pasos de mudas, fertilidad y sintesis de quitina(Kumar, et al.,2016).
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Figura 1-3 Estructura azaridactina (Kumar, et al.,2016).

1.4.2. Piretroides

Estos compuestos se desarrollan desde el acido crisantémico, una sustancia de origen
natural que se obtiene esterificado de las flores de Chrysanthemum. Tienen caracteristicas
como foto estabilidad, gran potencial insecticida y una rapida degradacién en el ambiente
(Marcano & Hasegawa, 2002). Estructuralmente posee un anillo ciclopropanico. Su
actividad insecticida se le atribuye a los principios activos de las piretrinas | y Il (Figura 1-
4 a), son mas seguro y estables que los plaguicidas sintéticos tradicionales, sin embargo
Su costo es mayor, por esto se han desarrollado algunos piretroides de segunda
generacion (sintéticos) los cuales conservan estructuralmente las caracteristicas del acido
crisantémico, pero con algunos elementos halogenados o grupos a-ciano en su estructura
gue aumentan su toxicidad y estabilidad (Mancheno, et al., 2001). Los primeros piretroides
de segunda generacioén en sintetizarse fueron la decametrina, cipermetrina (Figura 1-4 b)
y deltametrina. El efecto de este tipo de compuestos sobre diferentes insectos puede ser
Knockdown o letal ya que actla sobre el sistema nervioso central y Periférico (Bradberry,
et al.,2005).

RJ\/X% © )c|\ X

| 0
O o N il 0
Piretrinal: R = CH, \ © ‘ |
Piretrina Il: R = CO,CH, \ N
(a) (b)

Figura 1-4 Estructura quimicas de piretroides. (a):estructura de las Piretrinas | y II; (b):Estructura
cipermetrina.
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1.5. Perspectivas de aceites esenciales para el control de
Tribolium castaneum

Los aceites esenciales obtenidos desde hace cientos de afos, han sido utilizados como
fragancias y saborizantes, en estudios recientes se han empleado en aromaterapia, lo que
ha incrementado el mercado mundial de estos. Ademas, se han documentados algunos
como repelentes tradicionales de insectos, sin embargo la formulaciéon de insecticidas y
repelentes comerciales a partir de aceites esenciales es minima (Isman, 2016).
Actualmente se han convertido en tendencia como agentes fitosanitarios, por los buenos
resultados que han venido mostrando diferentes investigadores que han evaluado estos
volatiles de un gran nimero de especies y familias frente a plagas tipicas de almacén
como: Sitophilus zeamais, S.oryzae, Tribolium castaneum, T.confusum, entre otros
(Stashenko & Martinez, 2012).

Los compuestos de origen natural han mejorado su demanda, ya que muchos
consumidores prefieren productos sanos sin residuos agricolas perjudiciales para su salud,
en esta blsqueda los aceites esenciales han mostrado una buena actividad insecticida
frente a diferentes ordenes de insectos entre ellos las plagas de almacén (Descamps, et
al., 2004)

1.5.1. Generalidades de aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas de metabolitos secundarios de las plantas, reciben
también el nombre de aceite volatil, aceite etéreo o esencia. Su composicion es una
mezcla compleja de compuestos con alta presion de vapor cuya estructura y naturaleza
guimica es muy diversa. Sus funciones en la planta son de defensa contra depredadores
0 enemigos naturales, sobre los cuales presenta mortalidad o repelencia, aunque también
se les atribuyen caracteristicas como atracciéon de polinizadores (Stashenko & Martinez,
2012) Se caracterizan por ser de olores muy agradables de las diferentes partes de la
planta, hojas, tallos, frutos o inflorescencias; se presentan generalmente en mayores
proporciones en plantas aromaticas de tipo arbustos o hierbas, aunque en otras también
se pueden obtener, en menor cantidad y menos caracteristico su olor, pero se encuentran.
Estos se pueden obtener de algunas plantas mediante procesos de arrastre por vapor,
hidrodestilacién o destilacion agua-vapor, aunque se han desarrollado nuevas técnicas a

partir de estas para mejorar sus extracciones tales como microondas, ultrasonido y fluidos
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supercriticos (Preedy, 2016). EIl rendimiento y su composicién varian de acuerdo con la
especie, la familia incluso la ubicacién geogréfica, quimiotipo, condiciones agroecolégicas,
tratamiento postcosecha, y método de extraccion de la planta. La composicion quimica
principal esta conformada por: terpenoides, fenilpropanoides, bencenoides y derivados de
acidos grasos y aminoacidos (Pino, 2015). Sus aplicaciones van desde la industria
cosmética, aseo, hasta la farmacéutica, de alimentos y agroquimica (Stashenko &
Martinez, 2012).

La variabilidad cualitativa y cuantitativa en los aceites esenciales esta relacionada con
factores climaticos, composicion del suelo, érgano de la planta, edad, estacionalidad y fase
del ciclo circadiano, esta es una limitante de estos productos de origen natural para
posibles escalamientos (Furtado, 2018). Estas variaciones se identifican gracias a la
caracterizacion de estos volatiles, por determinacion sus propiedades fisicoquimicas,
estas, son el referente para los controles de calidad para estos productos que garantizan
gue estos no tengan ningun tipo de adulteracién. La caracterizacion quimica generalmente
se realiza por técnicas instrumentales como cromatografia de gases acopada a
espectrometria de masas (CG-EM), y cromatografia de gases con detector de ionizaciéon
en llama (FID), ademas de estas dos técnicas se han descrito algunas especificas para
garantizar la pureza enantiomérica de algunos compuestos o para detallar en analisis de
ciertos aceites como: Cromatografia de gas capilar enantioselectiva y espectrometria de
masa de relacion isotdpica, acoplada en linea con cromatografia de gas capilar en una
columna HP5 para diversos aceites esenciales; Cromatografia de gases en linea pir6lisis
relacion de is6topos espectrometria de masas (HRGC — P — IRMS) para compuestos de
sabor como decanal, linalool, acetato de linalilo, E-2-hexenal y E-2-hexenol en aceites
esenciales; Espectrometria de masas con relacion de isétopos en linea junto con
cromatografia de gases capilar (GC-Py-IRMS); Cromatografia de gases — Combustion —
espectrometria de masas con relacién isotépica (GC — C — IRMS); Cromatografia liquida
de ultra alto rendimiento - tiempo de vuelo - espectrometria de masas (UHPLC-TOF — MS)
Perfil y huella digital de resonancia magnética nuclear (RMN) 1H; espectroscopia de

infrarrojo cercano (NIR), entre otras (Preedy, 2016).

En cuanto a los pardmetros de control de calidad, un aceite esencial debe estar
debidamente etiguetado con el nombre botanico, método de cultivo, pais de origen, tejido
vegetal empleado para la destilacibn y componentes principales. Ademas deben

determinarse sus caracteristicas organolépticas (olor, color, sabor, apariencia),
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determinaciones fisicas (densidad, punto de congelacion, indice de refraccion, poder
rotatorio, solubilidad en etanol, punto de inflamacién, rango de destilacion), indices
qguimicos (indice de acidez, indice de éster, indice de saponificacion, indice de acetilo,
indice de fenoles), caracteristicas cromatogréaficas (descritas anteriormente, resaltando
siempre componentes mayoritarios), caracteristicas espectroscopicas (ultravioleta, visible,
infrarrojo). En general las normas de calidad para el control de calidad de aceites
esenciales las genera cada pais, sin embargo, un referente puede ser las normas 1SO
(international organization for standarization) o algunas farmacopeas, el control de calidad
de un aceite también puede variar de acuerdo con su utilizacion (cosmética, alimenticia,

farmacéutica, fitosanitarios) (Preedy, 2016; Montoya, 2010; Sostenible, 2003).

1.5.2. Aplicacion de aceites esenciales como insecticidas

Se ha reportado que los Aes de diferentes especies presentan actividad insecticida,
repelente, antialimentaria e inhibitoria de la reproduccién frente a diferentes coledpteros
como T.castaneum. Adicionalmente, cabe destacar que estos presentan algunas ventajas
como su baja toxicidad en humanos y en el medio ambiente por la poca persistencia.
Ademas al actuar por diferentes modos de accion, pueden disminuir las posibilidades que

el insecto genere resistencia (Ringuelet, et al., 2014).

A continuacién, se describen algunos de los modos de accién reportados para los Aes

frente a T. castaneum

1.5.2.1. Modos de accién de los aceites esenciales

a) Toxicos fumigantes:
las sustancias que actuan por modo de accion fumigante son gaseosas a temperatura
ambiente, su aplicacion es relativamente facil y permite penetrar en todo el cereal
almacenado. Entre sus desventajas estd la necesidad de aplicarse en un ambiente
hermético para garantizar su efectividad. Los compuestos comerciales mas comunes en
este modo son el bromuro de metilo, la fosfina y el fluoruro de sulfurilo. Este tipo de
compuestos afecta al insecto ya que entran por el sistema traqueal, modificando proteinas

vitales para la supervivencia del insecto (Dierksmeier, 2007).

Teniendo en cuenta la alta volatilidad de los aceites esenciales pueden actuar por este

modo de accién y para ello solo requiere un pequefio aumento de la temperatura. Ademas
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han demostrado una répida penetracién en el insecto, por lo cual, poseen un amplio
espectro de actividad sobre diferentes especies de insectos de granos almacenados. Estos
generalmente no acumulan desechos téxicos en el producto almacenado y el aumento de
la temperatura no descompone los constituyentes de estos aceites (Kumar,et al., 2007) .
Cabe resaltar que la actividad fumigante en los AEs se ha atribuido a los monoterpenos y
sesquiterpenos principalmente, aunque existen otros tipos de compuestos con reportes de
actividad que hacen parte de la composicion de estos. Se han reportado AEs de la familia
Apiaceae que han mostrado actividad por este modo de accién sobre T. castaneum
(Mossa, 2016)

b) Téxico por contacto
Los aceites esenciales también pueden actuar por contacto con el insecto absorbiéndose
directa y rapidamente por la cuticula de este. También pueden ser afectados por caminar
sobre una superficie que tenga este tipo de sustancias. De esta forma, se ha reportado
gue los AEs son especialmente activos en insectos de suelos, plagas de almacén y
ambientes domésticos (Saunders, et al., 1998). La actividad toxica por contacto se ha
relacionado con el caracter lipofilico de la sustancia que ejerce el efecto. Asi que teniendo
en cuenta que los AEs son mezclas de compuestos mayoritariamente apolares este
caracter les permite atravesar la cuticula del insecto causandole la muerte. Dentro de los
insecticidas actualmente usados que presentan este modo de accién se encuentran: la

nicotina, la rotenona y derivados de piretrinas (Belles, 1988).

Algunos aceites esenciales de la familia Asteraceae como Artemisia brachyloba, cuya
composicion presenta monoterpenos en mayor proporcion (55%), mostrd toxicidad por
contacto con dosis letales cincuenta (DLso) menores a 32 ug/g de insecto. Adicionalmente,
se evaluaron los compuestos mayoritarios de este aceite, el a-terpineol y la davanona,
encontrando que el a-terpineol present6 resultados similares a los del aceite. Lo cual, no

se observo con la davanona, que presenté una DLso mayor (Hu, et al., 2019)

c) Ingestién
En este caso el compuesto se aplica en el alimento, el cual es ingerido por el insecto y
son absorbidos en el intestino, este modo funciona de manera especial en plagas
masticadoras como coledpteros, lepidopteros y ortdpteros. Para garantizar una dosis letal
debe ser uniforme la aplicacién del plaguicida en el producto, para este caso la harina

(Rogg, 2000). Esta se da porque alguna sustancia induce al insecto a modificar su
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comportamiento por accion directa en la sensibilidad periférica, incitando a este a disuadir
la alimentacién. Aceites esenciales de la familia Myrtaceae, como Eucalyptus globulus y
Lavandula stoechas tienen una importante actividad antialimentaria (Mossa, 2016).

d) Repelente
Este modo de accion sobre plagas no es de tipo insecticida como los anteriores, ya que
no causa la muerte del insecto, en este caso solo aleja al organismo del area donde esté
la presencia de alguna sustancia que tenga un efecto sobre él (Torres, 1998). Se considera
repelentes aquellos compuestos que puedan actuar de manera local o en un limite
determinado, influyendo sobre el organismo evitando el contacto con una determinada
superficie (Nerio, et al, 2010). Las sustancias con potencial repelente regularmente

suministran barreras de vapor que causa que ciertos organismos no lleguen a una
superficie (Brown & Helbert, 1997). Se han reportados algunas especies de aceites

esenciales con actividad repelente sobre Tribolium castaneum como: Ocimum basilicum L
(Labiatae), Baccharis salicifolia (Asteraceae), Artemisia annua (Asteraceae), Nigella sativa
(Ranunculaceae), Trachyspermum ammi (Umbelliferae) y Anethum graveolens
(Umbelliferae) (Caballero, et al.,2011).

1.5.2.2. Aceites esenciales para el control de Tribolium castaneum

Se han reportado un gran nimero de aceites esenciales pertenecientes a diferentes
familias sobre T. castaneum, su composicion, sus modos de accion y determinacion de su
mecanismo de accién. Estas evaluaciones generalmente se analizan partiendo de la
caracterizacion quimica del aceite, buscando un patrén de relacién entre su actividad y que
tipo de compuestos presentes en estos. Algunas de estas sustancias ya han sido
reportadas, otras tienen pocos reportes y de algunas presentan escaza informacién dentro
de la revision bibliogréafica realizada. En la Tabla 1-1, se presentan los reportes de algunos
aceites esenciales evaluados sobre el insecto que han mostrado resultados sobre T.
castaneum.

Tabla 1-1 Reportes de aceites esenciales promisorios sobre T.castaneum

Familia Compl_Jes'_[os Actividad evaluada Referencia
mayoritarios
a-asarona,
metilisoeugenol Repel_ente (Miao, et
A.calamus Acoraceae ' (>90% repelencia a 78 pg/ cm? ;
shyobunona, al.,2016)
. a 60 h)
isoshyobunona
C. copticum Apiaceae p-cimeno, timol, Toxicidad fumigante (Fang, et al,
- COP P y-terpineno. (CLso: 33,14 pl/L de aire) 2010)
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alcanfor Toxicidad fumigante
C (CLs0:17,4 pL/L aire) (Abbad, et al.,
A. herba cis-tujona Toxici
crisantenona oxicidad por contacto 2014).
(DLso: 0,08 ml/cm?)
acetato de geranilo,
terpinoleno, a-terpineol a-
Asteraceae pineno, sabineno, Toxicidad por contacto (DLso:
o-felandreno, y-terpineno 5,78 pl/adulto) (Guo, et al
A. lancea acetato de linalilo , Repelente 20'19 v
acetato de terpenilo, (80% repelencia a 0,63 pL/ )
L-acetato de mentilo y cm? a 4 horas)
R-acetato de mentilo
Toxicidad fumigante
(CLso: 1,66 pl/L de aire)
safrol Toxicidad por contacto (DLso: (Zapata &
L. sempervirens Cupressaseae limoneno 44,05 pug/mg adulto Smagghe, 2010)
Repelente gghe,
(43,44% 0,001 pl/cm? 4 H)
Toxicidad fumigante
(ClLso: 4,71 pg/ guarida)
Toxicidad por contacto
S bachtiarica p-cimgno, linalol, borneol, (DLs0:40,6 pg/mg adulto) (Taban, et al.,
timol, carvacrol. Repelente 2017)
(10,00% 19%(v/v) 8 horas)
Lamiaceae pulegona Toxicidad fumigante (CLs0:7,8
. ' ML/L aire) (Abbad, et al.,
S. calamintha mentona -
mentol Toxicidad por contacto 2014).
(DLs0:0,09 ml/cm?)
Toxicidad fumigante
S multifida Mentona, pulegona, (CLso: 26,41 mg/ cm?®) (Liu, et al,
' limoneno. Toxicidad por contacto (DLso: 2011).
2,75 ug/adulto)
B-pineno, alcanfor, Repelente I
R. officinalis canfeno,D -limoneno, (-80% repelencia a 0,001 pL/ (L|cc||ar2(1()(ellg?, et
terpineol, linalol cm? a 3 H) al., )
geraniol, Repelente (Licciardello
C. nardus Poaceae citronelol, b- limoneno, (20% repelencia a 0,001 pL/ 2013) '
linalol, farnesol cm? a 3 horas)
>_undecanona Toxicidad f_umigante (Sin
R. chalepensis 2-nonanona Actividad) (Abbad, etal.,
' Toxicidad por contacto (DLso: 2014).
Rutaceae 2-decanona

0,17 mg/cm3)

y-selineno, a-selineno,

M. koenigii espatulenol, a-terpineno, 0 Repelent92 H (Ch?n-Xue, et
a-cariofileno (26,00% 0,13 nL/cm? 4 horas) al., 2015)
I-curcumene Toxicidad fumigante
limoneno, mirceno (Clso: 8,96 WI/L de aire)
D. winteri Winteraceae limoneno, trans- Toxicidad por contacto (Zapata &

cariofileno, a-pineno,
sabineno y 4-terpineol.

(DLso: 84,05 pg/mg adulto)
Repelente
(50,00% 0,02 pL/cm?4 H)

Smagghe, 2010)
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A. conchigera

Z. zerumbet

Zingiberaceae

1,8-cineol, B-pineno, a-
pineno, B-
sesquifelandeno

Toxicidad fumigante
(CLso: 73 pl/L aire)

(Suthisut, et al,
2011)

canfeno, a-humuleno,
alcanfor, 1,8-cineol

Toxicidad fumigante
(CL50:>593 pL/L aire)

(Suthisut, et al,
2011)

Teniendo, en cuenta la abundancia de AEs en especies colombianas y basados en los

reportes previos de actividad frente a diferentes plagas de almacén, en los grupos de

investigacion QuiProNaB de la universidad Nacional de Colombia, y GIFUJ de la

Universidad Javeriana se han venido desarrollando diferentes investigaciones enfocadas

a la busqueda de agentes fitosanitarios desde hace aproximadamente 12 afios. Asi, a la

fecha se han evaluado 67 aceites esenciales de diferentes especies vegetales y por

diferentes modos de accion frente a T. castaneum. En la Tabla 1-2 se presentan algunos

de los resultados mas promisorios obtenidos en las investigaciones de los grupos
QuiProNaB y GIFUJ

Tabla 1-2 Aceites esenciales promisorios sobre T. castaneum evaluados por QuiProNaB

Y GIFUJ
Especie Familia Compges;os Actividad evaluada Referencia
mayoritarios
anetol, a-felandreno, Toxicidad fumigante ,
F. vulgare limoneno (CLso: 16,23 pl/L de aire) (Oviedo, 2019).
- anetol, p-anialdehido, Toxicidad fumigante .
P. anisium limoneno, estragol. (Clso: 79,16 pl/L de aire) (Oviedo, 2019).
Actividad Fumigante
Apiaceae a-felandreno, D-limoneno, (CLs50:131,3 pL/L aire)
A. graveolens carvona, anentofurano, Actividad Repelente (Riveros, 2018)
B-felandreno, estragol. (50% repelencia 24 H, 0,063
pL/cm?)
a-pineno, B-pineno Toxicidad fumigante
Petroselinum sp B-mirceno, B-felandreno, (CLs0:26,58 uL/L aire) (Azuero, 2019)
teroinoleno Actividad antialimentaria
b ) (IDA: 0,01 a 500 ppm)
estragol, B-mirceno, Toxicidad fumigante :
A. dracunculus Asteraceae Cis-B-mirceno. (Clso: 22,77 pliL de aire) (Oviedo, 2019).
B-cariofileno, acetato de Toxicidad fumigante
H. juniperinum | Hypericaceae | geranilo, a-pineno, a- (CLso: 67,26 pl/L de aire) (Oviedo, 2019).
cariofileno.
s 1,8-cineol, alcanfor, Toxicidad fumigante .
L. angustifolia borneol. (CLso: 34,14 plL de aire) (Oviedo, 2019).
Lamiaceae Actividad Fumigante
timol. v-ternineno (CLs0:127,3 pL/L aire)
O. vulgare ’-éimeao ' Actividad Repelente (Riveros, 2018)
P : (55% repelencia 24 H, 0,025
uL/cm?)
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B-cimeno, y-terpineno,

Toxicidad fumigante
(CLso: 21,89 uL/L aire)

T. vulgaris metilcarvacrol, timol, Actividad antialimentaria (Azuero, 2019)
cariofileno, 3-bisaboleno. (IDA: 1,10 a 500 ppm)
Toxicidad fumigante
(CLso: 36 pL/L aire)
Toxicidad por contacto
a-felandreno, 3-careno, (7% mortalidad 0,20 pL/L aire)
O. longifolia Lauraceae a-terpinoleno, germacreno Actividad Repelente (Prieto, 2012)
D, biciclogermacreno (36% repelencia 24 H,
0,063%(v/V))
Actividad antialimentaria
(IDA:25,6 a 500 ppm)
Toxicidad fumigante
(CLs0:75,6 UL/L aire)
Toxicidad por contacto
(0% mortalidad 0,20 pL/L aire)
V. carinata Myristicaceae | E- B-ocimeno, B-cadineno Actividad Repelente (Prieto, 2012)
(68% repelencia 24 H,
0,063%(v/v))
Actividad antialimentaria
(IDA: 26,7 a 500 ppm)
Cis-B-farneseno, a- Toxicidad fumigante .
P. adumcum copano . (CLso: 41,91 pl/L de aire) (Oviedo, 2019).
. B-cariofileno, &-elemeno, Toxicidad fumigante .
P. nigrum linalol. (Clso: 43,90 pl/L de aire) (Oviedo, 2019).
a-felandreno, B-pineno, p- - .
P. eriocladum cimeno, limoneno, a- (Ctz)%lggg% fSI;EI%zn;?re) (Oviedo, 2019).
pineno. '
. Actividad Fumigante
P Piperaceas dilapiol, limoneno, $3- (Clso: 264,1 WL/ aire)
o L L Actividad Repelente (Patifio, 2015)
asperiusculum cariofileno, miristicina. (100% repelencia 24 H, 0,025
uL/cm?)
Actividad Fumigante
p limoneno, B-cariofileno, (CLso: 63,2 pL/L aire)
pertome.ntellum germacreno D, oxido de Actividad Repelente (Patifio, 2015)
cariofileno. (44% repelencia 24 H, 0,0025
pL/cm?)
B-pineno, a-pineno, 3- . .
Z. monophyllum careno, a-felandreno, cis- (CIO)_('?S%% fulml%s(;n;(iere) (Oviedo, 2019).
B-mirceno. s0- 1803 |
Toxicidad fumigante
B-mirceno, B-felandreno, (CLso: >500 pL/L aire)
Z. rhoifolium Rutaceae germacreno D, Toxicidad por contacto (Prieto, 2012)

R. graveolens

biciclogermacreno.

(7% mortalidad 0,20 pL/L aire 24
H)

2-undecanona,
2-nonanona, geijereno,
2-decanona.

Actividad Fumigante
(CLso:1,7 pL/L aire)
Actividad Repelente
(60% repelencia 24 H, 0,025
uL/cm?)

(Riveros, 2018)

E. cardamomum

Zingibiraceae

1,8-cineol, acetato de
a-terpenilo, linalol, acetato
de linalol.

Toxicidad fumigante
(CL50: 29,37 pl/L de aire)

(Oviedo, 2019).
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De acuerdo con los resultados de las Tablas 1-1 y 1-2, se observa que los aceites
esenciales mas promisorios sobre el insecto, posee una composicion mayoritaria en
monoterpenos. Por lo tanto, se podria esperar que estos compuestos puedan estar
directamente relacionados con la actividad sobre insecticida sobre T. castaneum. También
se observan otros compuestos con menor distribucién que los monoterpenos, pero que
son frecuentes en varios de los AEs activo como: fenilpropanoides, aldehidos, cetonas y
alcanos. Por ejemplo, el nonano, el cual fue reportado como uno de los componentes
mayoritarios del aceite esencial de H. mexicanum. Esta especie fue evaluada por modo de
accion toxica fumigante en los grupos de investigacion GIFUJ y QuiProNaB una CLso de
229,06 ppm.

A partir de estos resultados, teniendo en cuenta algunas desventajas de estas mezclas
volatiles como su variabilidad quimica, los diferentes quimiotipos sus bajos rendimientos,
se planteo la propuesta de evaluar aquellos compuestos mayoritarios y mas frecuentes en
los aceites esenciales, buscando determinar cudles podrian ser los responsables de la

actividad sobre el insecto.

De esta forma, se realizO una revision en literatura de que compuestos volatiles,
comunmente encontrados en AEs, que presentaban reportes de actividad insecticida frente

a T. castaneum. A continuacion, se presentan algunos de los resultados encontrados.

1.5.2.3. Compuestos de aceites esenciales para el control de Tribolium
castaneum

Algunos compuestos como el 1,8-cineol, linalool, eugenol, timol, p-cimeno, pulegona, a-
pineno, limoneno, terpineol , citronelal, han sido analizados en la actividad frente al insecto
de interés con resultados promisorios de actividad insecticida. También, otros compuestos
oxigenados como cetonas y aldehidos han mostrado potencial repelente e insecticida
sobre T.castaneum (Stashenko & Martinez, 2012; Mossa, 2016 ). Algunos de estos

reportes fueron compilados en la Tabla 1-3.
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Tabla 1-3 Compuestos presentes en AEs evaluados sobre T. castaneum.

Nombre

Estructura

Tipo

Actividad Evaluada

Referencia

limoneno

D-limoneno

(+)-limoneno

terpinoleno

y-terpineno

///L//H}—WW

a-felandreno

p-cimeno

O -0

monoterpeno

Toxicidad fumigante
(CLso: 33,77 mg/ L aire)
Toxicidad por contacto

(DLso: >400 mg/cm?)

(Abdelgaleil, et al.,
2009).

Toxicidad fumigante
(CLso: 19,10 pg/ L aire)
Toxicidad por contacto

(DLso: 20,14 pg/cm?)

Toxicidad fumigante
(CLso: 5,24 mg/ L aire)
Toxicidad por contacto

(DLso: 79,78 pg/ mg adulto)
A. antialimentaria
(IDA: 21 con 2,4 mg/g disco)

(Fang, et al., 2010;
Tripathi, et al., 2003a)

Toxicidad fumigante
(CLso: 22,8 mg/L aire)

(Prieto, 2012)

Toxicidad fumigante
(CLs0:16,7 mg/ L aire)
Actividad repelente
(85% repelencia a4 h a 78,63
nL/cm?)

Liang, et al.,2018)

Toxicidad fumigante
(ClLso: 24,2 mg/L aire)

(Prieto, 2012)

Toxicidad fumigante
(CLso: 25,6 mg/L aire)

(Prieto, 2012)

Actividad repelente

(44% repelencia 0,02 uL/cm?a 4
h)

(Caballero, et al.,2011)
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Toxicidad fumigante
ClLso: 18,22 mg/L aire
Toxicidad por contacto

(DLso: 48,22 mg/cm?)

Actividad repelente

(60 & repelencia 2 ha 3.15 nL/
cm?)

(Wang, et al., 2019)

Toxicidad fumigante
(CLso:14,7 mg/L aire)
Toxicidad por contacto
(DLs0:64,8 mg/adulto
Actividad repelente:
(88% repelencia2 h a 78,93
nL/cm?)

(Luo, et al., 2019)

sabineno ?
3-careno Qi
O
1,8-cineol
@)
(-)-carvona
A~

R-(-)-carvona

S-(+)-carvona

>_.

monoterpenoide

Toxicidad fumigante
(17,5% mortalidad a 100 pg/
720 mL aire)
Toxicidad fumigante
(CLso: 17,16 mg/ L aire)
Toxicidad por contacto
(DLso: >400 mg/cm?)
Toxicidad fumigante
(CLso: 33,9 mg/L aire)
Toxicidad fumigante
(5% mortalidad con 40 pg/ cm?
aire)

A. antialimentaria
(IDA: 0% con 1 mg/g disco)

(Rozman, et al, 2007;
Abdelgaleil, et al., 2009;
Prieto, 2012; Kanda, et

al.,2017)

Toxicidad fumigante
Clso: 179,49 mg/L aire
Toxicidad por contacto

(DLso: 19,80 mg/cm?)

(Abdelgaleil, et al.,
2009).

Toxicidad fumigante
(CLso: 1,96 ug/ L aire)
Toxicidad por contacto

(DLso: 2,64 pg/cm?)

Actividad repelente

(68% repelencia 0,02 yL/cm?a 4
H)

(Fang, et al., 2010;
Caballero, et al.,2011)

Actividad repelente
(30% repelencia 0,02 uL/cm?a 4
H)
Toxicidad fumigante
(CLso: 2,51 mg/ L aire)
A. antialimentaria
(IDA: 3,1 con 9,6 mg/g disco)

(Caballero, et al.,2011;
Tripathi, et al.,2003b)
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pulegona

piperitona

Toxicidad fumigante
(CLso: 11,56 mg/ cm? aire)
Toxicidad por contacto
(DLso: 1,55 pg/adulto)
Toxicidad fumigante
(CLso: 18% mortalidad a 40 pg/
cm? aire)

A. antialimentaria
(IDA: 18,22 con 1 mg/g disco)

(Liu, et al, 2011; Kanda,
et al.,2017)

fenchona

Toxicidad fumigante
(CLso: 0,5 ml/ L aire)

(Bossou, et al.,2015)

alcanfor

Toxicidad fumigante
(1% mortalidad con 40 pg/ cm?
aire)
A. antialimentaria
(IDA: 0% con 1 mg/g disco)

Toxicidad Fumigante
(CLso: 43,35 mg/ L aire)
Toxicidad por contacto
(DLso: 179,49 mg/cm?)

(Kanda, et al.,2017;
Abdelgaleil, et al.,
2009).

carvacrol

Toxicidad fumigante
(CLso: >200 mg/ L aire)
Toxicidad por contacto

(DLso: >400 mg/cm?)

Toxicidad fumigante

(12,5% mortalidad a 100 pg/
720 mL aire)

(Abdelgaleil, et al.,
2009; Rozman, et al,
2007).

timol

o8
o}
X
X
HO?
.

Toxicidad fumigante
(20% mortalidad a 100 pg/ 720
mL aire)

Toxicidad fumigante
(CLso: 21,16 pg/ cm? aire)
A. antialimentaria
(IDA: 0% con 1 mg/g disco)

(Caballero, et al.,2011;
Rozman, et al, 2007;
Kanda, et al.,2017)

linalol

Toxicidad fumigante
(5% mortalidad a 100 pg/ 720
mL aire)

Toxicidad fumigante
(CLso: 11,21 pg/ cm? aire)
A. antialimentaria
(IDA: 19,3% con 1 mg/g disco)

(Rozman, et al, 2007;
Kanda, et al.,2017).

Toxicidad Fumigante
(CLso: >200 mg/ L aire)
Toxicidad por contacto

(DLso: >400 mg/cm?)

Toxicidad fumigante

(12,5% mortalidad a 100 pg/
720 mL aire)
Toxicidad fumigante

(Abdelgaleil, et al.,
2009; Rozman, et al,
2007; Kanda, et
al.,2017)
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geraniol

citral

(2% mortalidad a 40 pg/ cm?
aire)
A. antialimentaria
(CDso: 0,207 mg/g disco)

Toxicidad fumigante
(CLso: >200 mg/ L aire)
Toxicidad por contacto

(DLso: >400 mg/cm?)

Actividad repelente

(64% repelencia 0,02 uL/cm?a 4
horas)

(Abdelgaleil, et al.,
2009; Caballero, et
al.,2011).

Actividad repelente
o repelencia 0,02 pL/cm?a
(55% lencia 0,02 yL/cm?a 4
horas)

(Caballero, et al.,2011)

acetato de
linalilo

>—

PSS

éster de
monoterpeno

Toxicidad fumigante
(12,5% mortalidad a 100 pg/
720 mL aire)

(Rozman, et al, 2007).

eugenol

trans-anetol

5
3

Y

safrol

0

|

estragol

" 0H
|
X \O
|
o]
O
A
|f
o—
OH
o\
Q\/\
N

N

fenilpropanoide

Toxicidad fumigante
(17,5% mortalidad a 100 pg/
720 mL aire)
Toxicidad Fumigante
(CLso: 18,88 ug/ cm? aire)
A. antialimentaria
(CDso: 0,010 mg/g disco)

(Rozman, et al, 2007;
Kanda, et al.,2017)

Toxicidad fumigante
(CLso: 20,06 pg/ cm? aire)
A. antialimentaria
(CDso: 0,468 mg/g disco)

(Kanda, et al.,2017)

Toxicidad fumigante
(CLs0.37,68 mg/L aire)
Toxicidad por contacto

(CLso: 0,54 mg/ cm?)

A. antialimentaria
(16,22 mg/g de alimento, 0%
IDA)

(Huang, et al .,1999)

Toxicidad fumigante
(CLs0:6,4 pL/mL agua)

(Olmedo, et al., 2015)

En la mayoria de los estudios de constituyentes de aceites esenciales se observa la

determinacion del efecto de estos por uno o0 mas modos de accion. Principalmente se han

reportado compuestos de tipo terpeno y algunos fenilpropanoides. Considerando el

potencial insecticida de algunos de estos compuestos, en el presente trabajo de planted

hacer una busqueda de compuestos volatiles que pudieran presentar actividad frente a T.

castenum para posteriormente preparar mezclas entre ellos a partir de un disefio

estadistico basado en su actividad individual, teniendo en cuenta que mezclar compuestos
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con un gran potencial individual pueden presentar sinergismos que alcancen
concentraciones y dosis mas efectivas, ademas de contar con ventajas de las mezclas

volatiles como actuar por diferentes modos de accién.

1.6. Diseio de mezclas insecticidas

Una caracteristica decisiva en el disefio de un insecticida es el niumero de ingredientes
activos que constituirdan un producto terminado, tomando de referencia la subseccion
anterior, las mezclas de volatiles en las plantas (aceites esenciales) logran incrementar el
potencial insecticida en agrupacion respecto a un principio activo individual (Borrero, et
al.,2020). En algunos reportes como el realizados por Pavela, se documenta la elaboracion
y evaluacion de 435 mezclas binarias de metabolitos secundarios sobre larvas de Culex
quinquefasciatus, de las cuales 249 mezclas exhibieron algun tipo de sinergismo. Este y
otros reportes sugieren que las combinaciones de volatiles de planta pueden ser una
alternativa prometedora para el desarrollo de insecticidas (Pavela, 2015). Sin embargo, los
modelos de disefio de mezclas para potenciar actividad insecticida son escasos y poco

estandarizados.

Por mezcla, se entiende que es una combinacién de dos o mas sustancias que no
reaccionan entre si, conservando la identidad y propiedades quimicas de las sustancias
gue la constituyen (Hurtado, 2012). Para el caso de las mezclas con actividad insecticida,
requieren la combinaciéon de dos 0 mas principios activos que permitan tener un mejor
efecto sobre el objetivo para mejorar la efectividad, selectividad y mecanismos de
resistencia (Bisset, 2002). Entre las principales formulaciones de mezclas insecticidas se
encuentran las mezclas coformuladas, las cuales poseen ventajas como: ampliacion del
espectro de accion sobre diferentes plagas, alternativa para el manejo de resistencia a
plaguicidas por parte de los insectos (en ocasiones el manejo de resistencia se hace con
un compuesto activo con diferentes modos de accién en lugar de emplear una mezcla),
mayor efectividad y flexibilidad en la aplicacién. Sin embargo, también encontramos
algunas desventajas como la diferencia de umbral de accion de un principio activo a otro,
la diferencia del umbral de tolerancia de una plaga a otra, o la posibilidad de que la plaga

ya haya hecho resistencia a uno de los principios activos de la mezcla (EPPO, 2012).

En la busqueda de mejorar la actividad de principios activos en mezclas, el objetivo es

hallar sinergismos, por sinergia se define un efecto combinado de dos o més sustancias,
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cuyo efecto final es mayor que el de la suma de sus actividades individuales, asi mismo,
la aditividad es el resultado de la suma de las actividades de dos o0 mas compuestos (Roell,
et al.,2017). Las dos expresiones indican un incremento en la actividad de ciertos
compuestos en mezcla, también se puede expresar sinergia como cualquier desviacion
significativa de la aditividad, es decir, esta desviacidén puede interpretarse como sinergia o
antagonismo, para sinergia seria el evento en el cual la desviacion es positiva, llamada
también superaditividad (Tallarida, 2001), potenciacién o supraaditividad (Geary, 2013).
Por otra parte la desviacién negativa de la aditividad indica antagonismo, situacién en la
gue el efecto combinado es menor al de los compuestos individuales, también se denomina
al antagonismo como subaditividad (Tallarida, 2001), infraaditividad (Geary, 2013),

depotenciaciéon o sinergia negativa (Berembaum, 1977).

A pesar de ser pocos los modelos de disefio de mezclas insecticidas se pueden tomar de

referencia algunos ya reportados de otras industrias como la farmacéutica.

1.6.1. Modelos de mezclas

Varias investigaciones sobre mezclas indican que la dependencia de la relacion de
concentracion y el nivel del efecto con la interaccion es un fendmeno comuin (Koutsaftis &
Aoyama, 2007; Zhang & Liu, 2012) que requiere un método razonable y facilmente
aplicable para representar la interaccion toxica de la mezcla a fin de garantizar la fiabilidad

de la evaluacion de los resultados.

En la actualidad, dos modelos de referencia utilizados para realizar mezclas son: el modelo
de Adicién de Concentracion (CA) introducidos por Loewe y Muischnek en 1926 y descrito
por Berenbaum (1985) para una mezcla con n compuestos. El modelo de Accién de
Independiente (IA) por Bliss en 1939, para evaluar la toxicidad de la mezcla (Backhaus &
Faust, 2012).

El modelo CA se basa en la premisa de que todos los componentes de una mezcla actian
de manera similar, teniendo un modo de accion comun (Hassold & Backhaus, 2014) El
modelo CA es por esto aplicable para mezclas de compuestos con un modo de accion
similar, mientras que el modelo IA es aplicable para mezclas con diferentes modos de
accion (Altenburger et al., 200; Faust et al., 2003). Ambos conceptos se basan en el
conocimiento de toxicidad de un solo compuesto y el supuesto de no interaccién en general
(Cedergreen, et al., 2013)
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El principio tedrico detras de este modelo es que los componentes de la mezcla difieren
solo en su potencia y, por lo tanto, se pueden considerar como diluciones entre si. Loewe
desarrollé el concepto de CA basandose en el hecho de que a diferentes diluciones de
compuestos quimicos siempre se ajustaran a la CA. Esto se suele interpretar como que
los compuestos de una mezcla que comparten un modo de accién similar siempre se

ajustaran a este.

El concepto alternativo de Accién Independiente (IA) asume que los componentes de una
mezcla actian de manera diferente, es decir pueden actuar en diferentes sitios de destino,
pero todavia estan activando un punto final toxicolégico comun. Este concepto fue
formulado por primera vez por Bliss (1939) para mezclas binarias y luego extendido para

sustancias multiples (Backhaus, et al., 2000a).

Sin embargo, los modos de accién de muchas de las sustancias aun se desconocen y la
seleccion de diferentes estandares sigue siendo dificil (Chou, 2006). A través de la
investigacion teorica y la verificacion experimental, Chou (2008-2011) propuso evaluar la
interaccion de toxicidad de las mezclas utilizando el indice de combinacion (IC) basado en
una ecuacion efectiva media es decir del 50% sin depender del modo de accion. Es por
esto, que el IC se ha utilizado ampliamente para evaluar la toxicidad de las combinaciones

de farmacos (Yamamoto, 2013).

Se ha demostrado que CA predice con precision la toxicidad de mezclas de sustancias de
accion estrictamente similar (Faust et al., 2001; Altenburger et al., 2000) asi como de

compuestos con un modo de accién comun (Hermens et al., 1984).

Por otro lado, el enfoque de IA ha ganado sustancialmente menos atencién en los estudios
ecotoxicoldgicos. Sin embargo, algunos estudios han demostrado que es superior a la CA
para mezclas de multiples componentes de sustancias de accion estrictamente diferente
(Faust et al., 2003; Backhaus et al., 2000a). Para mezclas binarias, IA y CA a menudo
predicen toxicidades practicamente idénticas (Belden et al., 2007; Backhaus et al., 2004).
En particular, CA ha ganado una gran aceptacién y se ha propuesto como un enfoque por
defecto razonable para fines regulatorios, proporcionando estimaciones prudentes incluso
para mezclas quimicamente heterogéneas (Faust et al., 2000; Junghans et al., 2006).
Ademas, la capacidad predictiva de ambos conceptos CA y IA podrian verse

obstaculizados, ya que se sabe que los compuestos provenientes de los AEs interactdan,
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causando efectos de combinacién sinérgicos o antagonicos como lo muestran varios

autores (Hollman & Kendall 1997; Noergaard & Cedergreen 2010; Cedergreen et al. 2006).

Es por lo anterior que las mezclas de los Compuestos de Aceites Esenciales (CAES) en
distintas proporciones y para diferentes tipos de actividad, es decir con niveles de efecto

variado son evaluadas para estimar la accion conjunta utilizando dos principios:

a. Adicion de concentracién (CA) y

b. Accion independiente (I1A)

También se simulan y evaluaran efectos especificos de la mezcla: dados por la estimacién
del sinergismo, aditividad y antagonismo basados en el indice de Combinacién IC.
1.6.1.1. Modelo de adicién de concentracion

Para una mezcla bien definida de n, la adicion de concentracion y/o dosis se expresa

matematicamente como (Fausto, et al, 2001):

n
Ci
=1
Z ECXi
i=1

Donde, donde EC,; es el efecto de la concentracion del i ésimo compuesto que causa un

efecto de x% cuando se aplica individualmente en ci. El ci se expresa como:
Ci =Di *Chmix =Di * ECx,mix
Donde p; es la proporcion del componente i en una mezcla, c,,;, la concentracion de la

mezclay EC, nix, la concentracion de la mezcla que provoca un efecto de x%.

El cociente ci/ECxi también se conoce como una unidad toxica (TU) (Sprague, 1970). Si la
suma de todas las TU individuales es igual a 1 en una mezcla que provoca un efecto de

X%, entonces la toxicidad de la mezcla es de acuerdo con el principio CA.

Cabe sefialar aqui que la ecuacién no permite calcular directamente el efecto predicho por
CA de una mezcla, es decir, responder a una pregunta como "¢Qué efecto causa una
mezcla si contiene la CLso de un compuesto mas la CLso de un segundo compuesto?” Para
este proposito, las funciones de concentracion-respuesta completas para todos los
componentes de la mezcla deben estar disponibles y la ecuacion. 1 debe resolverse de

forma iterativa para x (Cedergreen et al., 2013; Faust et al., 2003)

La férmula para predecir el efecto de una mezcla se puede expresar como:
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)

i
X, 1

n
EC_-;',.UH'J.' = (.a;l E'El;

Donde, E (cMix) es el efecto predicho de una mezcla de n-componentes con una
concentracion total de cMix, ci es la concentracion individual del compuesto 1-n en la

mezcla y E (ci) la Efecto de esta concentracion si el compuesto se aplica solo.

Si el objetivo del fue investigar la toxicidad conjunta de los compuestos presentes en los
AEs con presumiblemente diversos mecanismos de accion sobre el insecto. se debe
evaluar o validar comparativamente la precision predictiva de los conceptos CA e IA para
los diferentes modos de accién sobre el insecto. Para este estudio en coledpteros los
modos de accion mas frecuentes son: toxicidad fumigante, toxicidad por contacto, actividad
repelente, actividad antialimentaria, inhibicion de la reproduccién. Los modelos requieren
evaluar experimentos de cada compuesto y posteriormente de las mezclas en dos fases,

siendo la primera fase la de calibracién y verificacién de las estimadas por el modelo

1.6.1.2. indice de Combinacién

Los requisitos minimos tedricos para estudios de combinacion o mezclas (por ejemplo,
drogas) y luego, para la determinacion del sinergismo o antagonismo, requiere conocer
tanto la "potencia" como la "forma" de la curva dosis-efecto para cada elemento a combinar
(Chou, 2012). Por tanto, es necesario conocer los parametros dosis-efecto de cada uno de

los compuestos en cada una de las actividades evaluadas.

Se puede generar un algoritmo utilizado para simular los valores de concentraciones
letales (CL) calculados en diferentes niveles de efecto o de fraccion afectada (fa). Teniendo

en cuenta la relacion dosis efecto a través de la regresion Probit. se define IC como:

D, D,
1( — y 1/ m, + B 1/ m.,
Dmy[ fa/(1- fa)]'™  Dm,[ fa/(1- fa)]'™

Donde, D1 es la concentracion del compuesto 1, fa es la fraccion afectada y fu la no
afectada. Dm es la concentracion de efecto medio (CLso) y m1y m2 son las pendientes de

la relacion dosis efecto, con valores m=1, m>1y m<1
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El objetivo del indice de combinacion es cuantificar el efecto de la combinacion de los
compuestos y obtener un resultado que muestre la sinergia entre los compuestos al

combinarse.

La sinergia se puede definir como un mecanismo que refleja la accion concertada de dos
0 mas factores en un resultado dado de un sistema. Esta accién concertada produce un
efecto amplificado positivo o negativo en comparacién con el efecto producido por cada
factor individualmente (Trosset & Carbonell, 2013). En términos generales, una propiedad
x tiene efectos sinérgicos sobre una actividad observada f(x) en el sistema, si la

dependencia de la propiedad con respecto a la actividad muestra superaditividad:

fle+x2) = fx) + fx2)

Teniendo en cuenta lo anterior y el indice de combinacion se define en este trabajo el
sinergismo estimado (utilizado para seleccionar las combinaciones) y el efectivo de la

mezcla de la siguiente manera:

Estimacion del efecto de la mezcla
)

< SiIC(C;, C;) < 1 entonces se estima que hay sinergismo.

< SiIc(C;, C;) = 1 entonces se estima que hay efecto aditivo.

@,

< Si1c(C;, C;) > 1 entonces se estima que hay antagonismo.
Sinergismo Efectivo:
Sinergia(C;, C;) : CLsp, < CL50].
Si CLsg,, < CLsy,
Si CLsg,; < CLsy,
Si ademas, se cumple que:
Si min(Ci]-) < min(C;)
Si min(Cl-j) < min(Cj)

Se considera, que la mezcla ij es altamente sinérgica, dado que se superan los umbrales

minimos de los compuestos individuales (Yadav, et al ., 2015)
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La medicion del sinergismo logrado por cada compuesto en la mezcla de los compuestos

se realiz6 con el factor de sinergismo definido como:

CLSO,:

SF; =
' CLSO,:]'

Es por esto, que el ajuste de la curva de las respuestas de concentracién individual es la
base para predecir el efecto de las mezclas. Las toxicidades de las mezclas se pueden
determinar a partir de la toxicidad del componente individual segin el modelo de adicién
de concentracion (CA) si la composicion relativa de cada componente se conoce

cuantitativamente.

Teniendo en cuenta, el concepto de adicion (CA), se asume que los componentes de la
mezcla actian de manera similar contra el organismo de prueba. La accién independiente
(IA) o modelo de adicién de respuesta, asume que los componentes de una mezcla dada
tienen diferente modo de accion. Luego, el IC dado para el modelo IA esta dado por:

~ (D) N (D). N (D)D),
B {Dm)l (Dm)E (Dm)l(Dm)2

IC

Para evaluar el efecto de una mezcla Chou y Talalay proponen una escala de clasificacion

de los resultados de los indices de combinacion, el cual se muestra en la Tabla 1-4.

Tabla 1-4 Descripcion y simbolos de sinergia o antagonismo en estudios de combinacién
de compuestos analizados por método de IC

Rango de indice de Combinacién Simbolos en grados
<0.1 Sinergismo muy fuerte +++++
0.1-0.3 Sinergismo fuerte ++++
0.3-0.7 Sinergismo +++
0.7-0.85 Sinergismo moderado ++
0.85-0.90 Leve sinergismo 4
0.9-1.10 Aditividad *
1.10-1.20 Leve antagonismo -
1.20-1.45 Antagonismo moderado --
1.45-3.3 Antagonismo
3.3-10 Antagonismo fuerte
>10 Antagonismo muy fuerte -

En términos graficos, se puede apreciar la relacién de sinergismo y antagonismo a través

de los graficos llamados isobolograma. El analisis de isobologrdma evalla la naturaleza
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de la interaccién de dos compuestos, es decir, el compuesto Ay el compuesto B, a un nivel
de efecto dado. Operacionalmente, las concentraciones requeridas para producir el efecto
dado (p. Ej., CL50=CLy) se determinan para el compuesto (CLx, A) y el compuesto B (CLy,
B) y se indican en los ejes "X e "y" de una gréfica de dos coordenadas, formando los dos
puntos (CLx A, 0) y (0, CLx, B). La linea que conecta estos dos puntos es la linea de
aditividad. Luego, las concentraciones de A y B contenidas en la combinacién que
proporcionan el mismo efecto, denotado como (Cax, Cgx), Se colocan en la misma gréfica.
La sinergia, la aditividad o el antagonismo se indican cuando (Cax, Csx) Se encuentra

debajo, o sobre la linea, respectivamente.

Por su parte, el disefio de combinacion de relacion constante diagonal propuesta por Chou
y Talalay (1984) y Chou (1991) puede reducir enormemente la cantidad de individuos
necesarios para los experimentos y aun asi obtenerse una cantidad aceptable de
informacion Util sobre combinaciones, aumentando asi la rentabilidad de la

experimentacion.

Finalmente, considera que para un conjunto simple de estudios de combinacion in vitro,
tomara aproximadamente 2 semanas para la cuantificacién del sinergismo o antagonismo
de las combinaciones. Pero si uno quiere saber cdmo y por qué sinergismo o0 antagonismo
ocurre, puede llevar meses o afios y, sin embargo, no sean concluyentes (Chou, 2012). En
resumen, la determinacién del sinergismo o antagonismo y la determinacion de las causas

y cOmo o por qué ocurre son cuestiones independientes.



Capitulo 2 37

2.Metodologia

El disefio experimental del presente trabajo se llevo a cabo en tres grandes fases: En la
fase | la determinacion de la actividad fumigante. En la fase I, se evalud la actividad tdxica
por contacto, repelente y antialimentaria de los compuestos seleccionados como
promisorios en la fase I. En la fase Ill, se llevé a cabo el disefio y evaluacion de mezclas
binarias a partir de los compuestos que presentaron los mejores resultados en las
actividades evaluadas en las fases | y Il. Finalmente, se hizo un estudio de estabilidad
preliminar de las mezclas binarias que mostraron el mayor perfil de sinergismo. A

continuacién, se describen las metodologias de cada una de estas fases.

2.1. Fase I. Determinacion de la actividad fumigante de
compuestos presentes en aceites esenciales promisorios.

2.1.1. Criade insectos:

Los insectos de Tribolium castaneum se obtuvieron de dos pies de cria, uno en el laboratorio
de Quimica de Productos Naturales Vegetales Bioactivos (QuiProNaB) de la Universidad
Nacional de Colombia—Sede Bogota; y otro del laboratorio del Grupo de Investigacion en
Fitoquimica (GIFUJ) de la Pontificia Universidad Javeriana. Se dispusieron 10 insectos en
cada caja de harina de trigo con 5% levadura seca. Posteriormente, estas cajas se
dispusieron en una camara de cultivo bajo condiciones controladas de humedad (655 %

HR), temperatura (27+1°C) y oscuridad.
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Figura 2-1 Fotografias de pies de cria de Tribolium castaneum.

2.1.2. Seleccion de compuestos presentes en acetites esenciales
bioactivos:
Para la seleccion de los compuestos que se emplearon en el presente estudio, se

establecieron tres criterios de priorizacion:

1. Se hizo una revisién de la composicién quimica de los aceites esenciales con actividad
promisoria frente a T. castaneum determinada en estudios previos en los grupos de
investigacion QuiProNab y GIFUN. De esta forma se seleccionaron aquellos

compuestos mayoritarios y/o mas frecuentes en estos AEs.

2. Se realiz6 una busqueda en bases de datos (Scielo, Google schoolar, Science direct y
scifinder) de estudios de actividad insecticida frente T. castaneum de otros aceites

esenciales y se incluyen los compuestos mayoritarios o frecuentes en estos reportes.

3. Finalmente, a fin de complementar los dos criterios anteriores, se incluyeron también
compuestos de AEs con actividad insecticida que no tuviesen reportes sobre T.
castaneum. Para ello, también se realiz6 una revision bibliografica en las bases de datos

anteriormente descritas.

Teniendo en cuenta el procedimiento descrito se seleccionaron 49 compuestos.
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2.1.3. Obtencion de compuestos

La mayoria de los compuestos seleccionados se adquirieron comercialmente. Elitral, 2-
nonanona, 1,8-cineol, safrol, sabineno, 1R-(-)fenchona, R-(-)-carvona, S-(+)-carvona, R-(+)-
pulegona, S-(-)-pulegona, (-)isopulegol, a-felandreno, -cariofileno, eugenol, (-)terpinen-4-
ol, metilisoeugenol, acetato de geranilo, farneseno, 3-careno, y-terpineno, carvacrol,
nonanal, acetato de linalilo, 2-decanona, a,3-tujona, terpinoleno, timol, alcanfor, L-acetato
de mentilo, acetato de terpenilo y piperitona de la casa comercial Sigma aldrich. El
isoeugenol, geraniol, a-terpineol, decanal, 2-undecanona y 4-undecanona de Alpha Aesar.
Mientras que, el nonano, nerolidol, a-pineno, B-pineno, farnesol, DL-limoneno, trans-anetol,

citronelal, metileugenol y p-cimeno de Merck.

Por otro lado, el compuesto estragol se purificd a partir de 1,0 g de aceite esencial de
Artemisia dracunculus comprado en la empresa Suaga Organic Herbs. Para ello, se empleé
cromatografia en columna flash, usando como fase estacionaria silica gel 60 Merck (0.04-
0.063mm) y como fase mévil hexano y acetato de etilo con gradiente de elucién (desde
100% hexano hasta llegar a una proporcion 70:30 hexano:AcOEt), obteniendo 762 mg de
un compuesto puro, el cual fue analizado por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM) y resonancia magnética nuclear (RMN) APT y H (Ver

anexo A).

2.1.4. Determinacion de la actividad fumigante

Los 49 compuestos seleccionados fueron evaluados a una concentracion de 100 ppm
(equivalente a una concentracion entre 650-730 UM de acuerdo con el peso molecular de
cada compuesto) para determinar su actividad fumigante empleando el método de vial en
vial (Pascual, Ballesta, & Soler, 2004; Prieto, 2012), descrito en la Figura 2-2. En un papel
Wathman® de 2 cm de diametro se aplicé un volumen especifico de cada compuesto, a fin
de obtener una concentracion final de 100 ppm (en mL por litro de aire). El papel se dispuso
en la parte superior de un vial de cristal de 1,5 mL y este a su vez se introdujo en un vial de
22 mL (volumen final) con cierre hermético. Previamente en el vial de 22 mL, se habian
colocadol0 insectos de T. castaneum sin sexar. Como control positivo se empleé Nuvan
50 ®, cuyo principio activo es diclorvox (100 pL/L aire) (100 ppm) Para el control negativo
se realizd el mismo procedimiento sin adicionar compuestos sobre el papel filtro. Se hicieron
5 réplicas para cada compuesto, asi como para los controles positivo y negativo. Los viales

se mantuvieron bajo condiciones controladas de temperatura y humedad (29 + 1 °Cy 65 +
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5 % HR) y a las 24 horas se determinaron las respuestas de mortalidad. Para este fin, los
insectos se consideraron muertos cuando al observar en un estereoscopio no presentaron
movimiento de las patas y/o de las antenas después de estimulacion por 15 segundos con
alfiler entomoldgico (Prieto., 2012).

Figura 2-2 Método vial en vial para actividad fumigante.

Los porcentajes de mortalidad se determinaron con la ecuacion 1:

% mortalidad tratamiento—% mortalidad control "
100—%mortalidad del control

%Mortalidad = 100

Ecuacién 1 Ecuacién de Abbott

Los compuestos que causaron mortalidad igual o mayor al 60% fueron seleccionados para
continuar con el estudio de actividad fumigante y determinar las concentraciones letales

cincuenta, como se describe a continuacion:

1.1.4.1. Determinacién de las concentraciones letales frente a la actividad

fumigante

Se evalué la actividad toxica fumigante de los compuestos seleccionados sobre Tribolium
castaneum, empleando el método de vial en vial anteriormente descrito, usando
concentraciones entre 150 ppm y 0,1 ppm o hasta que el compuesto perdiera su efecto
sobre el insecto. Los resultados del porcentaje de mortalidad se corrigieron utilizando la
férmula de mortalidad de Abbott (ecuacién 1) y las correcciones por porcentaje de pureza.

Posteriormente, los valores de mortalidad por dosis se sometieron a un analisis de regresion
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Probit utilizando el software R (versién 3.52) y SPSS licenciado. Con esto se determinaron
las CLgo, CLso, CL3o ¥ los intervalos de confianza correspondientes al 95%.

1.1.4.2. Modelo de Regresion Probit

El modelo de regresion Probit se utiliza para estimar las concentraciones letales 30, 50 y
90 del modo de accién fumigante para los compuestos, asi:

Sean Yj,: La cantidad de individuos muertos al aplicar el j-ésimo tipo de compuesto, cuando

se aplica el mecanismo k (k = 1=fumigante; =2=contacto)

Ci;: La concentracion aplicada del compuesto j en cada replica i

Luego, para cada tipo de compuesto | se tiene m;;: la probabilidad de que se muera un
individuo (Y}, = 1) al aplicar en la muestra i una concentracion C;; = c, del compuesto tipo j

. Es decir:
miy = P(¥; = 1|Cy; = ).

Por lo tanto, el modelo Probit para cada tipo de mecanismo, ajustado para j tipo de

compuesto esta dado por la:

E = { 1 Si se aplico la j ésima compuesto
7710 Sino se aplicé j ésima compuesto

Donde u; y B; son el intercepto y la pendiente en cada modelo

2.1.4.4. Modelo de Estimaciones de CL para fumigante y de ajuste de respuesta de
letalidad (Probit)

Para la estimacion de las concentraciones letales, se utiliza ®~1(-) que es el inverso de la
distribucion normal estandar, conocido como la funciéon de enlace Probit y en particular,
cuando mr;; = 0.5 se utiliza para estimar la concentracion letal de aproximadamente el 50%

(CLso). Por lo tanto, se definen los siguientes estadisticos a estimar

CLjkso se define como la concentracion letal de efectividad del 50% para cada tipo de

compuesto j utilizando el mecanismo k.

CLjkso se define como la concentracion letal de efectividad del 30% para cada tipo de

compuesto j utilizando el mecanismo k.
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CLjkeo se define como la concentracion letal de efectividad del 90% para cada tipo de

compuesto j utilizando el mecanismo k.
El calculo de las concentraciones letales se determind mediante:

ajk:%

Donde, ®71(.) es el inverso de la funcién de la distribucién normal estandar y conocida

como la funcion de enlace Probit. En particular, para estimar el valor CLs,, se tiene que:

~— _¢9"10.5)-1m
CLso=—%5—

Es decir, la concentracion estimada del i-ésimo compuesto necesaria para que la mortalidad
(fumigante o contacto) sea aproximadamente de 50%. Adicionalmente, se tienen los
intervalos de confianza para tipo de compuesto alrededor del parametro CLs,; del 95%, que

nos indica el rango donde esta el pardmetro con una significancia dada del « = 0.05:

<C/LTSEL - ZO.975,’VAR/(—C/\L;L); C/L;L + ,’VARmL)>

Para estimar las Concentraciones Letales (CLs) se utilizé el método “vial en vial’, pero
utilizando rangos de concentracién entre los 0.1 y 100 [(uL/L)]. Por cada concentracién se
realizaron cinco replicas, la mortalidad para fumigante y contacto se determinaron a las 24
horas y los criterios de mortalidad fueron idénticos a los que se utilizaron en el tamizaje
preliminar. Posteriormente, los datos obtenidos fueron analizados en el software R version
3.5.2 y el modelo utilizado fue una técnica no lineal, que permitié6 explicar una variable
binaria (1=muerto; 0=No muerto) en términos de la concentracién. Dicho modelo esta
conformado por la variable dependiente: Y: “mortalidad” y las variables explicativas fueron

“los Compuestos de Aceites esenciales”, a diferentes niveles (concentraciones).

Por medio de los resultados de las concentraciones letales, se seleccionaron los
compuestos que presentaron los mejores resultados del modelo fumigante para continuar

con el estudio de actividad insecticida frente a T. castaneum en la fase Il.
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2.2. Fase Il: Determinacion de la actividad toxica por
contacto, repelente y antialimentaria

A fin de complementar los resultados de actividad fumigante obtenidos en la fase |, a los
compuestos mas activos se les determind el potencial insecticida en los ensayos de

toxicidad por contacto, repelencia y disuasion alimentaria como se describe a continuacion:

2.2.1. Determinacion de la toxicidad topica por contacto

Se determind la toxicidad tépica por contacto empleando la metodologia descrita por Liu y
colaboradores, como se muestra en la Figura 2-3 (Liu, Goh, & Ho, 2007). Diferentes
cantidades del compuesto (mg) fueron aplicadas en el protérax de los insectos con ayuda
de una micro jeringa. Para el caso de las cantidades mas pequefias se emplearon diluciones
del compuesto en hexano, haciendo los respectivos calculos para determinar la cantidad
de compuesto aplicado (en el caso de las diluciones los insectos del control negativo se les
aplica hexano en el protérax). Como control negativo se incluyeron en el ensayo insectos
sin aplicar ningin compuesto y como control positivo se agregé HAWKER 25EC® cuyo
principio es cipermetrina (ciano(3-fenoxifenil)metil-3-(2,2-dicloroetenil)-2,2-
dimetilciclopropancarboxilato 25% p/v) Los insectos tratados fueron transferidos a viales de
vidrio de 22 mL asegurando un total de 10 insectos en cada uno. Los viales se mantuvieron
en la cdmara de cultivo bajo condiciones de temperatura y humedad controladas (29 £ 1 °C
y 65 + 5 % HR). Todos los tratamientos se realizaron con 3 réplicas. La mortalidad de los
insectos se determind a las 24 horas (Liu, Goh, & Ho, 2007).

Figura 2-3 Método toxicidad tépica por contacto sobre Tribolium castaneum

Se evaluaron dosis entre 0,2 mg/insecto-0,001 mg/insecto para todos los compuestos (J.

Prieto, 2012) y los porcentajes de mortalidad se calcularon de acuerdo con la ecuacion 1.
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Los resultados se expresaron en funcidon del porcentaje de mortalidad, se corrigieron
utilizando la férmula de mortalidad de Abbott y de acuerdo con el porcentaje de pureza.
Posteriormente, los valores de mortalidad por dosis se sometieron a un analisis de regresion
Probit utilizando el software R (versién 3.52) y SPSS licenciado. Con esto se determinaron
las dosis letales 90 (DLg), dosis letales 50 (DLso) y dosis letales 30 (DL3zo) y los intervalos
de confianza correspondientes al 95%, de la forma en que se indica en la seccion 1.1.4.2.

2.2.2. Ensayo de actividad repelente

Para evaluar la actividad repelente se emple6 el método de preferencia de areas (Wagan,
et al., 2016) con algunas modificaciones (Figura 2-4). Se tomaron discos de papel Whatman
de 9 mm y se cortaron en partes iguales y se unieron usando cinta. Posteriormente se
pusieron en la parte inferior de una caja de Petri, en una de las mitades del papel se
aplicaron 500 pyL de una solucion del compuesto en acetona a concentraciones de 0,1
uL/cm?, 0,05 uL/cm?y 0,01 yL/cm?. En la otra mitad se adicionaron 500 uL de acetona como
blanco. Posteriormente se dejé evaporar el solvente durante 3 minutos en una cabina de
extracciéon. Adicionalmente, en el lado tratado se colocaron 3 gramos de harina de trigo
cerca al borde de la caja. Luego en el centro de la caja se pusieron 10 insectos sin sexar, y
las cajas se sellaron con Parafilm. Las cajas se mantuvieron bajo condiciones controladas
de temperaturay humedad (27 + 1 °Cy 70 + 5 % HR), y se registraron el nimero de insectos
en las dos mitades de los discos de papel a las 2, 6 y 24 horas del inicio del ensayo. Se
realizaron cinco réplicas para cada concentracion evaluada. Como control positivo se

empleo el repelente comercial Stay Off® que tiene como principio activo una formulacién al

15% de IR3535 (acetilbutilamino propionato de 3-etilo).

Figura 2-4 Método preferencia de areas con alimento para actividad repelente sobre T.
castaneum
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Con los resultados obtenidos se calculd el porcentaje de repelencia (PR) para cada
concentracion, empleando la siguiente ecuacion (Abdel-Rahman et. al 2011):

# insec en zona sin tto — #insec en zona con tto

= : , . X
# insec en zona con tto + #insec en zona sin tto

La repelencia producida a diferentes concentraciones y tiempos se clasific6 como se
muestra en la siguiente tabla, de acuerdo con la escala de referencia de Abdel-Rahman et.
al 2011.

Tabla 2-1 Clasificacién de repelencia.

Porcentaje de repelencia Clase
<0,1 0
0,1-20 |
20,1-40,0 I
40,1-60,0 i
60,1-80,0 \Y,
80,1-100 \%

2.2.3. Actividad antialimentaria

Para determinar la actividad antialimentaria se emple6 el método de discos de harina
descrito por Xie y colaboradores (1996). Para ello, se prepararon suspensiones agua-harina
mezclando 1,0 g de harina de trigo con 5 mL de agua destilada agitando con ayuda de
ultrasonido. Empleando una micropipeta se tomaron 250 uL y se elaboraron discos de
harina (obleas) sobre cajas de Petri, los cuales se dejaron secar a temperatura ambiente
por 24 horas y se transfieren a una incubadora para equilibrarlos a 27 °C y 65-70% HR
durante 48 h. Posteriormente a los discos secos se les adicionaron diferentes volimenes
del compuesto disuelto en acetona, para obtener concentraciones finales de 300 ppm y 600
ppm. Los discos se dispusieron en viales plasticos y se pesaron. Posteriormente se
ubicaron dentro de cada vial diez insectos sin sexar y se peso el conjunto vial-disco-
insectos. Los insectos empleados fueron mantenidos sin alimento por 48 horas antes del
ensayo. El montaje del experimento se mantuvo en la camara de cultivo durante 3 dias (27
+1°Cy65+5 % HR). se aplicaron 500 uL de acetona para producir los discos del control
negativo dejando evaporar el solvente 3 minutos. Como control positivo se empleo extracto
etanodlico de semillas de Neem. Para cada ensayo se realizaron cinco (6) réplicas. Los

indices de Disuasion Alimentaria (IDA) se calcularon comparando los resultados obtenidos
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con el alimento tratado con los observados con el alimento sin tratar, empleando la siguiente
formula (Liu et al., 2007):

C—-T
IDA:100><( T )

Formula indice de disuasién alimentaria (IDA) (Liu et al., 2007)
C= masa consumida de disco control
T= masa consumida de disco tratado

La actividad antialimentaria se clasifica segun la siguiente Tabla: (Liu et al.2007):

Tabla 2-2 Clasificacion de disuasion alimentaria.

% IDA Clasificacién
<20 No disuasion alimentaria
>20<50 Disuasién alimentaria débil
>50<70 Disuasién alimentaria moderada
>70 Disuasién alimentaria fuerte

2.3. FASE lll: Disefio, evaluacion y estabilidad preliminar
de mezclas de constituyentes de aceites esenciales

A partir de los resultados de las 4 actividades (CLso, DLso, PR e IDA) de los 23 compuestos
se empled un modelo estadistico para disefar, preparar y verificar mezclas insecticidas y
repelentes con el fin de mejorar la actividad sobre el insecto de interés, como se presenta

a continuacion.

2.3.1. Diseiio de mezclas a partir de los compuestos con mejores
resultados

Las mezclas se disefiaron utilizando el modelo de adicion de concentracion (AC) descrito
en la seccion 1.6. El modelo AC, a partir del indice de Combinacion (IC), permitié predecir
las posibles interacciones sinérgicas, aditivas 0 antagonistas que podrian tener ciertas
combinaciones de los compuestos con mejor resultados de las fases | y Il. Para hacer las

predicciones se empleod la ecuacién 2 de IC:

D, D,

IC = _ =t = T
Dm|[ fa/(1- fa)]' ™ Dm,[fa/(1- fa)] ™

Ecuacién 2 indice de combinacion.
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Donde D1 corresponde a una dosis evaluada del compuesto A y D2 a una dosis evaluada
del compuesto B. Asi se estim6 el efecto de algunas mezclas binarias de volétiles, para
este estudio se seleccionaron las mezclas que mostraron indices de combinaciéon menores
o iguales a 1.00 (IC =< 1.00). La proporcién para cada combinacion se dedujo a partir de la
relacion de las dosis involucradas de cada compuesto en la estimacion mediante el indice

de combinacion (IC).

2.3.2. Elaboracion de mezclas

A partir las predicciones del IC se disefiaron y evaluaron 15 mezclas binarias fumigantes y
8 mezclas binarias por contacto para ser evaluadas frente a T. castaneum. Para la
preparacion de las mezclas, se emplearon viales de cromatografia de 1.5 ml (septados), en
los cuales se adicionaron las cantidades necesarias (volumen/volumen) de cada
compuesto, a fin de ajustar la proporcion obtenida en el disefio estadistico sin tener en
cuenta el porcentaje de pureza. Las mezclas se prepararon en proporciones

volumen/volumen (v/v) de acuerdo con la estimacién dada por el IC.

2.3.3. Andlisis de sinergismo de la actividad insecticida de las
mezclas
A las mezclas preparadas se les determind el potencial insecticida frente a T. castaneum

de acuerdo con el siguiente procedimiento:

a) Las mezclas binarias fumigantes fueron inicialmente tamizadas a una concentracion
cercana a la CLsp del compuesto mas activo de la combinacién. Esto se realizé a fin de
asegurar que si se presentaran efectos sinergistas y de esta forma verificar de forma
experimental las predicciones del modelo estadistico. Asi que, las mezclas que presentaron
un porcentaje de mortalidad mayor al 60% a esta concentracion inicial, fueron seleccionadas
para continuar con el estudio de actividad fumigante. A las mezclas promisorias se les
determiné la concentracion letal cincuenta de acuerdo con el método descrito anteriormente
(ver numeral 2.1.4.2). Para ello, se evaluaron como minimo 5 concentraciones y los
resultados se ajustaron al modelo de regresion Probit, obteniendo la CLso de cada mezcla.
Cabe aclarar, que las mezclas cuyo porcentaje de mortalidad a la concentracion inicial fue
menor o igual al 50%, fueron descartadas puesto que no mostraron mejor actividad que los

compuestos por si solos.
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b) Para las mezclas con actividad por contacto, se llevd a cabo un procedimiento
similar, pero se tamizaron a una concentracion cercana a la DLso del compuesto més activo
de la combinacion. A las que presentaron porcentajes de mortalidad superiores al 60% se
les determinaron las DLso.

c) Finalmente, se determiné el tipo efecto sinergista (sinergismo, sinergismo
moderado, sinergismo débil, aditividad) de las mejores combinaciones de acuerdo con la
clasificacion propuesta por Chao y Talalay empleando la ecuacion 2 de IC, con una
moadificacion en la fraccion afectada, esta fraccién experimental se calcul6 con los valores
obtenidos para cada mezcla usando la ecuacion 3 (Chao, 2012). Adicionalmente, se calculé
el factor de sinergismo de cada compuesto de las diferentes mezclas evaluadas y la

representacion gréafica del sinergismo a través de los isobologramas.

fo=1/[1+ (D,/D)™]
Ecuacion 3 Ecuacién de fraccién afectada para calculo de IC experimental.

2.3.4. Caracterizacion fisicoquimicay de actividad insecticida de
las mejores mezclas

Se realiz6 un analisis calidad y estabilidad preliminar de las mezclas que mostraron los
mejores resultados en la actividad frente a T. castaneum. Se llevé a cabo la caracterizacion
fisicoquimica y biolégica a diferentes tiempos (0 horas, 24 horas, 1 semana y 40 dias). En
el andlisis fisicoquimico se determinaron las constantes fisicas (densidad e indice de
refraccion (n'o) y se analizaron en cromatografia de gases con detector FID (CG-FID) y
cromatografia de gases acoplado espectrometria de masas (CG-EM). Adicionalmente, se

hizo un seguimiento de la actividad fumigante a todos los tiempos del estudio.
2.3.4.1. Densidad

La determinacién de la densidad se realizé en una balanza analitica con precision de 5
cifras empleando una micropipeta de 10 pL previamente verificada. Se tomd un volumen
conocido del compuesto con la micropipeta y se coloco sobre un vidrio de reloj sobre la
balanza se registré la masa de la balanza y con el volumen tomado con la micropipeta. La
densidad de la mezcla se calculd de acuerdo con la siguiente férmula con tres experimentos

por cada mezcla (Gabastou, 2005).
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donde; p=Densidad m=masa v=volumen

2.3.4.2. indice de refraccién

El indice de refraccién se determiné empleando un refractometro tipo ABBE, la longitud de
onda de la luz es 589 nm. Se tomaron tres valores de muestras independientes y se

promediaron (Martinez & Gonzalez, 2011).
2.3.4.3 Anédlisis de varianza de las constante fisicas

Para el estudio de estabilidad preliminar de las constantes fisicas (densidad e indice de
refraccion), se realizé un analisis no paramétrico de varianza de los resultados en el tiempo
y las condiciones de almacenamiento, para ello se emplearon los test de Fligner-Killeen

(Kargapoltsev, et al, 2017) y Wilcoxon (Woolson, 2007).
2.3.4.4. Analisis cromatografico

Para el andlisis de cada mezcla se tomaron 25 L y se llevaron a un volumen final de 1 mL
con n-hexano. En el Andlisis por GC-FID se us6 un cromatdgrafo de gases Shimadzu GC
2010, equipado con un detector de ionizacion de llama (FID), con un puerto de inyeccion
Split/splitless (250 °C, relacion de split 10) y un inyector automatico Shimadzu AOC-20i. La
separacion de los compuestos se llevo a cabo en una columna capilar Zebron ZB-5 plus
con fase estacionaria 5% fenil-95% dimetilpolisiloxano (30 m x 0,25 mm D.I x 0,25 ym). El
gas de arrastre fue helio (99.9995%) con una velocidad lineal de 25.5 cm/s y flujo constante
de 1 mL/min. La temperatura del horno fue programada de 60 °C (1 min) @ 10 °C/min hasta
320 °C (5 min). Se utilizé una velocidad lineal de 25.6 cm/s y flujo constante de 1 mL/min.
Ademas, se realiz6 comparacion de los tiempos de retencién (tr) con los compuestos puros
que constituian la combinacién. Por otro lado, el analisis por CG-EM se realizé empleando
un cromatografo de gases marca Shimadzu serie GC 2010 Plus acoplado a un detector
selectivo de masas Shimadzu T804 Equipado con un puerto de inyeccién Split/splitless (250
°C, relacion de split 10), un inyector automético Shimadzu AOC-20i. La separacion de los
compuestos se llevo a cabo en una columna capilar Zebron ZB-5 plus con fase estacionaria
5% fenil-95% dimetilpolisiloxano (30 m x 0,25 mm D.I x 0.25 ym). El gas de arrastre fue
helio (99.9995%) con una velocidad lineal de 25.5 cm/s y flujo constante de 1 mL/min. La
temperatura del horno fue programada de 60 °C (1 min) @ 10 °C/min hasta 320 °C (5 min).

Los espectros de masas fueron obtenidos por impacto de electrones (EI) con energia de 70



50 Mezclas de compuestos volatiles bioactivos para el control de T. castaneum

eV. Las temperaturas de la camara de ionizacién, de la linea de transferencia y el
cuadrupolo se mantuvieron a 250 °C, 270°C y 270°C respectivamente. Los espectros de
masas Yy corrientes iénicas reconstruidas (TIC) fueron obtenidos por medio de barrido
automatico de frecuencia (full scan), en el rango de masas de 40-800 m/z, con una
velocidad de barrido de radiofrecuencia 1666 scans-1. La identificacion de los compuestos
se realiz6 por comparacién de sus espectros de masas con la base de datos NIST14.
Ademas, se realiz6 comparacion de los tiempos de retencién con los compuestos puros que
constituian la combinacion.

2.3.4.5. Actividad fumigante de las mejores mezclas

La actividad fumigante se determin6é empleando el método de vial en vial (2.1.4),
determinado el porcentaje de mortalidad en los insectos empleando como concentracion de

estudio la CLso de cada mezcla.
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3.Resultados y discusion

3.1. Fase I: Determinacion de la actividad fumigante

3.1.1 Tamizaje de actividad fumigante

Con el objetivo de determinar la actividad fumigante de los 49 compuestos seleccionados
para el estudio inicialmente se realiz6 un tamizaje a una concentracion de 100 ppm
empleando el método de vial en vial. Se calcularon los porcentajes de mortalidad y los
resultados obtenidos se presentan en la Figura 3-1.

2
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Figura 3-1 Resultados de actividad fumigante sobre T. castaneum para los compuestos
evaluados a una concentracion de 100 ppm.

En la Figura 3-1 se observa que mas de la mitad de los compuestos seleccionados causaron
porcentajes de mortalidad superiores al 60%. Dentro de los compuestos menos activos se
encuentran principalmente los sesquiterpenos como el farneseno, nerolidol, farnesol y B-
cariofileno los cuales presentaron porcentajes de mortalidad menores al 10% a esta

concentracién. De forma similar, los fenilpropanoides como el eugenol, isoeugenol,
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metileugenol y metilisoegenol también presentaron bajos porcentajes de mortalidad (O-
30%) en el tamizaje preliminar. Teniendo en cuenta que, dentro del grupo de los
compuestos evaluados tanto los sesquiterpenos como los fenilpropanoides presentan los
mayores pesos moleculares y puntos de ebullicion, se podria inferir que al tener una menor
volatilidad no pueden ejercer el efecto fumigante esperado, puesto que no logran ingresar
por inhalacién a las trAdqueas del insecto (Navarro; et al., 2017). Algunos compuestos como
alcanfor, carvacrol, timol, geraniol y eugenol, han sido reportados con bajo potencial
fumigante como porcentajes de mortalidad inferiores a 30% en concentraciones entre 50 y
100 ppm (Rozman, et al, 2007; Kanda, et al.,2017; Abdelgaleil, et al., 2009).

Por otro lado, los compuestos con mayores porcentajes de mortalidad (>60%) a la
concentracion de 100 ppm poseen principalmente a los monoterpenos, los cuales poseen
en general menores pesos moleculares y mayores presiones de vapor (Chaubey, 2015). Es
importante destacar que, de los compuestos evaluados en el tamizaje, en este estudio se
presenta el primer reporte en la literatura del efecto fumigante sobre T. castaneum para los
compuestos nonano, 2-decanona, 4-undecanona, nerolidol, isoeugenol, farnesol, metil
isoeugenol, acetato de geranilo, farneseno, nonanal, acetato de terpenilo, metileugenol, L-

acetato de mentilo, decanal.

3.1.2. Determinaciéon de las concentraciones letales de
los compuestos activos del tamizaje

En el tamizaje anterior, 25 compuestos mostraron letalidad superior a 60% a 100 ppm, por
tanto, fueron seleccionados para continuar con el estudio de la actividad fumigante. De los
25 compuestos, solo fue posible determinar las concentraciones letales de 23 de ellos,
descartando la piperitona y el trans-anetol. En el caso de la piperitona, esta se descarto
debido a que no se contaba con la cantidad suficiente para continuar el estudio. Respecto
al trans-anetol, durante los ensayos con este compuesto se observo la aparicion de una
coloracién amarilla en los discos de papel y se present6 una baja reproducibilidad en los
resultados de los porcentajes de mortalidad, después de mas de 5 repeticiones del ensayo
completo. Para tratar de determinar si el compuesto presentaba algun grado de
degradacion durante el ensayo, los discos de papel se trataron con hexano para extraer los
residuos presentes en el disco después de realizado el experimento. Los extractos
obtenidos se analizaron por CG-EM, encontrando que el trans-anetol estaba presente y no

fue posible detectar productos asociados a la degradacion de éste. Por esta razén, este
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compuesto fue descartado y no se continudé analizando en la determinacion de las

concentraciones letales.

De esta forma, a los 23 compuestos restantes seleccionados en el tamizaje se les determin6

la concentracion letal por modo fumigante. Para ello, se emplearon como minimo 6

concentraciones para cada compuesto en un rango entre 1-600 uM. Los resultados de las

CLgo, CLspy CLso de los compuestos seleccionados se muestran en la Tabla 3-1.

Tabla 3-1 Concentraciones letales (CL) de los compuestos promisorios por el modo de
accion fumigante sobre Tribolium castaneum

Presién CL (uM)
COMPUESTOS | de vapor ] 90 50 30
Pendiente
Pa20°C* (£ LI-LS) (£ LI-LS) (£ LI-LS)
R-(+)-Pulegona
160,0 1,909 8,82 4,78 3,14
o (7,32-12,99) (3,64-5,74) (0,75-4,17)
S-(-)-pulegona
160,0 0.071 32,28 14,19 6,78
O (25,94-44,91) (10,30-18,72) (1,38-10,55)
terpinoleno
101,0 0,584 34,50 27,51 24,61
(31,30-38,52) (23,64-30,71) (20,07-27,95)
a-felandreno
253,0 0,489 35,97 31,37 28,82
(34,15-38,24) (28,45-32,69) (30,86-40,35)
2-decanona
66,0 0,323 41,91 32,86 29,19

é_gzo

(39,06-47,19)

(29,30-35,39)

(32,05-23,86)
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estragol
79,9 0,214 46,54 34,33 29,28
m (40,57-71,32) (30,81-39,98) (21,38-32,54)
H3CO
(-)terpinen-4-ol
53,2 0,050 63,61 39,64 29,82
o oH (48,44-139,27) (21,47-60,81) (4,33-43,53)
S-(+)-carvona
O
137,0 0,168 54,38 40,60 34,94
/K (49,53-92,20) (15,84-44,67) (13,44-40,74)
1R-(-)fenchona
108,0 0,067 62,84 41,62 32,97
(56,62-72,63) (29,48-46,39) (27,83-37,64)
O
a,B-tujona
0
54,9 0,034 79,90 42,88 27,69
y (65,71-110,50) (29,60-54,69) (7,37-39,23)
y-terpineno
93,0 0,166 65,28 52,34 47,09
(58,59-76,19) (14,77-58,85) (18,65-55,49)
Safrol
<0 | 66,0 0,054 85,12 54,91 42,52
0 N (71,83-114,15) (46,21-66,21) (31,59-51,43)
3-careno
464,0 0,024 122,25 77,86 59,76

(110,44-140,98)

(69,40-86,25)

(48,22-68,29)
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(-)isopulegol

4-undecanona
xoﬁ
1,8-cineol
@
2-nonanona
)oi/)
nonano

Ps

DL-limoneno

%

p-cimeno

3

a-pineno

i

93,0

66,0

253,0

83,0

593,0

160,0

194,0

632,0

0,019

0,049

0,052

0,331

0,043

0,012

0,024

0,012

145,64
(120,24-192,70)

115,60
(109,36-124,44)

130,15
(123,88-138,90)

138,88
(130,31-158,13)

205,88
(192,69-232,95)

369,93
(328,68-448,00)

354,73
(309,56-438,49)

401,54
(368,10-456,80)

82,59
(64,61-104,37)

89,94
(85,10-94,69)

107,59
(103,25-111,82)

119,69
(114,55-127,33)

176,72
(167,04-188,90)

265,77
(240,00-299,47)

278,30
(249,49-335,84)

306,66
(286,94-332,69)

56,83
(35,23-74,87)

79,41
(73,42-84,25)

98,36
(93,60-102,71)

111,8
(105,75-117,12)

164,83
(152,94-174,51)

222,89
(193,61-248,79)

247,04
(201,92-281,34)

267,87
(247,95-287,65)
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B-pineno
390,0 0,010 514,23 371,22 312,63
(450,41-576,48) (332,70-428,70) (272,61-353,50)
Sabineno
346,0 0,006 750,83 548,27 465,36
(686,39-846,51) (506,24-599,04) (422,76-507,56)
nuvan 50
0
o L 2.1 0,124 14,59 10,31 475
\ICI/\O )0 (13,39-15,38) (8,82-11,10) (4,07-5,88)
rd

Convenciones: LS: Limite superior, LI: Limite inferior * los limites tienen un 95% de confianza a partir el andlisis
Probit.

*Datos Reportados en la literatura: https://espanol.epa.gov/ , https://www.sigmaaldrich.com/us-export.html,
https://www.alfa.com/es/ y/o calculados con https://www.acdlabs.com/products/perceptal/index.php

En la Tabla 3-1 se observa que la R-(+)-pulegona presentd el mayor potencial fumigante
con una CLsomenor a 5 uM, siendo dos veces mas activa que el control positivo (CLso 10,31
UM). La S-(-)-pulegona present6 un valor de CLsode 14,19 uM, comparable con la del control
positivo. Por otro lado, 11 compuestos presentaron actividad moderada con CLso entre 27
y 80 uM, y 10 compuestos mostraron menor potencial de actividad con CLso mayores a 80
MM, siendo el sabineno el menos activo con CLsp de 547,23 uM. Al comparar los resultados
correspondientes a los dos compuestos con mayor actividad fumigante del presente
estudio, con los reportados por Liu y colaboradores, se encuentra que en el estudio citado
no es claro que enantiémero fue el evaluado, de acuerdo con la estructura documentada
corresponde al enantiomero R, sin embargo, los datos espectroscopicos y experimentales
proporcionados no especifican el tipo de isémero, ademés el valor de la CLso es
considerablemente mayor comparado al de nuestro estudio (>500 uM)(Lui, et al, 2011).
Esta misma situacion se presenta en el reporte de Garcia y colaboradores, en el cual no es
claro qué tipo de isbmero que se evalud, pero los resultados obtenidos son comparables
con los dos enantidbmeros del presente estudio, cabe destacar que estas evaluaciones del
estudio de referencia se realizaron en tiempos diferentes a los nuestros obteniendo los
siguientes ClLso: 7,52 pM a los 30 minutos, 6,33 puM a los 60 minutos, 5,19 uM a los 90

minutos y 3,91 pM a los 150 minutos (Garcia, et al., 2005). Teniendo en cuenta la
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informacién anterior, y la revision bibliogréfica realizada, este estudioé presenta el primer
reporte de evaluacion insecticida en conjunto de los dos enantiomeros Ry S de la pulegona

sobre Tribolium castaneum.

Previamente se ha descrito que la actividad fumigante tanto de aceites esenciales como de
compuestos puros se encuentra directamente relacionada con propiedades fisicas, como
la presion de vapor (Corcuera, 2007; Rajendran & Sriramijini, 2008). Por ejemplo, se ha
encontrado que los compuestos 0 mezclas que tiene mayores presiones de vapor pueden
alcanzar concentraciones suficientemente altas en el aire, lo que les permite ingresar por la
via respiratoria del insecto y ejercer el efecto téxico deseado (Del Puerto, et al, 2014).
Teniendo en cuenta lo anterior, se realiz6 un andlisis de los resultados de actividad
fumigante en comparacién con la presiébn de vapor reportada para los compuestos
evaluados (Ver Tabla 3-1). Sin embargo, tal como se puede observar en la tabla, no se
encontré una relacién directa o proporcional entre la volatilidad de los compuestos y su
actividad fumigante frente a T. castenum. Por ejemplo, los enantibmeros de la pulegona
que fueron los compuestos con mayor actividad tienen presiones de vapor 160 Pa, mismo
que valor que tiene DL-limoneno el cual presentd una actividad considerablemente menor
a los compuestos mas activos, incluso B-pineno (390 Pa) siendo uno de los 5 compuestos
con menor actividad tiene una presién de vapor casi 3 veces mayor que los enantibmeros

de la pulegona.

Por lo anterior, se plantea que los resultados en el modo de accion fumigante en este
estudio podrian estar relacionados con las caracteristicas estructurales de los compuestos.
De esta forma se realizé un andlisis cualitativo de las posibles caracteristicas estructurales
gue aportarian a la actividad fumigante frente a T. castaneum. Inicialmente, teniendo en
cuenta la alta diversidad estructural de los compuestos, estos fueron subdivididos en 7
grupos: monoterpenos monociclicos, monoterpenoides monociclicos, monoterpenos
biciclicos, monoterpenoides biciclicos, fenilpropanoides, cetonas alifaticas aciclicas y
alcanos; de acuerdo con sus caracteristicas principales. Basados en un andlisis general, se
lograron establecer algunas relaciones cualitativas entre la estructura y la actividad

fumigante en los compuestos pertenecientes a los cuatro primeros grupos.

Por ejemplo, como se observa en la Figura 3-2 al comparar los monoterpenos monociclicos
con una o mas insaturaciones: terpinoleno, a-felandreno, y-terpineno, DL-limoneno y p-

cimeno (grupo 1) solo se encuentran diferencias en la posicion de las insaturaciones del



58 Mezclas de compuestos volatiles bioactivos para el control de T. castaneum

nucleo. En general estos compuestos poseen una estructura base dada por un ciclo de seis
miembros con un sustituyentes metilo en la posicion 4 del anillo y un sustituyente isopropilo,
isopropenil o isopropilideno en la posicion 1. Comparando las concentraciones letales para
estos compuestos se observa que la insaturacion exociclica del sustituyente isopropilideno
en el compuesto terpinoleno favorece la actividad fumigante en comparacion con los
sustituyentes isopropenil del DL-limoneno e isopropilo del a-felandreno y y-terpineno, y p-
cimeno. Cabe destacar, que la CLso obtenida para el DL-limoneno en el presente estudio,
fue mayor a la reportada en estudios previos, lo cual puede deberse variaciones en los
métodos empleados en este modo de acciéon como la diferencia de recipiente en que se
contiene el ensayo, en este caso a diferencia del nuestro, los insectos estaban dentro de
un recipiente de volumen menor al que contenia todo el experimento (Tripathi; et al, 2003a).
Por otra parte, en este grupo de compuestos el p-cimeno presentd la menor actividad,
considerando que este es el Unico de los monoterpenos monociclicos que posee un anillo
aromatico, se podria proponer que la aromaticidad disminuye considerablemente su

potencial fumigante.

a4

terpinoleno a-felandreno y-terpineno
CLs= 4,35 ppm CLs= 5,05 ppm CLs,= 8,38 ppm
CLjo= 27,51 uM CLgo= 31,37 M CLso= 52,34 uM
DL-limoneno p-cimeno
CLsp= 43,00 ppm CLg,= 43,43 ppm
CLso= 264,77 pM CLgo= 278,320 uM

Figura 3-2 Monoterpenos monociclicos evaluados sobre T. castaneum

Por otro lado, para los monoterpenoides monociclicos R-(+)-pulegona, S-(-)- pulegona, S-
(+)-carvona, (-)-terpinen-4-ol e (-)-isopulegol; se encontr6 que resultaron ser el grupo de
compuestos con el mayor potencial fumigante frente a T. castaneum (ver Figura 3-3). Dentro
de ellos, los enantiomeros R y S de la pulegona fueron los compuestos mas activos con
CLso comparables o incluso menores que el control positivo. Sin embargo, las diferencias
en las CLso de permiten evidenciar que la R-(+)-pulegona resultd ser tres veces mas activa

que su enantiomero, por lo que se puede inferir que la estereoquimica de estos compuestos
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esta directamente relacionada con la actividad fumigante. Para el caso de los enantibmeros
de la carvona, para el enantibmero S se encontr6 una actividad fumigante moderada (CLso
de 40,61 pM, comparable con el reporte de Tripathi y colaboradores (26,07 puM) (Tripathi,
et al, 2003b), mientras que el enantiomero R resulto ser inactivo con una CLso mayor a 700
UM. En este caso la estereoquimica resultd ser ain mas determinante para ejercer el efecto
fumigante sobre T. castaneum. Adicionalmente, otros compuestos con el mismo nucleo
base pero con oxigenaciones tipo hidroxilo, como en el caso de (-)-terpinen-4-ol y el
isopulegol, mostraron una menor actividad respecto a los monoterpenoides de tipo cetona.
Lo anterior indicaria que la presencia del grupo carbonilo podria influenciar positivamente

la actividad fumigante sobre el insecto de interés.

sl
O

o o

R-(+)-pulegona
CLs,= 0,77 ppm

S-(+)-carvona

S-(-)-pulegona CLyo= 2,30 ppm

CLsy= 2,30 ppm

CLso= 4,78 pM CLoo= 14,19 pM CLso= 14,19 pM
"oy <~ ~OH
(-)terpinen-4-ol (-)isopulegol
CLs,= 6,54 ppm CLs= 13,96 ppm
CLsp= 39,64 uM CLso= 82,59 pM

Figura 3-3 Estructuras quimicas de monoterpenoides monociclicos.

En cuanto al grupo conformado por los monoterpenos biciclicos y comparando con los
monoterpenos monociclicos como se observa en la Figura 3-4, se encontré6 que los
primeros poseen menor actividad. De lo anterior se podria inferir que la presencia de dos
ciclos en la estructura del monoterpeno disminuye la actividad insecticida. En este grupo el
3-careno (77,87 uM) correspondiente a un biciclo (4.1.0), fue el mas promisorio en
comparacion con los demas monoterpenos biciclicos, el resultado exhibido por 3-careno
en nuestro estudio es comparable al de Luo y colaboradores (CLs:92,47 uM) siendo muy

similares las metodologias desarrolladas durante la evaluacién (Luo, et al., 2019), los
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compuesto restantes dentro de este grupo, los cuales poseen estructuras biciclicas (3.1.0)
como sabineno y biciclicas (3.1.1) como los dos pinenos, los cuales mostraron CLso
superiores a 300 uM. Para el caso de los monoterpenoides biciclicos R-fenchona y 1,8-
cineol, los cuales poseen oxigenaciones de tipo carbonilo y éter respectivamente, mostraron
mayor potencial fumigante que los monoterpenos biciclicos, en este caso siendo mas activa
R-fenchona con una CLs0:41,62 uM, lo cual podria indicar que el grupo carbonilo en su
estructura favorece la actividad fumigante. Los resultados de estos dos Ultimos compuestos
en el estudio Abedelgaleil y colaboradores, es comparable para el 1,8-cineol, el cual en
nuestro reporte obtuvo una CLs0:107,59 y en el estudio citado CL5:96,82. Contrario al caso
de R-fenchona , cuyo reporte fue mayor (CLs0:284,71 uM) contrastado con la concentraciéon
obtenida en el nuestro (CLs0:41,62 uM), la diferencia en los resultados obtenidos es dificil
determinarla, ya que la metodologia empleada es similar a la nuestra, solo que en el estudio
citado el papel con el compuesto fue ubicado en la tapa del recipiente que contenia el
experimento, otra diferencia en la metodologia reportada fue el nimero de insectos por
replica(20 insectos)( Abedelgaleil, et al ., 2008). Por otro lado, el resultado que se obtuvo
para el sabineno (CLs0:88,70 uM) es mayor respecto al estudio de Wang y colaboradores,
guienes determinaron una CLs0:28,74 UM, esta podria estar influenciada por la pureza del
compuesto empleado en los experimentos, ya que en el estudio citado no especifican el

porcentaje de pureza, ademas que el disefio experimental es semejante al nuestro (Wang,

et al., 2019).

3-careno sabineno a-pineno B-pineno
CLg,= 12,37 ppm CLs,= 88,70 ppm CLso= 48,57 ppm CLso= 57,92 ppm
CLjo= 77,86 uM CLgo= 548,27 uM CLsp= 306,66 yM CLsp= 371,22 yM
@
1R-fenchona 1,8-cineol
CLsp= 6,68 ppm CLsp= 18,02 ppm
ClLgo= 41,62 uM CLg,= 107,59 pM

Figura 3-4 Estructuras quimicas de monoterpenos y monoterpenoides biciclicos.
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El analisis anterior, nos permitié proponer algunas caracteristicas estructurales que podrian
jugar un papel importante en la actividad fumigante de los monoterpenos como lo son: las
oxigenaciones de tipo carbonilo y la presencia de sustituyentes con insaturaciones
exociclicas, particularmente del tipo isopropilideno (ver Figura 3-5). Estas caracteristicas,
podrian conferirle algunos efectos electrénicos y de rigidez al niicleo base del monoterpeno;
por tanto, se podria esperar que fueran importantes para establecer interacciones con el
sitio activo de los receptores en el insecto. Sin embargo, esta es tan solo una primera
aproximacioén al estudio de la actividad frente a T. castaneum, por lo tanto, estas hipétesis
deben ser confirmadas con ensayos complementarios, estudios de acoplamiento molecular

y/o con estudios cuantitativos de relacion estructura-actividad.

Monoterpenos Monoterpenos Monoterpenoides Monoterpenoides

biciclicos monociclicos monociclicos biciclicos

a-pineno terpinoleno enantiomeros Ry
S pulegona R-(-)-fenchona
ClLsy: 48,57 ppm CLsg: 4,35 ppm Clsg: 0,70-2,30 ppm Clg: 6,68 ppm
Cls,: 308,66 uM Cls: 27,51 uM Clsg: 4,78-14,19 uM Clsy 41,62 uM
DL-limoneno S-(+)-carvona

PO

CLsp: 43,00 ppm ClLsy: 6,35 ppm
Clsg: 265,77 uM ClLsy: 40,60 uM

Figura 3-5 Andlisis estructura-actividad de algunos grupos de compuestos del tamizaje por
modo de accién fumigante.

Otro tipo de compuestos que se evaluaron fueron los fenilpropanoides, de los cuales solo
el estragol y el safrol fueron activos, con concentraciones letales menores a 50 pM. En este
caso, el estragol presenté una mayor actividad que el safrol. Considerando que solo se
diferencian en la presencia de un grupo metoxilo (en el estragol) y uno metilenodioxi (safrol),

se propone también de forma muy preliminar que en el modo de accién fumigante la
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presencia de sustituyentes metoxilo favorecen este efecto. Sin embargo, se recomienda
realizar estudios con un grupo mayor de fenilpropanoides para determinar de una forma
mas veraz estas relaciones de estructura-actividad. El estragol ha sido previamente
reportado con actividad fumigante por Olmedo y colaboradores, sin embargo, la
metodologia empleada difiere de la nuestra, en el estudio citado, el compuesto fue evaluado
en agua, con diluciones en etanol y variaciones en el tamafio del recipiente que contenia el

ensayo. Por lo anterior no es posible comparar los resultados (Olmedo, et al., 2015).

A los 23 compuestos seleccionados en el tamizaje inicial también se les evaluo6 la actividad
frente a T. castaneum por otros modos de accion, a fin de robustecer nuestros resultados y

aumentar las posibilidades de aplicacién en el control del insecto.

3.2. Fase II: Determinacion de la actividad toxica por
contacto, repelente y antialimentaria

Los resultados de la actividad toxica por contacto, repelente y antialimentaria se presentan

a continuacion:

3.2.1. Toxicidad tOpica por contacto de los compuestos con
potencial fumigante

Con el fin de determinar la toxicidad por contacto de los compuestos sobre adultos de T.
castaneum, se aplicaron diferentes cantidades de los compuestos puros o en disolucion
con hexano, en el protérax de los insectos y se determiné el porcentaje de mortalidad a las
24 horas (Lui et al., 2007). Los resultados obtenidos en el ensayo se presentan enla Tabla
3-2, en donde se muestran las dosis letales 30, 50 y 90, asi como los valores de pendiente

de acuerdo con cada una de las ecuaciones que representan las regresiones tipo Probit.

En la actividad toxica por contacto se encontr6 que 15 de los compuestos evaluados
presentaron DLsp inferiores a 50 pg/insecto; mientras que los 8 restantes mostraron valores
entre 50 y 150 pg/insecto. De forma general se observo que los compuestos oxigenados
exhiben una mayor toxicidad por contacto, siendo los derivados monoterpenos los de mayor
potencial, seguidos fenilpropanoides y el hidrocarburo. Dentro de los compuestos mas
activos, se destacan la S-(+)-carvona, safrol,R-(+)- pulegona y 4-undecanona, puesto que
presentaron DLsg menores a <10 pg/insecto y comparables con el control positivo.

Adicionalmente, estos compuestos poseen altos valores de pendiente en la ecuacion de la
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recta, lo que indica que se requieren los menores cambios en la concentracion para lograr

cambios significativos en la mortalidad del insecto. Aunque la 2-undecanona, el y-terpineno

y el DL-limoneno no exhibieron las DLso m&s bajas, si presentaron valores altos en sus

pendientes, lo que indicaria que una pequefia variacién en la concentracion se podria

aumentar significativamente la mortalidad de los insectos, lo que respaldaria su potencial

actividad insecticida frente T. castaneum. Es importante destacar que este estudio

representa el primer reporte de toxicidad topica por contacto para los compuestos: honano,

2-nonanona, a-felandreno, 2-decanona, a,B-tujona, 4-undecanona.

Tabla 3-2 Dosis letales de los compuestos activos del tamizaje sobre Tribolium castaneum

Compuesto

Pendiente

DLgo (£ LI-LS)
pg/insecto

DLso (£ LILS)
pg/insecto

DLgo (£ LI-LS)
pg/insecto

S-(+)-carvona
safrol
R-(+)-pulegona
4-undecanona
estragol
(-)isopulegol
(-)terpinen-4-ol
S-(-)-pulegona
1,8-cineol
2-nonanona
2-decanona
a,B-Tujona
terpinoleno
y-terpineno
1R-(-)-fenchona
DL-limoneno
sabineno
p-cimeno
B-pineno
a-pineno
nonano
3-careno

a-felandreno

cipermetrina

1,7968
0,4857
0,6727
0,2922
0,1245
0,1548
0,1078
0,0996
0,1006
0,1625
0,3412
0,1562
0,0319
0,5723
0,1273
0,2151
0,1056
0,0494
0,0819
0,0622
0,0175
0,0211
0,0169

0,0825

9,38 (7,29-15,63)
12,37 (10,31-15,46)
11,118 (10,00-13,33)
23,47 (18,37-35,71)
25,26 (22,11-30,53)
26,53 (23,47-30,61)
30,53 (26,32-37,89)
37,76 (31,63-50,00)
38,38 (32,32-49,49)
39,39 (34,34-51,52)
39,80 (34,69-56,12)
48,57 (44,29-55,71)
85,88 (72,94-107,06)
58,95 (55,79-65,26)
64,29 (60,20-73,47)
64,21 (60,00-71,58)
82,67 (77,33-94,67)
92,93 (82,83-109,09)
85,71 (80,61-95,92)
91,75 (85,57-103,09)

188,89 (138,38-377,78)
175,56 (150,00-218,89)
190,82 (156,12-272,45)

2,00 (1,00-4,00)

4,17 (3,13-6,25)
7,22 (6,19-8,25)
7,78 (6,67-7,78)
9,18 (5,10-12,24)
15,79 (13,68-17,89)
18,37 (16,33-20,41)
18,95 (15,79-23,16)
22,45 (18,37-27,55)
23,23 (20,20-27,27)
28,28 (26,26-30,30)
28,57 (24,49-33,67)
38,57 (34,29-41,43)
45,88 (37,65-55,29)
48,42 (44,21-51,58)
50,00 (44,90-53,06)
53,68 (49,47-56,84)
64,00 (57,33-68,00)
66,67 (59,60-75,76)
70,41 (65,31-74,49)
71,13 (65,98-76,29)
93,94 (59,60-149,49)

111,11 (95,56-131,11)
142,35 (111,76-183,53)

1,00 (0,05-2,00)

3,13 (1,04-4,17)
5,15 (3,09-6,19)
5,56 (4,44-6,67)
3,06 (2,04-6,12)
11,58 (9,47-13,68)
15,31 (12,24-17,35)
13,68 (10,53-16,84)
16,33 (11,22-20,41)
17,17 (13,13-20,20)
24,24 (21,21-27,27)
24,49 (17,35-28,57)
34,29 (30,00-37,14)
29,41 (20,00-37,65)
44,21 (37,89-47,37)
43,88 (36,73-47,96)
49,47 (43,16-52,63)
56,00 (46,67-61,33)
56,57 (48,48-63,64)
64,29 (57,14-68,37)
62,89 (55,67-68,04)
55,56 (6,06-88,89)
84,44 (68,89-100,00)
110,59 (74,12-141,18)

0,75 (0,50-1,00)

LI: Limite inferior; LI: Limite superior *los limites tienen un 95% de confianza.
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Los compuestos menos activos por este modo de accién fueron los monoterpenos 3-careno
(DLsg 175,56 pg/insecto) resultado prometedor respecto al reportado por Lou y
colaboradores quienes reportaron DLso 64800 pg/insecto, los ensayos empleados para los
dos estudios comprendian la aplicacion tépica, por lo cual no se encuentra una razon para
la diferencia entre los resultados, la variacién podria estar relacionada con la pureza del
compuesto empleado, sin embargo no es una aclaracién que haga parte del estudio citado
(Luo, et al.,2019). El compuesto menos activo fue a-felandreno (DLso 190,82 pg/insecto).
Comparando estos resultados con el modo de accién fumigante se observa un gran
divergencia en la actividad, teniendo en cuenta que estos dos compuestos, en particular el
a-felandreno mostrd alto potencial en la actividad fumigante. Caso contrario, algunos
compuestos como S-(+)-carvona (el mayor toxico por contacto de este estudio), los
enantidmeros de la pulegona, el estragol y el safrol hacen parte de los 10 compuestos que
mostraron mayor actividad por estos dos modos de accién, estos resultados cumplen
algunas expectativas planteadas para el proyecto como el disefio de mezclas a partir de

sustancias volatiles que cuenten con potencial multiefecto sobre el insecto.

Otros compuestos alcanzaron valores de DLso (entre 30 pg/insecto-60 pg/insecto) como:
a,B-tujona, terpinoleno, y-terpineno, 1R-(-)-fenchona, DL-limoneno, sabineno y p-cimeno.
Entre estos el sabineno obtuvo una DLsy de 60,0 pg/insecto comparable a la reportada por
Wang y colaboradores, quienes determinaron una DLso 48.2 pg/insecto, en este estudio se

empled la metodologia tépica por contacto, similar a la nuestra (Wang, et al., 2019) .

Respecto al compuesto mas activo en la actividad por contacto en el presente estudio, la
S-(+)-carvona, cabe destacar que previamente Fang y colaboradores reportaron que el
estereoisomero R presenté una DLso de 2,64 pg/insecto frente a T. castaneum. Asi que al
comprar los resultados se podria inferir que en este caso la estereoquimica no influye en la
actividad toxica por contacto para este compuesto. En el mismo estudi6 fue evaluado el D-
limoneno, el cual presentd una DLsp menor (20,64 pg/insecto) a la obtenida en nuestro
estudio (53,69 pg/insecto). Es importante mencionar que en el presente estudié de emple6
la mezcla de isbmeros de limoneno, lo que podria indicar que el isomero D del limoneno
podria tener mayor potencial insecticida por contacto sobre el insecto (Fang, et al, 2010).
Este compuesto, también ha exhibido alto potencial por este modo de accién en diferentes
plagas de granos almacenados, dentro de las que se encuentran el barrenador menor del

grano (R. dominica), el gorgojo del arroz (S. oryzae), y el escarabajo plano del grano
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(Cryptolestes pusillus) (Lopez, et al., 2010; Badaway, et al., 2010; Abdelgaleil, et al., 2009).
De forma similar, se encontré los enantiomeros de la pulegona, presentaron resultados
dependientes de la estereoquimica, en donde nuevamente la R-(+)-pulegona mostré mayor
actividad (DLso 7,78 pg/insecto) respecto a la S-(-)-pulegona (DLso 22,45 pg/insecto), siendo
casi tres veces menos activa. Estos resultados nos permitieron observar que en el modo de
accion por contacto las caracteristicas tridimensionales juegan un papel crucial en la
actividad de algunos compuestos, lo cual podria estar relacionado con el sitio de accién de

estos.

Es importante resaltar que la S-(+)-carvona present6 una DLso de 4,17 pg/insecto, muy
cercana a la obtenida para el control positivo cipermetrina (DLso 1,0 pg/insecto); lo que
respalda el alto potencial toxico por contacto de este monoterpenoide.

Por otro lado, cabe destacar que no se pudieron establecer otros patrones de relacion
estructura-actividad en la toxicidad por contacto. Sin embargo, se encontr6 que los 12
compuestos que presentaron las menores dosis letales poseen sustituyentes oxigenados,
aunque, dichas oxigenaciones pertenecen a nuacleos diferentes. Por ejemplo,
oxigenaciones tipo carbonilo en terpenoides monociclicos como los enantiomeros S-(+)-
carvona, R-(+)-pulegona y S-(-)-pulegona; asi como oxigenaciones tipo carbonilo en
cetonas alifaticas como la 4-undecanona, 2-nonanona y 2-decanona. Asi que, al no
observarse un patrén claro que oriente una relacion de estructura-actividad soélida se
recomienda hacer la evaluaciébn de un grupo de compuestos mas grande, y cuyas
estructuras estén directamente relacionadas con los nucleos mas activos encontrados en

el presente estudio.

3.2.2. Actividad repelente de los compuestos con potencial
fumigante

Para continuar con el estudio de actividad sobre el insecto de los compuestos
seleccionados en el tamizaje preliminar se evalud la actividad repelente empleando el
método de preferencia de &rea. En el presente estudio se realiz6 una modificacion al
método reportado por Wagan y colaboradores (Wagan, et al., 2016), que consistié en incluir
alimento (harina) en el area tratada, con el fin de hacer una mejor aproximacion a la accién
repelente deseada. Esta modificacion fue incluida en el ensayo teniendo en cuenta reportes

previos de literatura y considerando la potencial aplicacion de los compuestos en los sitios
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de almacenamiento de granos y harinas. De esta forma el ensayo simula mejor las

condiciones de repelencia de los compuestos sobre los insectos objetivo.

Inicialmente se realizé el ensayo a una concentracion de 0,1 pL/cm? para los 23 compuestos
y de acuerdo con los porcentajes de repelencia obtenidos se seleccionaron las
concentraciones para los posteriores ensayos. Debido a que la mayoria de los compuestos
presentaron un bajo potencial repelente a la concentracion inicial se decidié incluir
solamente dos concentraciones adicionales:0,05 pL/cm?y 0,01 pL/cm?. En la tabla 3-3 se
presentan los porcentajes y clases de repelencia que presentaron los compuestos

evaluados.

De acuerdo con los porcentajes de repelencia y la clasificacién segin Abdel-Rahman, los
compuestos evaluados mostraron alta diversidad de resultados. Sin embargo, tal como se
observa en la Tabla 3-3, la mayoria de los compuestos mostraron baja actividad repelente,
con clasificacion 0. Dentro de ellos, se encuentran algunos monoterpenos Yy
monoterpenoides como el a-felandreno, p-cimeno, y-terpineno, 3-careno, B-pineno,
terpinoleno y 1,8-cineol; asi como algunas cetonas (2-nonanona) y alcanos como el nonano:
Todos los compuestos anteriormente mencionados fueron inactivos a las tres

concentraciones evaluadas y en todos los tiempos del ensayo.

También se observaron comportamientos atipicos con variaciones de los porcentajes de
repelencia dentro de las concentraciones o incluso en los tiempos de ensayo. Por ejemplo,
el terpinoleno a la concentracién mas baja (0,01 pl/cm?) a las 2 horas present6 un porcentaje
de repelencia del 16%, sin embargo, a las 6 y 24 horas de ensayo se observaron

porcentajes de repelencia negativos, comportandose como un compuesto atrayente.
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Tabla 3-3 Porcentajes y clases de repelencia de los compuestos promisorios del tamizaje sobre T.castaneum

0,1 pl/Cm2 0,05 pl/cm2 0,01 pl/lecm2
COMPUESTO 2 HORAS 6 HORAS 24 HORAS 2 HORAS 6 HORAS 24 HORAS 2 HORAS 6 HORAS 24 HORAS
PR C PR C PR C PR C PR C PR C PR C PR C PR C
nonano 56+8,9 M -84+t89 | 0 -96+t89 | 0 | -60+14,1 | O | -68+10,9 [ O -96189 | 0 -44+89 | 0 -2+4,4 0 -6+13,4 0
2-nonanona -76x8,9 0 -96+8,9 0 -64+8,9 0 -76+8,9 0 -100+0,0 0 -100+0,0 0 -60+0,0 0 -82+4.4 0 -72+10,9 0
1,8-cineol -84+89 | 0 -84+89 | 0 | -68+17,8 [ O -76:89 | 0 -76£8,9 | 0 | -100+0,0 | O -24+89 | 0 -60+0,0 | O -76+8,9 0
-pineno -8+17,8 0 -8+17,8 0 -56£8,9 0 -44+8,9 0 -76x8,9 0 -100+0,0 0 -44+8,9 0 -6+13,4 0 -2+4.,4 0
a-pineno -16+8,9 0 -48+17,8 0 -12+17,8 0 8+17,8 | 8+10,9 | 28+10,9 1l -72+17,8 0 -68+10,9 0 -4+8,9 0
p-Cimeno -44+25,7 0 -28+17,8 0 -44+8,9 0 -48+17,8 0 -56+8,9 0 -72+10,9 0 -60+0,0 0 -76+8,9 0 -48+23,8 0
DL-limoneno 28+17,8 Il 76+8,9 \ 64+8,9 \ 88+7,8 \% 72+10,9 \% 60+18,2 1l 16+8,9 | -36+8,9 0 -8+17,8 0
safrol 100+0,0 \% 96+8,9 \% 96+8,9 \ 88+17,8 \% 72+20,3 [\ 92+10,9 \% -24+8,9 0 -60+0,0 0 0+0,0 0
sabineno -8+17,88 0 4+23,6 | -36+8,9 0 -8+10,9 0 44+8,9 1l 16+8,9 | -24+8,9 0 -24+8,9 0 -40+0,0 0
estragol 56+8,9 1 -16+8,9 4+8,9 | -28+10,9 0 24+16,7 11 -8+10,9 0 -36+8,9 0 -4+8,9 0 -24+8,9 0
R-(-)-fenchona -12+10,9 | -68+18,9 -80+0,0 0 -36+8,9 0 24+6,7 1l -24+8,9 0 -56+8,9 0 -48+16,8 | O 0+0,0 0
R-(+)-pulegona 92+10,9 \% 64+8,9 1 20+0,0 | 12+10,9 | 8+17,8 | 32+30,3 1l -52+17,8 0 4+8,9 | -64+8,9 0
(-)-isopulegol 48+10,9 1 4+8,9 | 0+0,0 -49+12,0 0 -28+10,9 0 -48+17,8 0 -60+0,0 0 -56+8,9 0 -64+8,9 0
a-felandreno 40+0,0 1] -92+17,8 0 -96+8,9 -28+10,9 0 -4+8,9 0 -36+21,9 0 -64+8,9 0 -40+0,0 0 -80+0,0 0
S-(+)-carvona 40+0,0 Il 56+8,9 1 40+0,0 1l 88+10,9 \% 92+17,8 \% 88+17,8 \% 36+8,9 1l 16+8,9 | -80+0,0 0
(-) terpinen-4-ol -16+8,9 0 20+0,0 1l 20+0,0 | 68+17,8 [\ 0£20,0 0 -44+11,9 0 -64+8,9 0 -44+8,9 0 -60+0,0 0
3-careno -20+0,0 -20+0,0 -80+24,7 -16+16,7 0 -16+8,9 0 16+8,9 | -52+10,9 0 -44+8,9 0 -64+8,9 0
y-terpineno -52+10,9 0 -100+0,0 -76+8,9 0 40+14,1 1l -80+0,0 0 -60+0,0 0 -4+8,9 0 -44+8,9 0 -80+0,0 0
2-decanona 80+0,0 [\ 64+8,9 \Y 36+8,9 1l -20+14,1 0 -44+8,9 0 -16+8,9 0 -76+8,9 0 -60+0,0 0 -24+15,7 0
a,B-tujona -20+0,0 0 -20+0,0 0 4+8,9 | 80+14,1 \% 84+8,9 \% -8+17,8 0 -76+8,9 0 -6+13,4 0 0£0,0 0
S-(-)-Pulegona 100+0,0 \% 96+8,9 96+8,9 \% 76+8,9 \% 84+8,9 \% 88+17,8 \% -72+10,9 0 -76£8,9 0 0£0,0 0
terpinoleno -60+0,0 0 -60+0,0 -80+0,0 0 -52+10,9 0 -28+10,9 0 -80+0,0 0 16+8,9 | -12+10,9 0 -72+10,9 0
4-undecanona -60£0,0 [ O -60+0,0 -52+17,8 0 88+17,8 \% 36+8,9 1l 92+10,9 \% -64+8,9 0 -76£8,9 0 -72+10,9 0
control Stay off 15+10,0 I 44+8,9 I | 24+15,9 Il 28+17,8 | 1l 48+18,9 | Il | 35+10,0 Il -15+10,0 | 0 | 28+10,9 I 40+0,0 I
Convenciones: PR: Porcentaje de repelencia + Desviacion estandar (DE) C: clase de repelencia
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Otros compuestos presentaron algun tipo de repelencia en una de las concentraciones
evaluadas, como es el caso del a-pineno, el cual presentdé mejor actividad a la
concentracion de 0,05 pl/cm?, e incluso se observé un efecto acumulativo al aumentar el
porcentaje de repelencia a las 24 horas del ensayo a esta concentracion. De forma
opuesta, se observé que para el isopulegol y la 2-decanona la actividad disminuy6 en el
tiempo. En el caso particular del isopulegol en la concentraciéon de 0,01 pl/cm?la actividad
pasé de clase lll a 0 a dentro de las diferentes lecturas. Mientras que la 2-decanona pasé
de clase IV a Il que la disminucidn en el efecto repelente de estos compuestos puede estar
dada por una disminucion en la concentracion en el aire, lo que implicaria que se volatilizan

rapidamente pero su concentracion decae en el tiempo del ensayo.

El comportamiento de algunos compuestos como 2-nonanona, 1,8-cineol, B-pineno, o-
felandreno, (-)terpenen-4-ol, -terpineno y terpinoleno, tiende a disminuir su repelencia en
las concentraciones avaluadas en los diferentes tiempo, por ejemplo el terpinoleno se
observa una diminucion en la repelencia al pasar el tiempo, exhibiendo porcentajes de
repelencia de 16%, -12% y -72% en la evaluacion a 0,01 yL/cm?a las 2, 6 y 24 horas
respectivamente. Esta tendencia en algunos compuesto podria interpretarse como un
efecto atrayente que estos ejercen sobre T. castaneum, situacion que llegaria a ser
beneficiosa ya que podria hacer que el insecto se acerque a la zona donde se aplique el

control logrando que el mismo u otro compuesto causen letalidad sobre él.

Algunos compuestos como el sabineno,(-)-terpinen-4-ol, a,B-tujona, S-(-)-pulegonay 1R-(-
)fenchona, estragol y safrol, mostraron actividad repelente moderada a alta a dos de las
concentraciones evaluadas. Dentro de estos safrol y S-(-)-pulegona presentaron los
mejores resultados de repelencia a las concentraciones de 0,1 pl/cm? y 0,05 pl/cm?, con

porcentajes incluso superiores a los del control positivo.

De los compuestos mas activos entre los 23 evaluados encontramos aquellos que
mostraron algun tipo de repelencia en las tres concentraciones evaluadas. Siendo DL-
limoneno, R-(+)-pulegona y S-(+)-carvona los que mostraron mejores resultados
repelentes. El DL-limoneno, present6 efectos disminuidos durante los tiempos en las
evaluaciones a 0,05ul/cm?y 0,01ul/cm?. Para el caso de la R-(+)-pulegona a la maxima
concentracion evaluada mostré una disminucién del efecto repelente en el tiempo, por lo
cual se obtuvieron clases V, lll y . En la concentracion 0,05 pl/cm? exhibié menor actividad

con clasificaciones I, | y Il en los diferentes tiempos del ensayo. La S-(+)-carvona con
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clases de repelencia de Il, lll y Il a las 2, 6 y 24 horas a una concentraciéon de 0,1 pl/cm?;
en la evaluacién a 0,05 pl/cm? sus clases de repelencia fueron contantes en V en los tres
tiempos; finalmente a 0,01 pl/cm?mostré un efecto disminuido con clases de repelencia ll,
Ily O enlas lecturas alas 2, 6 y 24 horas respectivamente. Cabe resaltar que el compuesto
S-(+)-carvona fue el Unico que después del control positivo alcanz6 valores minimos de
repelencia a la menor concentracién, ademas de haber obtenido mejores resultados en la
evaluacion a 0,05 pl/cm? donde el stay-off no obtuvo una clase de repelencia superior a lll
en los tiempos evaluados. En algunos reportes como el de Caballero y Colaboradores los
enantibmeros Ry S de la carvona mostraron resultados similares incluso mejores a los de
este estudio, al comparar el enantiomero S-(+)-carvona de nuestro estudio con el reportado
anteriormente se observa que su clases se mantiene entre Ill y V incluso en los
concentraciones menores a las evaluadas en esta investigacion (Caballero, et al, 2011) sin
embargo, durante el experimento del estudio citado, no se aplicé alimento en el tratamiento
durante la evaluacion del compuesto, al parecer esta variacion en el ensayo produce que

la actividad repelente se vea disminuida para este compuesto.

Finalmente, los compuestos que presentaron el mayor potencial repelente frente a T.
castaneum fueron la S-(-)-pulegona, y el safrol. Los dos mostraron los mayores porcentajes
de repelencia en las concentraciones de 0,1 y 0,05 ul/cm?, con resultados reproducibles
en los tres tiempos de evaluacion. Para el caso del enantidmero R-(+)-pulegona los
resultados no fueron reproducibles en los tres tiempos de evaluacion en las dos

concentraciones mayores, mostrando un efecto disminuido en ambas concentraciones.

De acuerdo con nuestros resultados, no fue posible establecer un patrén que relacionara
la actividad repelente con las caracteristicas estructurales de los compuestos evaluados.
Esta misma tendencia ha sido previamente reportada en compuestos con potencial
repelente, no obstante, diferentes reportes indican que caracteristicas como la presion de
vapor, punto de ebullicién, lipofilia, interacciones electrostéticas, longitud molecular,
momento principal de inercia, entre otros, son propiedades que pueden explicar la
repelencia de wuna sustancia o compuesto sobre un organismo (Davis, 1985;
Suryanarayana, et al, 1991; Katritzky, et al, 2006; Wang, et al, 2008).

Cabe destacar, que el presente estudio representa el primer reporte en la determinacién
del potencial repelente sobre T. castaneum de compuestos volatiles de alta distribucion de

aceites esenciales empleando la metodologia de preferencia de areas aplicando alimento.
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Ademas, se debe tener en cuenta que se encuentran pocos reportes de la evaluacion de
compuestos puros en esta actividad. A la fecha la mayoria de los estudios de repelencia
sobre T. castaneum se ha enfocado en la evaluacion de aceites esenciales y no en sus

constituyentes (Espitia, 2011).

3.2.3. Actividad antialimentaria de los compuestos con potencial
fumigante

La evaluacion de la actividad fagodisuasiva se realiz6 basandose en estudios previos que
indican que los constituyentes de AEs pueden ejercer un efecto disuasor alimentario o
toxicidad por ingestién sobre diferentes coledpteros(Tripathi et al, 2003; Phillips & Throne,
2010). En el presente trabajo la actividad antialimentaria se evalué a dos concentraciones,
300 ppm y 600 ppm. En la Tabla 3-4, se presentan los resultados de la actividad
antialimentaria expresada en indices de disuasion alimentaria (IDA), asi como la

clasificacion basada en la escala propuesta por Liu y colaboradores (Liu et al.2007).

De acuerdo con los IDA obtenidos para los 23 compuestos a la concentracion de 300 ppm,
es posible observar que la mayoria de estos no superaron el 20% de la disuasién, por
tanto, de acuerdo con la escala de clasificacion a esta concentracion no presentaron
actividad por disuasion. Tan solo dos de los compuestos evaluados, el sabineno y el
estragol, mostraron indices superiores al 20%, asi que se clasificaron dentro de la
categoria de “disuasion alimentaria débil’, sin embargo, como se observa en la tabla los

porcentajes son bajos y cercanos al limite inferior dentro de esta categoria.

Teniendo en cuenta los anteriores resultados, se decidié evaluar la actividad a una
concentracion mayor para observar las tendencias en la actividad de disuasion mostrada
por los compuestos. Sin embargo, se encontré que pese a duplicar la concentracion a 600
ppm, los IDA no aumentaron drasticamente y la mayoria de los compuestos fueron
clasificados dentro de la categoria de disuasion alimentaria débil con IDA entre un 20 y un
50%.

A la concentracion de 600 ppm los compuestos que presentaron mayores indices de
disuasion fueron: el sabineno, estragol y 2-nonanona; con porcentajes de disuasion entre

el 30 y 35%, que siguen siendo bajos en comparacion con el control positivo.
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Tabla 3-4 indices de disuasion alimentaria de compuestos sobre T. castaneum

IDA IDA
Compuesto 300 ppm Clasificacion 600 ppm Clasificacidn

Nonano 11,890 +0,820 No disuasion alimentaria 3,477 £1,172 No disuasién alimentaria

1,8-cineol 9,024 0,573 No disuasion alimentaria 13,669 0,577 No disuasion alimentaria
2-nonanona 10,746 £1,011 No disuasion alimentaria 33,453 0,579 Disuasioén alimentaria débil
B-pineno 15,296 +0,643 No disuasion alimentaria 25,060 +0,634 Disuasion alimentaria débil
a-pineno 16,009 +0,358 No disuasién alimentaria 31,055 10,344 Disuasion alimentaria débil
p-cimeno 10,636 +0,563 No disuasion alimentaria 24,460 +0,230 Disuasion alimentaria débil
DL-limoneno 17,489 +0,583 No disuasion alimentaria 27,458 +0,383 Disuasion alimentaria débil
Safrol 12,939 0,527 No disuasién alimentaria 28,657 +0,891 Disuasion alimentaria débil
Sabineno 22,697 +0,456 Disuasién alimentaria débil 35,252 +0,378 Disuasion alimentaria débil
Estragol 22,423 +0,642 Disuasion alimentaria débil 33,453 £0,449 Disuasion alimentaria débil

1R-(-)- fenchona

9,430 +1,111

No disuasion alimentaria

29,856 +0,400

Disuasion alimentaria débil

R-(+)-pulegona

13,596 +0,638

No disuasion alimentaria

26,859 +0,742

Disuasion alimentaria débil

(-)-isopulegol

15,550 0,773

No disuasion alimentaria

22,748 +0416

Disuasion alimentaria débil

a-felandreno

7,596 +0,546

No disuasion alimentaria

15,267 +0,510

No disuasién alimentaria

S-(+)-carvona

-2,871 +0,471

No disuasion alimentaria

16,031 +0,589

No disuasién alimentaria

(-)-terpinen-4-ol

3,110 +0,587

No disuasion alimentaria

9,924 +2,058

No disuasién alimentaria

3-careno 14,175 £1,472 No disuasién alimentaria 21,628 +0,678 Disuasion alimentaria débil
y-terpineno 14,593 £0,541 No disuasién alimentaria 18,168 +0,241 No disuasion alimentaria
2-decanona 16,507 +0,853 No disuasion alimentaria 0,763 +0,339 No disuasién alimentaria
a,B-tujona 3,509 +1,146 No disuasion alimentaria 1,272 +0,497 No disuasién alimentaria
S-(-)-pulegona 10,766 +0,688 No disuasién alimentaria 5,725 +0,805 No disuasion alimentaria

terpinoleno 9,091 +0,935 No disuasién alimentaria 24,427 +0,483 Disuasion alimentaria débil

4-undecanona

12,081 +0,572

No disuasion alimentaria

14,504 +0,453

No disuasion alimentaria

Neem

51,000 +0,669

Disuasion alimentaria
moderada

60,432 0,460

Disuasion alimentaria
moderada

IDA: indice de disuasién alimentaria.

En otros casos, no se observo un aumento en la actividad a la concentracion de 600 ppm,

de hecho, para compuestos como la a,B-tujona, y el nonano los porcentajes disminuyeron

al duplicar la concentracion.

A la fecha, no se tienen muchos reportes de la determinacion de la actividad fagodisuasiva

de compuestos volatiles puros, pese a que previamente se ha determinado que diferentes

aceites esenciales poseen potencial disuasor frente a la plaga de interés (Mossa, 2016).

Sin embargo, en un estudio previo desarrollado por Kandal y colaboradores, se evalud la

actividad disuasiva de 10 compuestos de AEs, entre ellos timol, carvacrol, eugenol, trans-
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anetol, a-terpineol, linalool, pulegona, verbenona, fenchona y 1,8-cineol. En este estudio
se encontr6 que de los 10 compuestos evaluados el eugenol, trans-anetol y linalool
presentaron disuasion alimentaria. Es importante, apuntar que varios de estos compuestos
fueron tamizados en nuestro estudio preliminar, pero al presenta baja actividad fumigante,
no fueron seleccionados dentro del grupo de los 23 promisorios, por lo tanto, no se les
determind este tipo de actividad. Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio
para el 1,8-cineol, fenchona y pulegona estan en concordancia con lo reportado por Kandal
y colaboradores; puesto que estos compuestos mostraron baja actividad disuasora a las
concentraciones evaluadas (Kandal, et al, 2017).

Teniendo en cuenta los bajos porcentajes de actividad obtenida para los compuestos de
estudio, no fue posible establecer ningun tipo de relacion estructura-actividad de la
disuasion alimentaria. No obstante, en estudios previos en los que se han analizado
diferentes nucleos base y una mayor variedad de grupos funcionales, tampoco se han
logrado establecer relaciones o patrones entre las caracteristicas estructurales y el efecto
fagodisuasivo frente varias especies de insectos. Lo anterior debido a que existen
interacciones con diferentes receptores moleculares en el sistema sensorial, que pueden
variar dentro de los diferentes insectos de acuerdo con la especie, condiciones fisioldgicas,
tipo de alimento que consumen, entre otras (Nawrot & Harmatha, 2012). Por otro lado,
algunos autores indican que la actividad disuasiva puede estar relacionada
estructuralmente con la cantidad y posiciéon de grupos funcionales en las moléculas,

ademas de la configuracién de centros quirales de esta (Nawrot & Harmatha, 1994).

La baja actividad fagodisuasiva mostrada por los compuestos evaluados podria estar
relacionada con la capacidad del insecto para establecer barreras fisicas (matriz
peritrofica) y barreras quimicas. Principalmente, estas Ultimas juegan un papel crucial en
los procesos de desintoxicacidon que puede llevar a cabo el insecto, en donde se
encuentran el potencial redox intestinal y una bateria enzimatica especializada como
oxidasas, esterasas, entre otras que le proporcionan proteccion al insecto frente a ciertos

alelo quimicos téxicos producidos por plantas (Stefanazzi, et al, 2011).

3.2.4. Compuestos que presentaron alto potencial insecticida
frente a T. castaneum en los cuatro modos de accidon evaluados

Entre los 23 compuestos evaluados por modo de accion téxico fumigante, toxico por

contacto, repelente y antialimentaria, algunos presentaron un alto potencial en 3 de las 4
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actividades evaluadas. Dentro de estos se encuentra el enantiomero R-(+)-pulegona, el
cual fue el compuesto mas activo por el método fumigante con una Clsg 4,78 puM
superando al control positivo. Ademas, mostré una alta actividad toxica por contacto con
una DLso de 7,78 pugl/insecto; y también presenté actividad repelente a la mayor
concentracion evaluada. En contraste, el enantiomero S-(-)-pulegona mostré actividad

toxica fumigante y toxica por contacto, pero no exhibié actividad repelente y antialimentaria.

De forma similar, la S-(+)-carvona presento6 actividad fumigante moderada con una ClLso
de 40,60 uM, también presentdé el mayor potencial en el ensayo de toxicidad por contacto
con una DLso de 4,78 ug/insecto, y ademas exhibié actividad repelente en dos de las

concentraciones evaluadas.

Los compuestos R-(+)-pulegona, S-(+)-carvona y safrol mostraron actividad fumigante y
por contacto. En particular, el safrol present6 una alta toxicidad por contacto con una DLsg
de 7,22 pg/insecto, y también actividad repelente moderada.

El fenilpropanoide estragol mostré buenos resultados en tres de las cuatro actividades
evaluadas, y a diferencia de los compuestos anteriores, no exhibié actividad repelente en
las concentraciones ensayadas. Sin embargo, mostré potencial fumigante moderado (CLso
34,33 pM), toxicidad por contacto moderada (DLso 15,79 pgl/insecto) y disuasion
alimentaria débil a 300 ppm.

Los compuestos anteriormente descritos poseen nlcleos diferentes, pero comparten como
caracteristica estructural la presencia de sustituyentes oxigenados de diferentes tipos.
Teniendo en cuenta, que la mayoria de estos presentaron alto potencial en por lo menos
tres modos de accion frente al insecto. Se puede inferir que poseen las caracteristicas
estructurales necesarias para afectar al insecto y por ende constituyen una excelente

alternativa en la formulacién de un producto fitosanitario para el control de T. castaneum.

3.3. Fase llI: Disefo, evaluacion y estabilidad preliminar
de mezclas de compuestos con potencial insecticida

Para dar continuidad a nuestra investigacion, teniendo en cuenta que se ha reportado que
el uso de mezclas de compuestos puede favorecer una respuesta biolégica por

interacciones sinergistas o potencializadoras (Isman, 2000; Hollomon & Kendall, 1997;
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Ngrgaard &.Cedergreen, 2010; Cedergreen & Streibig, 2009), y basados en los resultados
obtenidos en las fases | y Il, se disefiaron mezclas binarias a partir de los compuestos que
mostraron el mayor potencial insecticida frente a T. castaneum. Para esto, se disefiaron
mezclas con potencial fumigante y de toxicidad por contacto. Los resultados de actividad
repelente y actividad fagodisuasiva no se tuvieron en cuenta, ya que los resultados
obtenidos a partir de las concentraciones evaluadas no mostraron el potencial esperado

para el disefio y evaluacién de combinaciones.

3.3.1. Mezclas binarias con accién fumigante y toxicidad por
contacto
Para el disefio de mezclas binarias y por contacto se empleé la misma metodologia

descrita en la seccion 2.3 (Fase Ill). A continuacion, se presentan los resultados de estas:

3.3.2. Disefio y evaluacion de mezclas fumigantes

3.3.2.1. Clasificacién de los compuestos

Para el disefio de las mezclas insecticidas con el fin de facilitar las predicciones por medio
del indice de combinacion (IC) inicialmente se realiz6 una clasificacion de los compuestos
de acuerdo con el comportamiento de estos en el gréfico dosis respuesta (Figura 3-6) y las
concentraciones letales 50 obtenidas, los compuestos fueron clasificados en 3 grupos
como se presenta en la Tabla 3-5. En el grupo 1 se clasificaron los compuestos de menor
actividad (CLso >80 uM) y aquellos que tienen una etapa latente poco acelerada. En el
grupo 2 los compuestos con actividad moderada (80 uM <CLso >30 uM) y que presentan
una etapa latente acelerada. En el grupo 3 se encuentran los compuestos mas activos;

aqguellos que tienen una etapa latente muy acelerada (CLso< 30 pM).

Tabla 3-5 Clasificacién de los compuestos por actividad fumigante

Grupo 1 (CL50>80uM) Grupo 2(>30uM CL5,<80uM) Grupo 3 (CLsp <30uM)
(-)isopulegol a-felandreno R-(+)-pulegona
4-undecanona 2-decanona S-(-)-pulegona
1,8-cineol estragol terpinoleno
2-nonanona (-) terpinen-4-ol
nonano S-(+)-carvona
DL-limoneno 1R-fenchona
p-cimeno a,B-tujona
a-pineno y-terpineno
B-pineno Safrol
sabineno 3-careno
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Figura 3-6 Gréfico dosis-respuesta de los compuestos del grupo 2 para fumigante

Las predicciones empleando el IC se hicieron entre grupos, es decir, compuestos del grupo
1, luego entre compuestos del grupo 2 y compuestos del grupo 3. Finalmente se hicieron
predicciones entre compuestos de diferentes grupos. En total, el modelo estadistico
empleado predijo 15 mezclas binarias con indices de combinacién (IC) menores o iguales
a 0.90, que podrian presentar un efecto sinergista en la actividad fumigante (Tabla 3-6).

3.3.2.2. Evaluacion de las combinaciones que el modelo predijo

Las 15 mezclas que fueron disefiadas por el IC se prepararon a las concentraciones
predichas y a todas se les evalud la actividad frente a T. castaneum por el modo de accion
fumigante a una concentracion cercana a la ClLso del compuesto més activo de la
combinacién. Los resultados tanto de la prediccion como de la actividad fumigante se
presentan en la Tabla 3-6.

Tabla 3-6 Evaluacion por toxicidad fumigante de las mezclas que el modelo predijo

. CLso Compuestos  [] evaluada %
N. mezcla Compuestos proporcion IC (pbpm) ppm Mortalidad
4- undecanona 18,38
1 ) 15:85 0,68 18,57 100+0,0
p-cimeno 43,43
(-)terpinen-4-ol 6,54
2 10:90 0,97 6,42 14+1,1

a-pineno 48,57
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3-careno 12,37
3 ] 10:90 0,75 12 10+1,0
a-pineno 48,57
1,8-cineol 18,02
4 ) 30:70 0,99 21,00 100+0,00
DL-limoneno 43,00
1R-(-)fenchona 6,68
5 ) 10:90 0,51 7,14 18+4,00
p-cimeno 43,43
(-)-isopulegol 13,96
6 ] 10:90 0,92 20,00 100+0,00
DL-limoneno 43,00
nonano 31,52
7 ] 50:50 0,74 31,50 100+0,00
DL-limoneno 43,00
2-decanona 6,22
8 20:80 0,97 7,14 100+0,00
safrol 8,13
estragol 5,44
9 20:80 0,93 5,71 100+0,00
a-felandreno 5,05
S-(+)-carvona 6,35
10 ) 30:70 0,87 6,42 100+0,00
y-terpineno 8,38
estragol 0,39 5,44
11 ) 10:90 5,71 100+0,0
a,B-tujona 7,05
a-felandreno 5,05
12 10:90 0,56 5,28 0+0,00
2-nonanona 20,72
R-(+)-pulegona 0,77
13 ) 10:90 0,45 0,64 00,00
terpinoleno 4,35
R-(+)-pulegona 0,77
14 10:90 0,78 2,85 040,0
a-felandreno 5,05
15 terpinoleno 20:80 0,67 4,35 4,28 0+0,0
a-felandreno 5,05

Como se observa en la Tabla 3-6, de las 15 mezclas disefiadas y tamizadas en la actividad

fumigante, ocho presentaron porcentajes de mortalidad superiores al 60% superando la

letalidad media de los compuestos mas activos estas. Para continuar con el estudio y

complementar los resultados de las 8 mezclas que superaron el 60% de letalidad, se les

determind la CLso, los factores de sinergismo, los indices de combinacion y el tipo de

sinergismo, como se presenta en la siguiente Tabla 3-7.
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Tabla 3-7. indices de combinacion (IC), factores de sinergismo y tipos de efecto de las
mejores mezclas fumigantes.

N. CLso Individual . . IC IC .
Mezcla Mezcla Clso ppm ppm SFi SFj estimado experimental Tipo Efecto
4-undecanona + 7,64 18,38 ) )
1 ) 2,4 5,68 0,68 0,39 Sinergismo
p-cimeno (7,42-7,87) 43,43
1,8-cineol + 8,73 18,02 ) .
2 . 2,06 4,92 0,94 0,41 Sinergismo
DL-limoneno (8,42-9,04) 43
isopulegol + 10,03 13,96 . .
3 ) 1,38 4,28 0,92 0,69 Sinergismo
DL-limoneno (9,12-10,94)) 43
nonano + 26,71 31,52 i i
4 _ 118 16 0,74 0,76 Sinergismo
DL-limoneno (25,56-27,86) 43 moderado
2-decanona + 4,83 6,22 i i
5 128 168 097 0,72 Sinergismo
safrol (4,58-5,07) 8,13 moderado
estragol + 4,49 5,44 o
6 1,21 1,12 0,93 0,9 Aditividad
a-felandreno (4,26-4,73) 5,05
S-(+)-carvona + 6.14 6,35 ) )
7 ) 1,03 1,36 0,87 0,87 Sinergismo leve
y-terpineno (6,04-6,23) 8,38
estragol + 4,45 5,44 ) .
8 ] 1,22 1,58 0,39 0,85 Sinergismo leve
a,B-tujona (4,23-4,66) 7,05

Al comparar el IC estimado respecto al IC experimental, se observan diferencias en sus
valores, lo cual indica que aunque la prediccién se cumpli6 en mas del 50% de las
estimaciones, el modelo debe ser revisado con el objetivo de resolver las falencias que no

permiten estimar el valor obtenido experimentalmente.

En este estudio se empleé el indice de combinacion para cuantificar el efecto de la mezcla
de los compuestos versus su actividad individual; y de esta forma indagar cuales de ellos
presentarian un efecto de sinergismo al combinarse en las proporciones estudiadas. Esto,
teniendo en cuenta que la sinergia se ha definido como un mecanismo que refleja la accion
concertada de dos o mas factores en un resultado dado. Y esta accion concertada
usualmente produce un efecto amplificado positivo en comparacion con el efecto producido
por cada factor individual (Chou, 2008). De acuerdo con los anteriores resultados es
posible observar que las combinaciones que mostraron mayores efectos sinergista fueron
las conformadas por compuestos de los grupos 1 y 2. Dentro de ellas, encontramos que
las mezclas constituidas por compuestos del grupo 1, presentaron mejores resultados, con
un aumento de la actividad en algunos casos mayores al 50% respecto al compuesto mas

activo de la mezcla. En este contexto, la combinacion con el mayor potencial de sinergia
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fue la mezcla 1, conformada por 4-undecanona y p-cimeno, para la cual se obtuvo un IC
de 0,39; con factores de sinergismo de sus compuestos individuales de 2,40 (4-
undecanona) y 5,86 (p-cimeno). Para el caso de la mezcla 2 cuyo IC fue de 0,41, los
factores de sinergismo respecto a los componentes individuales fueron 2,06 para 1,8-
cineoly 4,92 para el DL-limoneno. Cabe sefialar que los factores de sinergismos superiores
a 2, indican un aumento de la actividad de la combinacién respecto al componente
individual. Adicionalmente, se encontré que las combinaciones (1 y 2) mencionadas
anteriormente estan constituidas por los compuestos menos activos dentro del grupo de
los 23 compuestos seleccionados en el tamizaje, cuyas ClLso individuales son mayores de
17 ppm. Sin embargo, se observa que en las mezclas binarias disefiadas alcanzaron CLsg

menores a 10 ppm.

Asi mismo, la combinacion de isopulegol y DL-limoneno (mezcla 3) también mostrd un
efecto sinergista, con un indice de combinacion de 0,69; el cual esta catalogado de acuerdo
con la clasificacion como “sinergismo moderado”. En este caso, los factores de sinergismo
individuales fueron 1,38 para el isopulegol y 4,28 para el DL-limoneno, indicando que el
aumento en la actividad de la combinacion frente a los compuestos individuales no fue tan

efectivo como en las mezclas 1y 2.

Por otro lado, las mezclas 4 y 5 presentaron un efecto de sinergia moderado, lo cual se
evidencia en la cercania de los valores de las CLsp en comparacion con los compuestos
individuales. En este caso, ninguno de los factores de sinergismo individuales fue superior
a 2, de esta forma se indica que la actividad no es mayor a un 20% en mezcla respecto a

sus compuestos individuales.

Finalmente, la mezcla 6 compuesta por estragol y a-felandreno, mostré un IC de 0,90
correspondiente a un efecto “aditividad” segun la clasificacion de los autores del modelo.
En este caso, la CLsofue muy cercana a la de los compuestos individuales, por ende, estos
resultados no mostraron un aumento en la actividad al mezclarlos. Teniendo en cuenta que
el objetivo de estas investigaciones es el desarrollo de un posible agente fitosanitario para
ser aplicado a nivel de condiciones de almacenamiento, en este caso particular seria mas
recomendable emplear los compuestos por si solos ya que aspectos como la formulacion

serian mas sencillos.

Los isobologramas que se presentan en la Figura 3-7, son una forma grafica de determinar

y analizar los resultados de sinergia de las 8 mezclas activas. En estos se observa el
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sinergismo de las mezclas relacionando la CLso del compuesto més activo en el eje Xy la
CLso de compuesto menos activos en el eje Y, mientras que la CLso de la combinacion esta
ubicada en un punto debajo de la linea de aditividad trazada entre las concentraciones
letales cincuenta de los compuestos. Entre mas alejado se encuentre este punto por debajo
de la linea, mayor seré el sinergismo. Por el contrario, entre mas cercano éste de la linea
el efecto de la mezcla seré aditividad, y por encima de la linea indicara antagonismo. Asi,
al analizar los Isobologramas obtenidos para las mezclas encontramos que estan en
concordancia con los resultados obtenidos en el indice de combinacion, lo cual respalda

los resultados del modelo estadistico empleado para el disefio de las mezclas.

Es importante destacar que todas las mezclas en las cuales se incluyd DL-limoneno,
presentaron resultados promisorios (Tabla 3-7) con sinergismo o sinergismo moderado.
En los 3 casos se logré mejorar la actividad en por lo menos un 30%, respecto a la actividad
individual. Esta actividad también fue mejor al combinar limoneno con terpenos como el
1,8-cineol e isopulegol, en comparacion con el nonano. Por lo cual, seria interesante
estudiar un mayor nimero de mezclas binarias usando limoneno y variar el segundo
componente, usando solo monoterpenos; a fin de establecer si el limoneno tiene un papel

crucial en el disefio de mezclas mas activas.

A fin de establecer una posible relacion entre la composicion de las mezclas mas activas
y los resultados previos de actividad fumigante de aceites esenciales que presentaron
estos constituyentes, se realiz6 una revision bibliografica y se compararon nuestros
resultados con los reportes de literatura. Dentro de los compuestos que mostraron los
mejores efectos sinergistas, encontramos monoterpenos como p-cimeno y DL-limoneno,
fenilpropanoides como safrol, cetonas alifaticas (4-undecanona y 2-decanona) y nonano.
En la busqueda realizada, no se encontraron reportes de AEs que dentro de su
composicion presentaran estos constituyentes como mayoritarios y que a su vez tuvieran
reportes de la actividad fumigante sobre T. castaneum. Por ejemplo, se encontré que el
aceite esencial de Capillipedium parviflorum (Poaceae) presenta un 33% de 4-undecanona
(Saini, et al, 2012). Por otro lado, la 4-undecanona y p-cimeno se han reportado como los

constituyentes de los AEs de hojas y tallos de Merremia borneensis (Convolvulaceae)

(Hossain, et al, 2012). Sin embargo, para estos dos AEs no se encuentran reportes de

actividad frente a T. castaneum. Por lo tanto, seria recomendable evaluar la actividad de


https://es.wikipedia.org/wiki/Convolvulaceae
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estos aceites para observar el comportamiento de los constituyentes en la mezcla

compleja.

Este mismo comportamiento, se encontré para la 2-decanona que esté presente en el AE
de hojas y flores de Ruta chalepensis los cuales tienen reportes de actividad frente a larvas
de Orgyia trigotephras pero no sobre plagas de almacén como T. castaneum. Asi mismo,
otros aceites esenciales ricos en fenilpropanoides como safrol, el AE de hojas de
Laureliopsis philippiana posee reportes frente a otras plagas de almacén como Sitophilus
oryzae, Sitophilus zeamais, Sitophilus granarius, pero no frente al insecto del presente
trabajo (Fierascu, et al, 2019). Por otra parte, el nonano y el DL-limoneno han sido
reportados en algunos AEs de especies del género Hypericum como H. juniperinum y H.
mexicanum. No obstante, estos aceites presentaron menor actividad fumigante en
comparacion con la mezcla 4. La combinacion binaria evaluada en el presente trabajo
mostrd una actividad casi 9 veces mayor (Mezcla 4 CLsp 26,71 ppm; H. juniperinum CLso
67,26 ppm; H. mexicanum CLso 229,06 ppm) (Oviedo, 2019). Algo similar ocurri6é para la
mezcla de 1,8-cineol y DL-limoneno. Estos compuestos se encuentran cominmente
mezclados en diferentes AEs como: Lavandula angustifolia, Pimpinela. anisum, Lippia.
origanoides, Myristica fragrans, Rosmarinus officinalis, Ocinum basilicum y Coleonema
album (Oviedo, 2019). Sin embargo, todos estos aceites presentan menor actividad
fumigante en comparacion la mezcla binaria disefiada en este trabajo. Adicionalmente, los
compuestos de la Mezcla 3 también se han reportado en bajas cantidades en el AE de
Cymbopogon citratus y C.schoenanthus. Siendo la actividad fumigante de estos aceites
muy baja en comparacion con la mezcla 3; la cual es casi 100 veces mas activa frente a
T. castaneum (Bossou, et al, 2015). Todo lo anterior, respalda que el uso de herramientas
estadisticas para el disefio de mezclas binarias es una opcién altamente viable, debido a
gue el modelo es capaz de predecir una proporcion determinada para cada componente y
dicha proporcion mostré resultados superiores a todos los AEs reportados previamente. Lo
gue hace que el uso de mezclas binarias sea una excelente opcién para el control del

insecto.

Una de las ventajas de usar mezclas de compuestos es minimizar la posibilidad que el
insecto pueda desarrollar resistencia, puesto que al tener un mayor nimero de compuestos
estos podran actuar frente a diferentes blancos. Para el caso particular de T. castaneum
se ha reportado que este posee una gran bateria bioquimica mediada por enzimas

asociadas a la resistencia a diferentes insecticidas. Dentro de estas enzimas, se destacan
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las esterasas las cuales son capaces de hidrolizar grupos éster en moléculas activas
transformandolas en metabolitos que se pueden continuar metabolizando para ser
excretados. Se ha observado que diferentes principios activos de formulaciones
comerciales como organofosforados, hidrocarburos clorados, carbamatos y piretroides de
primera y segunda generacion poseen este tipo de grupos (Zettler, 1991; Zhu, et al, 2010;
Cohen, 1982; Mackness, et al, 1983). Sin embargo, los compuestos mas promisorios en el
presente trabajo no poseen este tipo de grupos quimicos que podrian ser labiles frente a
las enzimas relacionadas con la resistencia, lo cual puede ser una ventaja en el desarrollo
de potenciales agentes para el control de esta plaga. De esta forma se recomienda,
continuar con los estudios de los compuestos y mezclas promisorias a fin de determinar la
posible actividad frente a enzimas y receptores del insecto; asi como en estudios de

posibles efectos de resistencia.

La revisibn de estudios de combinaciones de compuestos de AEs sobre Tribolium
castaneum son escasas en los diferentes motores de busqueda, este estudio es una
contribucién, como el primer reporte del potencial insecticida de mezclas binarias
fumigantes empleando un método estadistico confiable que es capaz de predecir y verificar
diferentes combinaciones de sustancia activas a partir de constituyentes de aceites

esenciales.
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Figura 3-7. Isobologramas de las 8 mezclas activas de la prediccion del modelo
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3.3.3. Disefio y evaluacion de mezclas toéxicas por contacto

3.3.3.1. Clasificacion de los compuestos

De acuerdo con el comportamiento de los compuestos en el grafico dosis respuesta (Figura
3-8) y las dosis letales 50 obtenidas, los compuestos fueron clasificados en 4 grupos, uno
de estos se presenta en la Tabla 3-8. En el grupo 1 se encuentran los compuestos muy
activos (DLso <10 pug) y aquellos que tienen una etapa latente muy acelerada. En el grupo
2 los compuestos activos (30 pg <DLsp >10 pg) y que presentan una etapa latente
acelerada. En el grupo 3, los compuestos con actividad moderada (90 pug <DLsg >30 ug) y
con una etapa latente moderada En el grupo 4 se clasificaron los compuestos poco activos
(DLso >90 pg) y aquellos que tienen una etapa latente lenta.

Prediccion fa

15

1R(-)fenchona
DL-limoneno
p-cimeno
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Figura 3-8. Grafico dosis respuesta de los compuestos del grupo 3 para actividad toxica
por contacto

De forma similar a lo que se explico previamente para las mezclas fumigantes, primero se
realizaron predicciones usando el IC, entre los compuestos de cada grupo, ¥y

posteriormente se realizaron entre compuestos de diferentes grupos.
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Tabla 3-8. Clasificacién de compuestos actividad téxica por contacto
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
(DL 50 <10 pg (30 ug <DLsp >10 pg) | (90 pg <DLso >30 ug). (DLso >90 pg)
S-(+)-carvona estragol a,B-tujona nonano
4-undecanona isopulegol terpinoleno 3-careno
safrol (-) terpinen-4-ol 1R-fenchona a-felandreno
R-(+)-pulegona S-(-)-pulegona DL-limoneno
1,8-cineol sabineno
2-nonanona y-terpineno
2-decanona p-cimeno
B-pineno
a-pineno

De acuerdo con los parametros asignados el modelo estadistico predijo 8 mezclas binarias

gue podrian presentar un efecto sinergista.

Las 8 mezclas fueron preparadas en una sola proporcion de acuerdo con la prediccién

estimada por el IC, y atodas se les evalu6 su actividad toxica por contacto sobre el insecto.

En la Tabla 3-9 se muestran los porcentajes de mortalidad obtenidos para cada

combinacion, esta evaluacion se realiz6 con la DLsy del compuesto mas activo de la

mezcla.

Tabla 3-9 Evaluacion toxica por contacto de mezclas binarias que el modelo predijo en

una sola proporcién.

DLso .
N. concentracién . L. %
mezcla Compuestos Com_puestos evaluada IC estimado Proporcién MORTAL IDAD
Mg/insecto .
pg/insecto
4- und 9,18
1 undecanona 7.71 0,62 30:70 3.3345,77
safrol 7,21
DL-li 53,68
2 imoneno 54,63 0,90 60:40 30+0,00
sabineno 64
DL-li 53,68
3 'moneno 54,63 085 30:70 10£17,30
a-pineno 71,13
4 estragol 1578 16,44 0,50 30:70 0+0,00
(-)isopulegol 18,36
estragol 15,78
16,44 77 4 +
5 2-decanona 28,57 6, 0, 60:40 0£0,00
-tuj 38,57
6 a.p-tujona 38,19 0,82 60:40 040,00
terpinoleno 45,88
-tuj 38,57
7 a,B-tujona 38,19 0,67 30:70 00,00
a-pineno 71,13
t | 15,78
8 estrago 16,44 0,91 60:40 20+17,32
a,B-tujona 38,57




86 Mezclas de compuestos volatiles bioactivos para el control de T. castaneum

Como se puede observar en la tabla 3-9, a las concentraciones evaluadas las mezclas no
mostraron resultados promisorios. De hecho, en todos los casos se obtuvieron porcentajes
de mortalidad inferiores al 50%. Por lo anterior, se decidié variar las proporciones de estas
combinaciones, para tratar de observar un cambio en la tendencia del compuesto sus
compuestos. Sin embargo, como se observa en la tabla 3-10, la evaluacion de estas
proporciones adicionales no lograron obtener los efectos deseados. Incluso, se prob6 usar
una concentracion equivalente de los compuestos, asi como aumentar o disminuir la
concentracion del compuesto mas activo. Aun asi no se logré superar el porcentaje de

letalidad establecido (60%) para continuar con el analisis de estas mezclas.

Tabla 3-10. Evaluacion toxica por contacto de las proporciones adicionales de las mezclas
binarias que el modelo predijo

- Proporciones
N DLsg concentracion
mez.cla Compuestos | Compuestos evaluada
Hg/insecto Hg/insecto 50:50 60:40 30:70
1 |4 undecanona 918 7.71 36,36+5,77 | 16,16+5,77 | 3.33+5.77
safrol 7,21
2 DL-limoneno 23,68 54,63 3.33+577 | 30000 | 200,00 |23.33%577
sabineno 64
3 DL-limoneno 23,68 54,63 00,00 0£0,00 | 10+17,30
a-pineno 71,13
estragol 15,78
. 16,44 +11 + +
4 (isopuleqol 15,36 6, 33,33+11,55| 0+0,00 040,00
estragol 15,78
16,44 3.33+577 | 0%000 | 333%577
5 2-decanona 28,57
6 a,p-tujona 38,57 38,19 4333+577 | 040,00 |23.33%5,77|16,66+577
terpinoleno 45,88
7 a,p-tujona 38,57 38,19 23,33+577 | 0£0,00 00,00
a-pineno 71,13
estragol 15,78
. 16,44 300,00 | 20+17,32 | 00,00
8 a,B-tujona 38,57

De esta forma, al no superar el 60% de mortalidad en ninguna de las combinaciones
disefiadas y evaluadas, se deduce que las predicciones del modelo estadistico para el
caso de mezclas por modo de accién toxico por contacto no fueron efectivas como si
ocurrid para el modo de accion fumigante. Esto puede deberse a que la ecuacion
seleccionada para las predicciones en las mezclas, es uno de los sugeridos por Chau y

Talalay, donde se asume que los compuestos actlan por un mismo mecanismo de accion
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(Lee, 2010), por lo anterior, seria recomendable probar la otra ecuacion del IC contando
con mayor informacion sobre los mecanismos de accion de estos compuestos, o evaluar
otros modelos matematicos a fin de determinar si el que se usé en el presente trabajo no

se ajustaba totalmente al tipo de actividad.

3.3.4. Caracterizacion fisicoquimica, biolégica y estabilidad
preliminar de las mejores mezclas fumigantes

Para la caracterizacion fisicoquimica y estudio de estabilidad preliminar de las
mejores mezclas, se seleccionaron las 5 mejores mezclas fumigantes (mezcla 1 a
5). Las mezclas fumigantes 6, 7 y 8 no se tomaron en cuenta, puesto que, segun
la clasificacion empleada, presentaron sinergismos leves o aditividad. Las mezclas
preparadas teniendo en cuenta los resultados de actividad téxica por contacto
fueron excluidas de este estudio de estabilidad y caracterizacion fisicoquimica y

bioldgica, ya que ninguna presento sinergismos.

Los resultados de la caracterizacion se mostraran simultdneamente con los datos
de estabilidad en las dos condiciones de almacenamiento (temperatura ambiente
18°C y refrigeracion a 4°C) en los cuatro tiempos evaluados (0 horas, 24 horas, 1

semana y 40 dias.

3.3.4.1. Constantes fisicas: densidad e indice de refraccién de las mejores

mezclas

Los resultados de estas dos propiedades fisicas de las 5 mejores mezclas se
muestran en la Tabla 3-11, donde se calcularon y determinaron las densidades e
indices de refraccion para cada una de esta en sus dos condiciones de

almacenamiento y cuatro tiempos de evaluacion.
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Tabla 3-11 caracterizacion y seguimiento de las constantes fisicas: densidad e indice de

refraccion.
Mezcla 1 Mezcla 2 Mezcla 3 Mezcla 4 Mezcla 5
Densidad indice de Densidad indice de Densidad indice de Densidad indice de Densidad indice de
Tiempo 21°C refraccion 20°C 21°C refraccion 20°C 21°C refraccién 20°C 21°C refraccién 20°C 21°C refraccion 20°C
0 horas 0,869+0,025 1,480+5x10* | 0,864+0,125 1,469+5x10* | 0,812+0,021 | 1,472+5x10* | 0,998+0,108 1,446+0,00 0,761+0,074 | 1,513+5x10*
[0}
% h(féls 0,866+0,171 1,477+¢5x10* | 0,841+0,147 1,467+0,00 0,854+0,046 | 1,471+5x10* | 1,010+0,159 1,441+0,00 0,763+0,108 | 1,517+5x10*
2
<E( sen‘::-ana 0,857+0,066 1,482+3x10°¢ | 0,847+0,053 1,469+6x10* | 0,8330,087 1,473+0,00 1,032+0,186 | 1,442+6x10* | 0,760%0,257 1,513+0,00
40 dias 0,873+0,092 1,477+6x10* | 0,840+0,271 1,463+6x10* | 0,83620,069 | 1,469+3x102 | 1,030+0,112 | 1,443+6x10* |0,755+0,197 | 1,514+6x10*
« | 0horas 0,869+0,025 | 1,480+6x10“ | 0,864+0,125 | 1,469+5x10* |0,812+0,021 | 1,472+6x10* | 0,998+0,108 1,446%0,00 0,761+0,074 | 1,513+6x10*
kel
g hgr‘;s 0,869+0,032 | 1,479+1,2x10° | 0,838+0,055 | 1,467+6x10* | 0,820+0,086 1,471+0,00 1,013+0,072 | 1,448+2,6x10° | 0,776+0,171 | 1,513+3x10°®
(o))
% semlana 0,879+0,175 1,481+0,00 0,870+0,103 1,468+0,00 0,821+0,112 1,472+0,00 1,013+0,142 1,441+0,00 0,755+0,165 | 1,502+1,1x10°°
o
40 dias 0,876+0,028 1,472+6x10* | 0,873+0,042 1,461+6x10* | 0,830£0,116 | 1,476x1,2x10° | 1,001+0,162 | 1,437+6x10* |0,772+0,115 | 1,497+6x10*

Las constantes fisicas determinadas no mostraron variaciones apreciables teniendo en
cuenta el tipo de almacenamiento y los tiempos evaluados hasta los 40 dias. Sin embargo,
para verificar que las variables del estudio de estabilidad preliminar no presentaran
diferencias significativas, se realiz6 un andlisis de varianza en el cual se analizd
inicialmente las varianzas en cada condicion de almacenamiento en los cuatro tiempos
evaluados, luego un analisis de varianza entre los valores obtenidos en una condicion de
almacenamiento respecto a la otra, es decir, si se presentaron cambios significativos en
los resultados de indice de refraccion o densidad al mantener refrigeradas o a temperatura

ambiente las mezclas.

Para el caso de las mezclas a temperatura ambiente, se analizaron los resultados
obtenidos juntos con las réplicas, este analisis se observa detalladamente en la Tabla 1
del Anexo B, donde se nota que, en los cuatro periodos de tiempo evaluados, las mezclas
presentan coeficientes de variacion bajos, al igual que los valores del error estandar de
varianza, tanto en la densidad como indice de refraccién. Luego se hizo un analisis de
homogeneidad de varianzas empleando el test no paramétrico Fligner-Killeen, para
comparar las varianzas en los resultados de densidad e indice de refraccion de las réplicas
para cada mezcla. En el caso de la densidad el resultado de este andlisis arrojé un p-
valor<0.05, para las mezclas almacenadas a temperatura ambiente, lo que indica que hay
variaciones significativas en las varianzas de los valores de la densidad para esta condicion
de almacenamiento. Para el indice de refraccion el test arrojé un p-valor<0.05, mostrando

gue en este caso también se presentan diferencias significativas entre las varianzas.
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Para el caso de las mezclas en refrigeracion, se analizaron los resultados obtenidos juntos
con las réplicas, este analisis se observa detalladamente en la Tabla 2 del Anexo B, donde
se nota que, en los cuatro periodos de tiempo evaluados, las mezclas presentan
coeficientes de variacion bajos, al igual que los valores del error estandar de varianza,
tanto en la densidad como indice de refraccién. El test Fligner-Killeen mostré que para las
mezclas refrigeradas, tanto en la densidad como el indice de refraccion, se obtuvo un p-
valor>0.05, indicando que no hay variaciones significativas en las varianzas de estas dos

constantes fisicas para esta condicion de almacenamiento.

Asi pues, en términos de cifras significativas, la mezclas en refrigeracién, no presentan
variaciones en los periodos de tiempo evaluados, indicando que al almacenar las mezclas

en refrigeracion sus propiedades fisicas se mantienen mas estables.

Ahora, Para comparar las variaciones en las propiedades fisicas que pudieron presentarse
debido a las dos condiciones de almacenamiento, se empleé el test no paramétrico de
Wilcoxon, en el cual se estableci6 un valor de significancia de 0.05, para establecer
variaciones significativas. Los resultados del test se observan en la Figura 1 del Anexo B,
donde se detalla los valores de significancia para cada mezcla, en cada periodo de
almacenamiento. En la Tabla 3-12, se resumen los resultados de este analisis para las 5
mezclas analizadas, en donde la palabra “No” hace referencia a p-valor>0.05 y la palabra

“Si” a un p-valor<0.05.

Tabla 3-12 Diferencias significativas de las mejores mezclas fumigantes de acuerdo con la
condicién de almacenamiento.

Diferencias significativas
Mezcla - — —
Densidad Indice de refraccion
1 No No
2 Si No
3 Si No
4 No No
5 No Si

Como lo muestra la Tabla 3-12, en la densidad en las mezclas 2 y 3 se encuentran
diferencias significativas al variar la condicion de almacenamiento, para el caso de del

indice de refraccién sélo la mezcla 5 muestran diferencias significativas.
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Teniendo en cuenta los resultados de los test de Fligner-Killeen y Wilcoxon para las
constantes fisicas, nos permiten concluir que la condicién de almacenamiento de

refrigeracion es la mas adecuada para las mezclas analizadas.

3.3.4.2. Caracterizacion quimica: andlisis cromatografico CG-EM y CG-FID de las

mejores mezclas

El andlisis cromatogréafico por CG-EM se emple6 para verificar que los compuestos que
constituyen cada una de las mezclas no hubiesen sufrido ninguna degradacioén, en funcion
del tiempo y en las dos condiciones de almacenamiento. Al observar los perfiles
cromatogréaficos y los espectros de masas obtenidos para las 40 muestras analizadas
(Anexo C), no se evidencian cambios en la composicién quimica de las muestras, pues se
conservo el perfil cromatografico en las dos condiciones de almacenamiento y en los cuatro

tiempos analizados.

Los resultados del analisis cromatografico empleando el detector de ionizacién en llama
(CG-FID) nos permiti6 determinar si hubo cambios en la proporcién en que fueron
preparadas las mezclas. En el Anexo D a manera de ejemplo se presentan los

cromatogramas del andlisis a los 40 dias bajo las dos condiciones de almacenamiento.

En las figuras 3-9 a 3-13 se presentan los porcentajes de areas relativas obtenidos para
cada mezcla bajo las dos condiciones de almacenamiento en los cuatro tiempos
evaluados. Donde los constituyentes enumerados con 1 corresponden al compuesto mas
activo de la mezcla el cual se encuentra en menor proporcién, el numero 2 corresponde al
compuesto menos activo de la combinacion y el cual estd en mayor proporcion. La letra R
hace referencia a la condicion de almacenamiento en refrigeracion (4°C) y la letra A la

condicion de almacenamiento a temperatura ambiente (18°C).

Para el caso de la Mezcla 1 (4-undecanona y p-cimeno 15:85) los resultados se muestran
en la Figura 3-9, donde se observa que en la condicion de almacenamiento refrigerada, el
area de los compuestos no sufre ningin cambio apreciable. Por otro lado, en las areas de
los compuestos de la mezcla a temperatura ambiente, el compuesto p-cimeno quien se
encuentra en mayor proporcion, presenta una reduccion cercana al 9% en su area después
de 1 semana. Por otro lado el compuesto 4-undecanona que se encuentra en menor

proporcion presenta esta misma variacion porcentual, pero tendiente al aumento. Lo



Capitulo 3 91

observado en el andlisis de esta mezcla indica que esta se mantiene mas estable en la

condicion de almacenamiento refrigerada hasta los 40 dias.
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0 horas 24 horas 1 semana 40 dias
—@—1 ambiente =—@==1 refrigerada 2 ambiente =—@==2 refrigerada

Figura 3-9 Areas relativas de los compuestos de la Mezcla 1 (4-undeanona[1]-p-cimeno[2]
15:85) en las dos condiciones de almacenamiento evaluadas.

En la Figura 3-10 se ilustra el comportamiento de las areas relativas para los compuestos
de la Mezcla 2 (1,8-cineol y DL-limoneno 20:80). En las dos condiciones de
almacenamiento se observa que en el andlisis después de las 24 horas, los compuestos
presentan variaciones menores en sus areas relativas, mostrando un leve aumento del
compuesto mas activo(1,8-cineol) y una minima disminuciéon en el menos activo (DL-
limoneno). Para esta mezcla la condicion de almacenamiento no influye de manera

determinate.
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Figura 3-10 Areas relativas de los compuestos de la Mezcla 2 (1,8-cineol [1]-DL-
limoneno[2] 30:70) en las dos condiciones de almacenamiento.

En la Figura 3-11 observamos el comportamiento de los compuestos de la Mezcla 3

((-)isopulegol-DL-limoneno 10:90), encontrdndose que no hay cambios apreciables en las
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areas relativas, para las dos condiciones de almacenamiento y los cuatro tiempo
evaluados, es la unica de las cinco mezclas que en el estudio de estabilidad preliminar por
cromatografia de gases, no muestra ninguna afectacion por el tipo almacenamiento o

durante el tiempo.
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Figura 3-11 Areas relativas de los compuestos de la Mezcla 3 ((-)-isopulegol[1]-DL-
limoneno[2] 10:90) en las dos condiciones de almacenamiento evaluadas.

La Mezcla 4 (nonano-DL-limoneno 50:50) como se muestra en la Figura 3-12 presenta un
comportamiento similar a las mezclas 1. En este caso los dos compuestos en la condicion
de almacenamiento a temperatura ambiente muestran variaciones no apreciables en los
analisis de 1 semana y 40 dias, situacién que nos permite reafirmar que para este tipo de
combinaciones a partir de compuestos volatiles es recomendable el almacenamiento bajo

refrigeracion.
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Figura 3-12 Areas relativas de los compuestos de la Mezcla 4 (nonano[1]-DL-limoneno[2]
50:50) en las dos condiciones de almacenamiento evaluadas.
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El comportamiento descrito anteriormente, también lo presento la Mezcla 5 (2-decanona-
safrol 20:80), donde las areas relativas de los compuestos para cada condicién de
almacenamiento se muestran en la Figura 3-13. En este caso los compuestos de la mezcla
a temperatura ambiente surten cambios de un 11% en sus &reas (aumentando en 2-
decanona y disminuyendo en safrol), cambio que se conserva en el analisis a los 40 dias.
El comportamiento en la areas de los constituyentes de la mezcla en condicion de
refrigeracion se conservan en los cuatro tiempo analizados. La tendencia de aumentar el
area de los compuestos en menor proporcion y disminuir la del compuesto en mayor
proporcion, que se observd para las mezclas 1, 4 y 5 indica que al no conservar en
refrigeracion las mezclas, se altera la composicion de estas, lo que puede conllevar a que

se presenten cambios significativos en la actividad biolégica.
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Figura 3-13 Areas relativas de los compuestos de la Mezcla 5 (2-decanona[l]-safrol[2]
20:80) en las dos condiciones de almacenamiento evaluadas.

3.3.4.3. Evaluacién de la actividad fumigante, toxica por contacto y repelente de las

mejores mezclas
3.3.4.3.1. Evaluacion de la actividad fumigante

La evaluacion de estas tres actividades biol6gicas se realiz6 Unicamente a las mejores
mezclas fumigantes, puesto que ninguna combinacion téxica por contacto present6
sinergismo. Para la actividad fumigante, se empled el método de vial en vial descrito en la
metodologia, evaluando la concentracion letal cincuenta de estas mezclas, buscando

establecer si se presentaban variaciones en el potencial fumigante ocasionado por el modo
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de almacenamiento y tiempo de conservacién de la mezcla. Los resultados de este
seguimiento se muestran en la Figura 3-14, donde se observa que en las dos condiciones
de almacenamiento y tiempos evaluados para todas las mezclas, sus porcentajes de
mortalidad son superiores al 50%, probando que la concentracion calculada en la regresion
probit para cada mezcla alcanza la letalidad esperada y que no hubo variaciones
apreciables en la actividad fumigante, que puedan asociarse a las condiciones de
almacenamiento y tiempos de conservacion. Las ligeras variaciones en los porcentajes de
mortalidad entre las dos condiciones de almacenamiento o los intervalos de tiempo, se

pueden estar presentando por las limitaciones propias del bioensayo.

" 0 Horas © = 24 Horas 1 Semana = 40 Dias
100 T T
[ | '
‘{ T ) |
80
O
©
] T
T 60
t
[+
E "
Shhe
n
Ambiente Refrigerada Ambiente Refrigerada Ambiente Refrigerada Ambiente Refrigerada Ambiente Refrigerada
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Figura 3-14 Seguimiento de los porcentajes de mortalidad de las 5 mejores mezclas en
dos condiciones de almacenamiento.

3.3.4.3.2. Evaluacion de la actividad téxica por contacto

La actividad toxica por contacto fue evaluada en las 5 mejores mezclas fumigantes,
buscando identificar otros modos de accidén que puedan tener estas combinaciones. En la
Tabla 3-13.se presentan los porcentajes de mortalidad de las combinaciones evaluadas a
la dosis de la DLso del compuesto mas activo de la mezcla. Los resultados de la tabla
indican que solo la Mezcla 5 mostré un porcentaje de mortalidad superior al 60% indicando
gue ademas de tener buenos resultados como fumigante, también tiene potencial téxico
por contacto, y para esta Ultima actividad se evidencia un posible sinergismo. Por los

anterior se evaluaron concentraciones menores para esta mezcla, y por un analisis de
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regresion probit se determinaron sus dosis letales, estableciéndose una DLse=3,45
Mg/insecto con limites de confianza superior de 5,33 e inferior de 1,57. De acuerdo con
estos resultados, se calcul6 un IC=0,40 que de acuerdo con la clasificacion empleada
corresponde a “sinergismo”. Al calcular los factores de sinergismo se obtuvieron valores
de 2,08 para safrol y 8,28 para 2-decanona, valores incluso mayores a los obtenidos en
las mejores mezclas fumigantes. La representacién grafica del sinergismo se muestra
mediante el Isobolograma en la figura 3-15. El resultado encontrado para esta mezcla
respecto a la actividad téxica por contacto, sugirieren un ajuste del modelo estadistico

empleado para la prediccién de las mezclas sinérgicas por accion téxica por contacto.

Tabla 3-13 Porcentajes de mortalidad de la evaluacion téxica por contacto de las mejores
mezclas fumigantes.

Mezcla  Compuestos DlLso individuales Concentracion % Mortalidad
Mg/insecto evaluada ug/insecto
4-undecanona 9,18
1 p-cimeno 66,67 9,2 0+0,00
1,8-cineol 23,23
2 DL-limoneno 53,68 23,1 16,66+5,77
(-)isopulegol 18,37
3 DL-limoneno 53,68 18,36 0+0,00
nonano 93,94
4 DL-limoneno 53,68 53,68 3,3345,77
2- 28,57
5 decanona &5 7,21 93,33+11,54
safrol 7,27
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Figura 3-15 Isobolograma de la mezcla 5 fumigante en la evaluacion téxica por contacto.
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3.3.4.3.3. Evaluacion de la actividad repelente de las mejores mezclas

La evaluacion de la actividad repelente a las mejores mezclas fumigantes se determiné
empleando el método de preferencia de é&rea con estimulo alimenticio a las
concentraciones de 0,1 pl/cm? y 0,01 pl/cm?. En la Tabla 3-14 se presentan los porcentajes
y clases de repelencia segun la escala Abdel-Rahman para verificar si estas mejores

mezclas fumigante, presentaban actividad repelente.

Tabla 3-14 Porcentajes y clases de repelencia de las mejores mezclas fumigantes.

[] 0,1 pl/cm? 0,01 pl/cm?
Tiempo 2 horas 6 horas 24 horas 2 horas 6 horas 24 horas
Mezcla | %R+DE | C %RzDE C %RzDE C| WR+DE |C| %RiDE |C| %RiDE |C
55+10,00 | Il 00,00 0 8+17,88 I | 16£894 | | | -36£8,90 | 0| -75£10,00 | O
2 -40£0,00 | 0| 600,00 |Ill] 13,33+1154 ||| 40+£14,14 | 1l | 600,00 |lll|-25+£10,00 | O
3 12+410,95 | | 36+8,94 | |l 24+8,94 Il 45+10 I 32+£10,95 | Il | -75£10,00 | O
4 35+10,00 | Il | 6,7£1154 | | -15£10,00 | 0] -15+10,00 | O | -4448,90 |0 | -60+0,00 | O
5 0£0,00 0| 15+10,00 | | 15+10,00 || 36£8,94 |l | 12+10,95 | | | -40+0,00 | O

[ ]: concentracion evaluada %R: Porcentaje de repelencia D.E: Desviacion estandar C:Clase de repelencia.

Los resultados del estudio de repelencia permiten evidenciar que las mezclas presentan
efectos repelentes entre moderado y nulo a las dos concentraciones evaluadas. Las
mezclas 1y 4 presentaron una repelencia moderada a la concentracion mas alta evaluada
después de 2 horas de tratamiento, pero su actividad fue disminuyendo en funcion del
tiempo, indicando que su accién repelente es de corta duracién. Para estas dos mezclas

se encuentra que la actividad a la minima concentracién evaluada no es promisoria.

Para la mezcla 3 se observa un comportamiento particular. A la maxima concentracion la

actividad repelente va desde baja hasta moderada, aumentando ligeramente en funcién
del tiempo, pasando de ser repelente de clase | a un repelente de clase Il. Al disminuir la
concentracion de esta mezcla se observa que se mejora notablemente la actividad
repelente en los dos primeros tiempos evaluados, repelencia que desaparece después de
24 horas.

Para el caso de la mezcla 2 presenta un comportamiento atipico, pues a la méaxima

concentracion evaluada presenta una buena repelencia a las 6 horas, pero a las 2 horas




tiene efecto atrayente. Contrario a lo anterior, para la minima concentracion evaluada, se
observa que la actividad repelente aumenta en un 20% entre las 2 y 6 horas.

Los resultados de la actividad repelente de las mezclas fumigantes permiten evidenciar
gue a pesar de no mostrar resultados prometedores, también pueden afectar al insecto por
este modo de accion.
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4. Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

El presente estudio hace un aporte a las investigaciones en determinacion a la actividad

sobre T. castaneum por cuatro modos de accion (fumigante, téxico por contacto, repelente

y antialimentaria) de compuestos organicos volatiles presentes en aceites esenciales, el

disefio y evaluacion de mezclas insecticidas, y la caracterizacion fisicoquimica y biolégica

de las mejores mezclas. Los resultados obtenidos permiten concluir:

Los compuestos de tipo monoterpeno y monoterpenoide fueron los que
presentaron el mayor potencial fumigante, siendo los compuestos R-(+)-
pulegona, S-(-)pulegonay terpinoleno los mas promisorios, con valores de CLso
menores a 30 uM, obteniendo concentraciones letales comparables con las del
control positivo.

Este estudio presenta el primer reporte de actividad fumigante sobre T.
castaneum para los compuestos: nonano, 2-decanona, 4-undecanona,
nerolidol, isoeugenol, farnesol, metil isoeugenol, acetato de geranilo,
farneseno, nonanal, acetato de terpenilo, metileugenol, L-acetato de mentilo,
decanal.

El analisis cualitativo de relacién estructura actividad fumigante sugiere que
este modo de accién pude estar relacionado con la presencia se grupos
carbonilo a,B insaturados en el nicleo de monoterpenos monociclicos y con la
presencia de insaturaciones exociclicas en sustituyentes isopropilideno en

ndcleos monoterpénicos con anillos de seis miembros.
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o Este estudio presenta el primer reporte para la actividad toxica por contacto
sobre Tribolium castaneum de los compuestos nonano, 2-nonanona, -
felandreno, 2-decanona, a,B-tujona y 4-undecanona. Por este modo de accién
se encontr6é que el monoterpenoide S-(+)-carvona fue el compuesto mas activo
con una DLso comparable con la del control positivo (cipermetrina).

e Empleando la metodologia de preferencia de area con estimulo alimenticio, se
encontré6 que para los compuestos DL-limoneno, R-(+)-pulegona y S(+)-
carvona se obtuvieron los mejores resultados de actividad repelente en las tres
concentraciones evaluadas.

e Estainvestigacion hace un importante aporte en la evaluacion fagodisuasiva de
23 compuestos de aceites esenciales sobre Tribolium castaneum, en las dos
concentraciones evaluadas, los dos compuestos que presentaron mejores
indices de disuasién a la menor concentracién (300 ppm) fueron: sabineno y
estragol, los cuales presentaron disuasion alimentaria débil.

e [Este estudio representa el primer reporte para el disefio, elaboracion y
evaluacion de mezclas insecticidas sobre Tribolium castaneum a partir del
modelo de adicion de concentracion el cual permitié predecir un buen nimero
de combinaciones constituidas por volatiles presentes en aceites esenciales,
con posibles sinergismos. De las 15 mezclas que predijo el modelo de adicién
de concentracion, a partir del indice de combinacion, solo 8 presentaron efectos
sinérgicos cuando fueron evaluadas en el modelo fumigante. los mejores
resultados se obtuvieron para la Mezcla 1 (4-undecanona y p-cimeno) y la
Mezcla 2 (1,8-cineol y DL-limoneno), presentando efectos sinérgicos con un
indice de combinacion de 0,39 y 0,41 respectivamente. Las combinaciones con
mejores resultados no superaron al control positivo, pero si alcanzaron valores
muy cercanos a su Clsg.

¢ Elmodelo estadistico empleado para predecir posibles sinergismos en mezclas
con efecto téxico por contacto no arrojé ninguna combinacion que a nivel
experimental presentara los sinergismos predichos.

e El estudio de estabilidad preliminar de las 5 mejores mezclas fumigantes,
permitié determinar que las mezclas permanecen estables en cuanto a su
composicion quimica y actividad biolégica hasta los 40 dias de conservacion,
siendo la condicidn de almacenamiento de refrigeracion, la mas adecuada para

garantizar la estabilidad de las mezclas.
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e Las 5 mejores mezclas fumigantes afectan también al insecto por modo de
accion repelente, pero solo la Mezcla 5, tiene la capacidad de afectarlo

adicionalmente por contacto, siendo esta combinacion una mezcla multiefecto.



Recomendaciones

e Evaluar los mecanismos de accion de enzimas de importancia en Tribolium
castaneum como: acetilcolinesterasa, glutation s transferasa, catalasa,
citocromo P450 y peroxidasas. de los compuestos activos y las mejores
mezclas determinadas en este estudio.

e Realizar la semi sintesis de algunos compuesto, buscando obtener nicleos y
caracteristicas estructurales similares a las de los compuestos con mayor
actividad, para ser evaluados por diferentes modos de accion sobre el insecto,
de tal manera que se tenga un nimero mayor de estructuras que permita
realizar un estudio computacional de estructura actividad.

¢ Revision del modelo estadistico empleado para garantizar que todas las
posibilidades de sinergismo que el modelo pueda predecir se evallen. En
especial para mezclas por modo de accion toxica por contacto, incluso emplear
otro modelo buscando hallar efectos sinérgicos en combinaciones por este
modo de accion.

o Realizar un estudio completo de estabilidad sobre las mejores mezclas
preparando varios lotes para cada condicién de almacenamiento de cada una
de las mejores mezclas, y evaluar un método de encapsulacion para pruebas
in vivo.

e Obtener por purificacion del aceite esencial, sintesis o comercialmente el
monoterpenoide piperitona, para determinar su actividad fumigante, toxica por
contacto, repelente y antialimentaria.

e Revisar a detalle el comportamiento en la actividad fumigante del
fenilpropanoide trans-anetol, logrando controlar las variables sobre los ensayos
y poder determinar su actividad fumigante, toxica por contacto, repelente y
antialimentaria.

e Evaluar otros compuestos mayoritarios y mas frecuentes en aceites esenciales
promisorios sobre el insecto, incluso evaluar aceites esenciales que no han sido
reportados sobre el insecto, y a partir de sus resultados la evaluacion de sus

constituyentes mayoritarios y mas frecuentes.
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e Evaluar la toxicidad en mamiferos de los compuestos y mezclas promisorias de

este estudio.
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Anexos

Anexo A: Perfil cromatogréafico CG-EM y espectros APT y
*H de la purificacion del estragol
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. Datos espectroscopicos de estragol.

Nombre 1-alil-4-metoxibenceno
(Estragol)
Estado fisico: Liquido incoloro
Formula Ci10H120
molecular
Masa molecular 148,20 g/mol

RMN H: (400 MHz,CDCLs) &n 7.14 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.88 (d, J = 8.1 Hz,
1H), 6.10 — 5.89 (m, 1H), 5.18 — 4.95 (m, 1H), 3.82 (s, 1H), 3.37 (d, J = 6.7 Hz,
13H).

APT: (100 MHz, CDCls) 8¢ 158.0 (C), 137.9 (CH), 132.1 (C), 129.5 (CH), 115.4
(CH2), 113.9 (CH), 55.2 (CHz), 39.3 (CH2).

Referencia: Seomoon, D., Lee, K., Kim, H., & Lee, P. H. (2007). Inter- and
intramolecular alladiumcatalyzed allyl cross-coupling reactions using allylindium
generated in situ from allyl acetates, indium, and indium ttrichloride. Chemistry -
A European Journal, 13(18), 5197-5206.

TIC
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Y .
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ANEXO B. Analisis de varianza de las constantes fisicas
de las mejores mezclas

Tabla 1. Andlisis de variacidn para indice de refraccion y densidad a temperatura ambiente

Densidad indice de refraccién
Estadistico —
M1 M2 M3 M4 M5 M1 M2 M3 M4 M5
Minimo 8.630 8.250 8.110 9.840 7.330 1.469 1.458 1.470 1.434 1.494
Méximo 8.980 8.860 8.410 10.320 7.900 1.479 1.467 1.474 1.445 1.512
Rango 0.350 0.610 0.300 0.480 0.570 0.010 0.009 0.004 0.011 0.018
Mediana 8.720 8.685 8.210 10.080 7.615 1.477 1.466 1.470 1.440 1.507
Media 8.737 8.615 8.243 10.088 7.640 1.476 1.464 1.471 1.440 1.505
Desv'ac'of)t'p'ca (- 0.089 0.210 0.111 0.170 0.143 0.004 0.003 0.002 0.004 0.008
Coeficiente de 0.010 0.024 0.013 0.017 0.019 0.003 0.002 0.001 0.003 0.005
variacion
Asimetria (Fisher) 1.929 -0.711 0.426 -0.143 -0.261 -1.165 -1.260 1531 -0.347 -0.277
Limite inferior de la 8.680 8.482 8.173 9.980 7.549 1473 1.462 1.470 1.437 1.500
media (95%)
Limite superior de la 8.793 8.748 8.314 10.195 7.731 1.478 1.466 1.472 1.443 1.510
media (95%)
Error 3:?::2 dela 0.003 0.019 0.005 0.012 0.009 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Tabla 2. Andlisis de variacién para indice de refraccion y densidad a temperatura ambiente

Densidad indice de refraccion
Estadistico M1 M2 M3 M4 M5 M1 M2 M3 M4 M5
Minimo 8.470 8.250 8.110 9.840 7.380 1.474 1.460 1.465 1.440 1.511
Maximo 8.810 8.760 8.590 10.610 7.980 1.480 1.467 1.471 1.444 1.516
Rango 0.340 0.510 0.480 0.770 0.600 0.006 0.007 0.006 0.004 0.005
Mediana 8.685 8.510 8.360 10.075 7.610 1.477 1.466 1.470 1.440 1.512
Media 8.667 8.494 8.353 10.187 7.626 1.477 1.465 1.469 1.441 1.512
Desviacion tipica (n-1) 0.109 0.146 0.166 0.245 0.177 0.002 0.003 0.002 0.002 0.002
Coeficiente de variacion
(n-1) 0.013 0.017 0.020 0.024 0.023 0.002 0.002 0.001 0.001 0.001
Asimetria (Fisher) -0.576 -0.013 -0.225 0.349 0.425 0.363 -1.103 -1.579 1.164 1.216
Limite inferior de la media
(95%) 8.598 8.402 8.248 10.031 7.514 1.475 1.463 1.468 1.440 1.511
Limite superior de la
media (95%) 8.736 8.587 8.459 10.342 7.738 1.478 1.466 1.471 1.442 1.514

Error estandar de la
varianza 0.005 0.009 0.012 0.026 0.013 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000




Mezcla 1, densidad e indice de refraccion d

e las dos condiciones de almacenamiento
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Mezcla 2, densidad e indice de refraccion d

e las dos condiciones de almacenamiento
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Mezcla 3, densidad e indice de refraccién d

e las dos condiciones de almacenamiento
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Mezcla 4, densidad e indice de refraccion d

e las dos condiciones de almacenamiento
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Mezcla 5, densidad e indice de refraccion d

e las dos condiciones de almacenamiento
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Figura 1. Varianzas de las constantes fis
condiciones de almacenamiento.

icas de las mejores mezclas en las dos
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Anexo C. Perfiles cromatograficos CG-EM a las 0 horas y
40 dias de las 5 mejores mezclas en las dos condiciones
de almacenamiento

Mezcla 1 a temperatura ambiente(18°C): 4-undecanona y p-cimeno (15:85)
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Mezcla 1 Refrigerada (4°C): 4-undecanonay p-cimeno (15:85)
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Mezcla 2 a temperatura ambiente(18°C): 1,8-cineol y DL-limoneno(30:70)
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Mezcla 2 Refrigerada (4°C): 1,8-cineol y DL-limoneno(30:70)
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Mezcla 3 a temperatura ambiente(18°C): (-)isopulegol y DL-limoneno(10:90)
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Mezcla 3 Refrigerada (4°C): (-)isopulegol y DL-limoneno(10:90)
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Mezcla 4 a temperatura ambiente(18°C): nonano y DL-limoneno(50:50)
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Mezcla 4 Refrigerada (4°C): nonano y DL-limoneno(50:50)
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Mezcla 5 a temperatura ambiente(18°C): 2-decanona y safrol (20:80)
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Mezcla 5 Refrigerada (4°C): 2-decanona y safrol (20:80)
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Anexo D: Perfiles cromatograficos CG-FID alos 40 dias de
las mejores mezclas en las dos condiciones de
almacenamiento

Mezcla 1 a temperatura ambiente(18°C): 4-undecanona y p-cimeno (15:85)
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Mezcla 2 a temperatura ambiente(18°C): 1,8-cineol y DL-limoneno(30:70)
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Mezcla 3 a temperatura ambiente(18°C): (-)isopulegol y DL-limoneno(10:90)
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Mezcla 4 a temperatura ambiente(18°C): nonano y DL-limoneno(50:50)
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Mezcla 5 a temperatura ambiente(18°C): 2-decanona y safrol (20:80)
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