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Resumen

Estudio de la accion insecticida de constituyentes quimicos presentes en aceites esenciales y
su efecto sobre enzimas desintoxicantes y de funcion motora para Sitophilus zeamais.

Sitophilus zeamais es una plaga cosmopolita que ocasiona pérdidas del 15 al 50% en granos
almacenados, productos indispensables para la seguridad alimentaria. EI método mas utilizado para
su control son los insecticidas sintéticos, que tienen desventajas como elevado costo, alta toxicidad
y la generacién de resistencia. Por lo tanto, se hace necesario el desarrollo de agentes fitosanitarios
gue permitan el control eficiente y seguro de esta plaga. En este aspecto, las plantas son una fuente
prometedora de metabolitos secundarios bioactivos, con una amplia diversidad estructural, que
pueden ser utilizados como bioinsecticidas. Una manera de obtener este tipo de sustancias es
mediante la extraccion de aceites esenciales (AESs), que se caracterizan por ser mezclas lipofilicas
de compuestos volatiles, lo cual les permiten afectar de diferentes modos las funciones metabdlicas,
fisioldgicas y el comportamiento de los insectos. En esta heuristica de agentes fitosanitarios, nuestro
equipo de investigacion durante los Gltimos 14 afios ha evaluado méas de 100 AEs contra S. zeamais,
provenientes de plantas nativas e introducidas en Colombia, contribuyendo a la caracterizacion
quimica de especies vegetales. Estudios que permitieron determinar 26 aceites con accion repelente
e insecticida por contacto y/o fumigante frente a S. zeamais. Si bien se avanzado mucho en la
investigacion de la actividad insecticida de AEs con resultados prometedores frente a S. zeamais, no
se ha hecho gran énfasis en establecer cuéles de sus constituyentes son los responsables de la
bioactividad frente al insecto, las posibles interacciones sinérgicas, aditivas y/o antagonicas entre
sus componentes, ni tampoco los posibles mecanismos de accién frente a enzimas involucradas en

procesos de neurotransmision y desintoxicacion celular.

En este sentido, la presente investigacion determing la accion insecticida de constituyentes quimicos
(CQs) de AEs bioactivos, seleccionando los compuestos con mayor efecto toxico fumigante y/o por
contacto sobre S. zeamais. Posteriormente, se llevo a cabo un estudio de potencializacion de la

actividad insecticida, mediante el disefio de mezclas con los compuestos volatiles seleccionados.
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Finalmente, se establecid el efecto de las mezclas potencialmente toxicas por inhalacién y/o contacto
y el de sus componentes, sobre enzimas desintoxicantes y de funcién motora extraidas del insecto.
El objetivo 1 inicio con la determinacién de la accidn insecticida por contacto y fumigante de 51
CQs sobre S. zeamais. En el cual se establecieron 11 compuestos volatiles con actividad fumigante
(compuestos de tipo hidrocarburo), 13 con toxicidad por contacto (fenilpropanoides,
monoterpenoides oxigenados y cetonas alifaticas) y 13 con las dos vias de acceso insecticida
(monoterpenoides con funcién organica cetona, éter y alcohol). Dentro de los cuales se resaltan a
los enantiomeros de pulegona (CLso< 0.1 mg/L y DLs < 7.5 pg/adulto), como los compuestos con
mayor efecto toxico. Posteriormente, con los compuestos bioactivos se realizé un analisis cluster a
partir de la efectividad insecticida, armando un perfil de caracteristicas fisicoquimicas y
estructurales para cada grupo. En el cual se logr6 establecer que los compuestos monoterpenoides
monociclicos con funcion organica cetona o alcohol e insaturacion exociclica son potenciales

insecticidas de doble via de acceso frente a S. zeamais.

En el mismo sentido se describen las actividades realizadas en el objetivo 2, en el cual se hizo un
predisefio de 29 mezclas ternarias con los compuestos volatiles téxicos fumigantes y por contacto.
Las combinaciones se sometieron a un analisis de superficie de respuesta, para establecer la
influencia de la proporcionalidad, elaborando un total de 15 mezclas. Posteriormente, a estas
mezclas se les estableci6 el potencial insecticida fumigante y/o por contacto y la interaccién aditiva,
sinérgica o antagoOnica de sus componentes, mediante el indice de combinacién. De las cuales se
determinaron 10 mezclas con accion insecticida promisoria, 8 que presentaron toxicidad por las dos
rutas de acceso evaluadas y 5 que evidenciaron interaccion sinérgica fumigante. De los resultados
se resaltan la combinacion M2 - CLso 0.48 mg/L (R-pulegona + S-pulegona + S-carvona), como la
mezcla con mayor accién fumigante y a M20 - CLso 2.06 mg/L (isopulegona + 3-3-careno), como

la combinacion con mayor interaccion sinérgica (IC = 0.26).

Finalmente, en el objetivo 3 se estableci6 el efecto de las mezclas y sus componentes sobre la
inhibicion de acetilcolinesterasa (AChE), catalasa (CAT) y glutation-S-transferasa (GST). Los
resultados indicaron que algunas mezclas bioactivas y sus componentes inhiben en un nivel
moderado a bajo la desintoxicacion metabdlica de GST y CAT, pero 7 mezclas y 8 de sus
constituyentes inhiben en gran medida la AChE, en la cual 5 de las combinaciones presentan
interaccion sinérgica. En los resultados neurotdxicos se destacan las mezclas M20 (Clso 0.61 mg/L),

M12 (Cls00.81 mg/L) y su componente 6-3-careno (Clso0.19 mg/L), como las sustancias que ejercen
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mayor efecto inhibitorio sobre la actividad de AChE, sugirieron que la accion insecticida de estas
mezclas involucra mas de un mecanismo de accion, al mostrar una reduccién de dosis desfavorable
para 6-3-careno. De esta manera el presente trabajo contribuye a la caracterizacion del efecto
insecticida por dos vias de acceso de CQs de AEs, elabora algunas mezclas de metabolitos volatiles
bioactivos potencializando el efecto insecticida y hace una aproximacién a sus posibles mecanismos
de accion, presentado nuevas sustancias que podrian usarse como principios activos de

bioinsecticidas para el control de S. zeamais.

Palabras clave: Mezclas bioinsecticidas, gorgojo del maiz, monoterpenoides, fenilpropanoides,

acetilcolinesterasa, glutation-S-transferasa y catalasa
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Abstract

Study of insecticidal action of chemical constituents present in essential oils and their effect
on detoxifying and motor function enzymes for Sitophilus zeamais.

Sitophilus zeamais is a cosmopolitan pest, causing losses of 15 to 50% in stored grains, essential
products for food security. The most used method for its control is synthetic insecticides, which have
disadvantages such as their high cost, high toxicity, and the generation of resistance. Therefore, it is
necessary to develop phytosanitary agents that allow the efficient and safe control of this pest. In
this regard, plants are a promising source of bioactive secondary metabolites, with a wide structural
diversity, which can be used as safe and effective bioinsecticides. One way to obtain this type of
substance is by extracting essential oils (EOs), which are characterized by being lipophilic mixtures
of volatile compounds, which allow them to affect the metabolic and physiological functions and
the behavior of insects in different ways. In this heuristic of phytosanitary agents, our research team
during the last 14 years has evaluated more than 100 EOs against S. zeamais, coming from native
plants and introduced in Colombia, contributing to the chemical characterization of plant species.
Studies that allowed determining 26 oils with repellent and insecticidal action by contact and/or
fumigant against S. zeamais. Although much progress has been made in the investigation of the
insecticidal activity of EOs with promising results against S. zeamais, little emphasis has been placed
on establishing which of its constituents are responsible for the bioactivity against the insect, the
possible synergistic interactions, additive and/or antagonistic between its components, nor the
possible mechanisms of action against enzymes involved in neurotransmission and cellular

detoxification processes.

In this sense, the present investigation determined the insecticidal action of chemical constituents
(CQs) of bioactive EOs, selecting the compounds with the greatest fumigant and/or contact toxic
effect on S. zeamais. Subsequently, a study of potentization of the insecticidal activity was carried
out, by means of the design of mixtures with the selected volatile compounds. Finally, the effect of
the potentially toxic mixtures by inhalation and/or contact and that of their components on

detoxifying enzymes and motor function extracted from the insect was established. Objective 1
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started with the determination of the insecticidal action by contact and fumigants of 51 CQs on S.
zeamais. In which 11 volatile compounds with fumigant activity (hydrocarbon-type compounds)
were established, 13 with contact toxicity (phenylpropanoids, oxygenated monoterpenoids, and
aliphatic ketones), and 13 with a toxic effect on the two access routes of the insect (monoterpenoids
with functional group ketone, ether, and alcohol). From the results obtained, it was found that the
enantiomers of pulegone presented the highest insecticidal potential (LCso < 0.1 mg/L and LDso <
7.5 pg/adult), followed by carvacrol (LDso = 8.71 pg/adult) and the enantiomers of carvone (LC50
<2.9mg/L y LD50 < 17.0 pg/adult). Subsequently, with the bioactive compounds, a cluster analysis
was performed for each mode of action, based on the insecticidal effectiveness, assembling a profile
of physicochemical and structural characteristics for each group. In which it was possible to establish
that monocyclic monoterpenoid compounds with ketone or alcohol functional group and exocyclic

unsaturation are potential insecticides with a double access route against S. zeamais.

Thus, the activities carried out in objective 2 are described, in which a pre-design of 29 ternary
mixtures was made with the volatile compounds with fumigant and contact toxic. The combinations
were subjected to a response surface analysis, to establish the influence of proportionality, making
a total of 15 mixtures. Subsequently, the fumigant and contact insecticidal potential of the 15
mixtures and the additive, synergistic or antagonistic interaction of their components, through the
combination index, were established. 10 mixtures with promising insecticidal action were
determined, of which 8 presented toxicity by the two access routes evaluated, and 5 showed
synergistic interaction in the fumigant activity. The results highlight the combination M2 - CLs 0.48
mg/L (R-pulegone + S-pulegone + S-carvone), as the mixture with the greatest fumigant action, and
M20 - CLso 2.06 mg/L (isopulegone + -3-carene), as the combination with the highest synergistic
interaction (IC = 0.26).

Finally, in objective 3, the effect of mixtures and their components on the inhibition of
acetylcholinesterase (AChE), catalase (CAT), and glutathione-S-transferase (GST) was established.
The results indicated that some bioactive mixtures and their components have a moderate to low
effect on the metabolic detoxification of GST and CAT, but 7 mixtures and 8 of their constituents
greatly inhibit AChE, in which 5 of the combinations show synergistic interaction. In the neurotoxic
results, the mixtures M20 (ICs00.61 mg/L), M12 (1Cs00.81 mg/L) and their component 5-3-careno
(1Cs500.19 mg/L), as the substances that exert the greatest inhibitory effect on AChE activity. This
suggested that the insecticidal action of these mixtures involves more than one mechanism of action,
showing an unfavorable dose reduction for 8-3-careno. In this way, the present work contributes to

the determination of the fumigant and contact toxicity of chemical constituents of EOs, such as those
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responsible for the activity of some oils. In addition, it makes some mixtures of volatile bioactive
metabolites, potentiating the insecticidal effect and makes an approximation of its possible
mechanisms of action. Therefore, this study presents new substances that could be used as active

principles of bioinsecticides for the control of S. zeamais.

Keywords: Bioinsecticide mixtures, corn weevil, monoterpenoids, phenylpropanoids,

acetylcholinesterase, glutathione-S-transferase, catalase
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Introduccion

El aumento exponencial de la poblacion mundial y los efectos del cambio climético han causado
repercusiones en el acceso a los recursos alimenticios. Esta problemética se concentra,
principalmente, en paises en via de desarrollo haciendo que los gobiernos generen politicas que
promuevan el progreso agricola sostenible, satisfaciendo las necesidades alimenticias de cada pais
[1]. En este sentido, se destacan los cereales al representar cerca del 40% del consumo per cépita a
nivel mundial, siendo, la produccién y almacenamiento de cereales uno de los mayores retos de la
sociedad actual para garantizar la seguridad alimentaria [2]. Ya que los cereales son econémicamente
asequibles y constituyen una de las fuentes principales de nutrientes y vitaminas, que no se
descomponen al almacenarse por largos periodos [3,4]. Dentro de los granos con mayor demanda y
amplia gama de usos, se encuentra el maiz, dedicado principalmente a la industria de alimentos [5,6].
Esta tendencia también se observa en Colombia al presentar un constante aumento en el consumo de
maiz con el transcurrir de los afios, sin embargo, su produccion ha bajado alrededor de un 16% desde
hace 7 afios (2012-2019), siendo incapaz de satisfacer su demanda interna [7], teniendo que importar
cerca del 85% del maiz que se consume en el pais [7,8]. Consecuentemente, los bajos rendimientos
en la produccion de cereales estan relacionados con factores, presentes en las diferentes etapas de
cultivo y postcosecha [9]. No obstante, las mayores pérdidas se le atribuyen al periodo de
almacenamiento, puesto que sus condiciones brindan un ambiente propicio para la proliferacion de

plagas, generando detrimentos econémicos [10,11].

Entre los insectos que generan los mayores dafios se encuentra Sitophilus zeamais, una plaga
cosmopolita que ocasiona pérdidas entre el 15 al 50% en granos almacenados, como maiz, arroz,
trigo, etc. [9,12]. Estos insectos se caracterizan por su alta taza de reproduccion, ademas, sus adultos
puede perforar los granos, permitiendo que sus larvas se alimenten y desarrollen dentro de éstos,
causando cambios organolépticos, disminucién del poder germinativo y del valor nutricional [13,14].
El método maés utilizado para el control de este insecto es el quimico, el cual utiliza sustancias
insecticidas obtenidas por sintesis quimica, donde se destacan las fosfinas, organoclorados y

organofosforados. Sin embargo, este tipo de principios activos se han venido restringiendo en las
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practicas agricolas colombianas y a nivel mundial, como es el caso del DDT. Debido a que el uso de
estas sustancias ha generado graves efectos secundarios como la afectacion de organismos no
objetivo, desarrollo de lineas de insectos resistentes, bioacumulacion, dafios a la capa de ozono,
residuos téxicos en los productos y riesgos para la salud humana [15,16]. No obstante, esta clase de
principios activos se siguen comercializando en el pais, lo que ha hecho que se promuevan estrategias
como el manejo integrado de plagas (MIP), el cual se fundamenta en la implementacién de diferentes
practicas de control, bajo un nivel econémico aceptable, que al mismo tiempo preserve la inocuidad
del grano y minimice el impacto ambiental [17,18]. Consecuentemente, con la intencion de
reemplazar los plaguicidas sintéticos, desde la década de los noventa se han realizado importantes
estudios en la busqueda de nuevos agentes fitosanitarios, derivados del metabolismo secundario de
las plantas, para su aplicacion a nivel agricola [19-21].

Dentro de las sustancias producidas por las plantas con potencial para ser utilizadas en el control de
insectos, se encuentran los aceites esenciales (AES). Los cuales se caracterizan por ser mezclas
complejas de metabolitos secundarios de caracter lipofilico y volatil, que pueden afectar de
diferentes modos las funciones metabolicas, fisiolégicas y comportamiento de los insectos. Entre las
propiedades que presentan los AEs, se destaca su alta diversidad quimica, rapida degradacion en el
ambiente, y en varias ocasiones, especificidad frente a plagas objetivo [22—24]. En algunos estudios,
se ha atribuido la actividad de los AEs y sus componentes al efecto sobre el sistema nervioso,
incluyendo la modulacion de receptores GABA y octopaminérgicos y la inhibicion de
acetilcolinesterasa (AChE) [25,26]. No obstante, son limitados los reportes de los efectos que ejercen
los AEs o sus constituyentes, en la regulacién de enzimas involucradas en procesos energéticos, de
neurotransmisién y desintoxicacion celular, lo que constituye un tema interesante y necesario de
pesquisa para contribuir en la determinacion de sustancias para el control de insectos plaga de

productos almacenados.

En este sentido, el grupo de investigacion QuiProNaB, inici6 en 2007 estudios enfocados en la
basqueda de sustancias con potencial aplicacion para el control de plagas de almacén.
Posteriormente, se unio el grupo de investigacion GIFU, en conjunto han evaluado la actividad
insecticida de mas de 100 aceites esenciales provenientes de plantas nativas e introducidas en
Colombia. En los estudios realizados se han encontrado diversos AEs con promisoria actividad por
contacto, antialimentaria, fumigante y/o repelente sobre S. zeamais, en los cuales han realizado
contribuciones de caracterizacion quimica de especies vegetales sin reporte o con reportes parciales,

determinando 26 aceites con potencial accion insecticida fumigante y/o por contacto sobre el insecto
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de estudio [27-29]. Los resultados obtenidos por el equipo de investigacién concuerdan con reportes
cientificos, los cuales sefialan que la bioactividad de los AEs est& directamente relacionada con su
composicion quimica, la cual puede variar dentro de una misma especie debido a aspectos como las
condiciones ambientales de crecimiento y el estado fenoldgico de la planta [30]. Por ende, las
investigaciones sobre la actividad insecticida de los constituyentes quimicos (CQs) de AEs son méas
cada vez méas importantes, con el fin de identificar los compuestos responsables de la actividad y
minimizar, la variabilidad en la composicién de las sustancias bioactivas. No obstante, los efectos
insecticidas de los metabolitos volatiles se han reportado con una amplia variedad de metodologias,
dificultando su replicacion. Si bien son numerosos los estudios de actividad insecticida de AEs con
resultados prometedores frente a S. zeamais, no se ha hecho gran énfasis en establecer cuales de sus
constituyentes son los responsables de la bioactividad frente al insecto. Ni tampoco, se ha hecho
hincapié en las posibles interacciones sinérgicas, aditivas y/o antagdnicas entre los componentes del
AEs. Las razones anteriormente mencionadas convierten al estudio de los efectos insecticidas de
CQs de AEs y sus mezclas en un enfoque importante de investigacion. Por consiguiente, con nuestro
interés en propiciar la busqueda de sustancias con efecto insecticida mediante una aproximacion a
los compuestos volatiles responsables de esta actividad, el presente trabajo hace parte del
macroproyecto titulado “Estudio para potencializar la accion fumigante sobre Sitophilus zeamais y
Tribolium castaneum de sustancias derivadas de aceites esenciales y aproximacion a los mecanismos
de accion”, financiado por Minciencias, la Universidad Nacional de Colombia y la Pontificia

Universidad Javeriana en la convocatoria 745-2016 (contrato 382-2016).

Teniendo en cuenta los antecedentes de los AEs previamente estudiados por el equipo de
investigacion, la presente tesis de maestria se planted con base en la composicion quimica de los 26
AEs bioactivos y en reportes del efecto insecticida de constituyentes de AEs. Con el objetivo de
contribuir en la busqueda de sustancias con potencial aplicacion en el control de Sitophilus zeamais,
mediante un estudio de la accion insecticida de mezclas de algunos constituyentes quimicos
bioactivos presentes en aceites esenciales y de su efecto sobre enzimas desintoxicantes y de funcion
motora en el insecto. Para dar respuesta a este objetivo el presente trabajo abordd 3 objetivos
especificos. En el primer objetivo, se evalu6 la toxicidad fumigante y por contacto sobre S. zeamais
de algunos CQs presentes en aceites bioactivos, seleccionando los compuestos mas activos. Los
compuestos volatiles seleccionados se agruparon de acuerdo con su actividad insecticida y estructura
quimica, mediante un analisis cluster. En el segundo objetivo, se realiz6 un disefio de mezclas para
potenciar el efecto insecticida de los compuestos activos, aplicando un modelo de superficie de

respuesta (MSR) [31,32]. En el desarrollo de las mezclas, también se realiz6 un estudio de
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interaccién, mediante el indice de combinacion, estableciendo los efectos sinérgicos, aditivos y/o
antagonicos, entre sus componentes [33]. En el tercer objetivo, se evaluo el efecto de inhibicién de
las mezclas bioactivas y sus componentes, sobre la actividad catalitica de enzimas desintoxicantes
(catalasa y glutatién-S-transferasa) y de funcion motora (acetilcolinesterasa) en S. zeamais, como
aproximacién a los mecanismo de accion [25,34]. Evaluacion en la cual, también se estableci6 el

tipo de interaccién entre los componentes de las mezclas al inhibir las enzimas estudiadas.



1. Estado actual del tema

1.1 Generalidades de los cereales: cultivo de maiz

Los cereales son un alimento de alto impacto a nivel mundial debido a su contenido nutricional y a
gue pueden ser almacenados por largos periodos de tiempo [4]. Dentro de estos se destacan productos
como arroz, trigo y maiz, que representan alrededor del 50% de la fuente proteica en paises en via
de desarrollo[2,6]. El maiz (Zea mays L.) es uno de los granos mas antiguos que se conocen y debido
a sus grandes bondades y multiples usos, se ha convertido en uno de los cultivos mas significativos
en el mundo [35]. El papel sustancial del maiz se debe a su composicion quimica, constituida en un
72.2% de carbohidratos, 13.8% de agua, 8.9% de proteina, 9.0% de lipidos y 2.0% de fibra,
distribuidos entre el germen y el endospermo del grano. Ademas, a diferencia de otros cereales, el
maiz contiene vitaminas como B2 y B3 y aminoacidos como el tript6fano, encapsulados en particulas
sélidas que no se degradan después del proceso de coccion [6,35]. Su alto impacto se evidencia en
tendencias estadisticas presentadas por organizaciones como la OCDE, FAO y FENALCE, que
muestran un constante aumento en su produccién durante los ultimos 11 afios [2,5,8]. El aumento
constante en la demanda de este producto agricola también se debe a la creciente alza de su utilidad
como pienso y fuente de biocombustibles. Dado que sus cosechas, normalmente, van dirigidas un
66% a la alimentacion animal, 20% al consumo directo, 8% al uso industrial de alimentos y
productos y 6% al mantenimiento de semillas. Incluso, en paises desarrollados se procesa el almidon

de maiz con hongos, para la produccién de penicilina [2,11,35].

El cultivo de maiz es semestral y aunque puede darse en diferentes agroecosistemas, para alcanzar
sus mejores rendimientos requiere de condiciones éptimas definidas, que involucran temperaturas
entre 20 - 30 °C, suelos poco arcillosos con contenido de agua mayor o igual a 5 L/m? diarios y pH
entre 6 - 7. En Colombia el consumo anual de maiz amarillo durante los afios 2009 a 2019 ha oscilado
entre los 3'791.767 hasta 6'189.141 ton/afio, evidenciando mayor incremento en los Ultimos 4 afios.
Sin embargo, el pais solo produce entre 762.000 a 1°000.000 ton/afio, por lo que ha sido necesario

realizar importaciones entre un 70 — 85% comao se observa en la figura 1.1 [8]. Para cubrir la demanda
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nacional, las importaciones se realizan principalmente de Estados Unidos al ser el mayor productor
en el mundo, seguido de Argentina y Brasil. Por el mismo motivo de escases en la produccién
interna, la utilidad del maiz en Colombia se ha priorizado solo al consumo humano (80%) v al
alimento animal (20%) [2,7,8]. Los bajos rendimientos en la produccion de maiz estan relacionados
con diversos factores bi6ticos y abidticos, presentes en las diferentes etapas de obtencion, la mayoria
se atribuyen a la no aplicacion de buenas précticas agricolas. Entre los factores se encuentran, dafio
en suelos, cambio climatico, dificil acceso a recuso hidrico, falta de tecnificacion, desplazamiento
por otros cultivos, presencia de plagas en campo y almacén y el uso indiscriminado de pesticidas.
Mientras, que las altas importaciones, se deben a probleméaticas como sobre poblacién, produccion
de bioetanol y la falta de valor agregado, debido a los altos costos de produccién, en comparacion
con los paises importadores [11,35,36].
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Figura 1.1: Consumo anual aparente de maiz amarillo en Colombia [8].

Las mayores pérdidas de los productos almacenados como el maiz se presentan en periodo de
postcosecha, debido a factores abidticos como temperatura, humedad, escasa luz y asepsia
inadecuada, que dan paso a factores bi6ticos. Uno de los factores méas dificiles de controlar es la

humedad ya que por encima de 65% facilita la produccion de bacterias, hongos y la supervivencia
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de otros agentes bidticos como aves, roedores e insectos. Para el caso de Colombia, en las etapas de
postcosecha y almacenamiento se tienen pérdidas del 19.8 y 15.6 %, respectivamente. Esto significa
gue, en promedio, se estan desperdiciando anualmente 1.8 millones de toneladas de cereales, lo que
es equivalente a la produccion nacional de arroz en un afio [10]. De las infestaciones por insectos se
estiman pérdidas anuales en aproximadamente 30%, encontrando mas de 1000 especies plaga
responsables del deterioro de los alimentos almacenados. Donde, sobresalen los insectos
pertenecientes al orden coledptera, debido a su alta tasa de reproduccion y su excelente adaptabilidad
a las condiciones de almacenamiento. S. zeamais, es uno de los insectos pertenecientes a este orden
y es una de las 5 plagas cosmopolitas de mayor impacto en cereales, que puede ocasionar pérdidas
entre el 20 al 90% del grano almacenado en climas tropicales. Este insecto aunque afecta
principalmente al maiz, también se ha reportado su presencia en otros cereales como arroz, trigo,

sorgo y en los productos de molienda [13,36-38].

1.2 Generalidades de Sitophilus zeamais

La especie S. zeamais, conocida popularmente como gorgojo o picudo del maiz es considerada una
plaga primaria altamente destructiva, capaz de perforar granos enteros dado a la modificacion de su
cabeza conocida como rostrum y alimentarse dentro de este [13]. En el inicio de su ciclo de vida la
hembra puede romper la cubierta de los granos abriendo un orificio en el que deposita un huevo (~
0.70 mm) de color blanco translicido que se vuelve opaco y cremoso con el tiempo. La hembra tapa
el agujero del maiz con una secrecion mucilaginosa, alcanzando a ovopositar entre 150 a 400 veces
durante toda su vida. La eclosién ocurre a los 3 0 5 dias presentando cuatro estadios larvales (2.50 —
2.75 mm), los cuales se caracterizan por sus mandibulas fuertes, permitiéndoles alimentarse del
endospermo del grano, etapa de vida en la que pueden presentar canibalismo. Después de este
periodo se convierten en pupa (2.75 — 3.00 mm), durante aproximadamente 6 dias, las cuales
presentan color marrén oscuro y proboscis larga hacia el interior. Finalmente, emerge como adulto
presentando color café oscuro o rojizo (2.50 — 4.50 mm), con manchas ovales en el dorso (élitros),
cuerpo cilindrico y alargado, alas funcionales, proboscis curva y delgada y antenas acodadas y de 8
segmentos. El desarrollo de este insecto desde el huevo hasta el adulto ocurre dentro del grano y

puede tardar entre 30 a 45 dias como se exhibe en la figura 1.2 [13,39-41].
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Figura 1.2: Estadios del ciclo de vida de la especie Sitophilus zeamais (modificado)[22,42]

Debido a las condiciones ambientales que presentan los productos almacenados, hacen que la tasa
de reproduccién de S. zeamais llegue a ser muy alta, ocasionando que una sola pareja infeste
toneladas de maiz en pocos meses. La presencia de la plaga provoca aumentos en el gradiente de
temperatura atribuidos a su actividad metabdlica, que también conllevan al crecimiento del
porcentaje de humedad. El aumento de gradiente en estos factores abidticos junto con la presencia
de excremento e insectos muertos llevan a la produccion de micotoxinas (Aspergillus y Penicillium
son los mas comunes). Todos estos factores ocasionan dafios organolépticos (olor fétido, cambios
de textura y color y sabor desagradable), degradacion de carbohidratos, grasas y vitaminas, los cuales
conllevan a la pérdida nutricional, de calidad y valor comercial del grano[13,39,43]. Las notables
pérdidas de cereales ocasionadas por la presencia de S. zeamais, ha llevado al desarrollo de métodos

para su control, con la finalidad de disminuir o eliminar las pérdidas y los dafios que estos ocasionan.

1.2.1 Métodos de control de S. zeamais

Existen diversos tipos de técnicas para el manejo de las plagas de forma curativa o preventiva, las
cuales se han implementado para el control de S. zeamais. Actualmente, los métodos de control que
se suelen utilizar son de tipo culturales, fisicos, bioldgicos, genéticos, etolégicos y quimicos, siendo
este ultimo el que més se utiliza hoy en dia debido a su economia y facil acceso. A continuacion se

describen los principales métodos de control y su aplicacion sobre S. zeamais.[11,36,43].
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= Métodos culturales
En este tipo de métodos se incluyen practicas agricolas para crear condiciones desfavorables al
desarrollo de la plaga, pero favorables para el cultivo, como la preparacion de suelo, ajuste de fechas
de siembra, rotacidn de cultivos y actividades sanitarias. Un ejemplo para el manejo de S. zeamais
en postcosecha es la implementacion de asoleo periddico del grano. En Colombia también se utiliza
la remocion de la capa de cera del insecto por desecacion hasta su muerte, donde se mezcla el grano
con polvos inertes. Entre las sustancias implementados se encuentran: 30% p/p ceniza de madera,
30% p/p de cal, 30% p/p de hoja de tabaco en polvo, arena seca 1:1 v/v (90% SiO,) y aceite vegetal
en proporcién 8 mL / kg de grano. No obstante, la aplicacion de estas sustancias hace que el maiz no

se pueda utilizar en alimentos para humanos [11,40,43].

= Meétodos fisicos
Los métodos fisicos hacen referencia al control de factores, como temperatura y humedad, el uso de
sonido, radiacion electromagnética y atmosferas controladas, con ayuda de ozono (Os) y almacenajes
herméticos. Dentro de estas técnicas se recomienda controlar la humedad en el grano por debajo del
12% para evitar la presencia de insectos, acaros, hongos y bacterias. Un ejemplo de control contra
S. zeamais, es el aumento de temperatura hasta 60 °C o disminucidn hasta -30 °C. Sin embargo, estas
estrategias requieren equipos especializados, sofisticados y costosos, por lo que no se suele usar de

manera comun entre los agricultores [11,43,44].

= Métodos bioldgicos
En este sistema se utilizan enemigos naturales como depredadores, insectos parasitos, hongos,
bacterias, nematodos, entre otros; para combatir las plagas. Dentro de las especies que atacan el
género Sitophilus se encuentran Anisopteromalus calandrae Howard, Chaetespila elegans
Westwood y Lariphagus distinquendus Foerster (Pteromalidae). Sin embargo, la capacidad de
reproduccion de estas y ciclo de vida es mas corto que la de Sitophilus [40,43]. También, se
encuentran estudios de los hongos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae como agentes
efectivos para el control de S. zeamais, donde M. anisopliae se distribuye comercialmente en

Colombia, como Raxter ®, insecticida bilogicos que ataca principalmente al orden Coleoptera [45].
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= Métodos genéticos

Los métodos genéticos se refieren a la implementacion de alteraciones genéticas logrando resistencia
a plagas en el grano, como es el uso de acido fendlico para endurecer las capas externas del ndcleo
del maiz, haciéndolo menos apetecible para S. zeamais. Este método posee un gran potencial en el
disefio de sistemas de manejo integrado de plagas, aungue aun no se conocen sus efectos secundarios.
Razones por las cuales su aplicacion por parte de los agricultores es escasa, puesto que su
implementacion requiere del uso de otros controles y podria tener efectos adversos, desconocidos,
en los consumidores [11,40].

= Métodos etoldgicos
Los métodos etoldgicos se refieren al uso de trampas (luz y color) y semioquimicos, generalmente
para atraer o repeler a las plagas. Los semioquimicos, son intermediarios en las interacciones entre
organismos, que alteran el comportamiento y las preferencias de las plagas, las cuales estan
subdivididos en aleloquimicos (alomonas, kairomonas y sinomonas) y feromonas [22]. Las
feromonas son uno de los semioquimicos mas utilizados, ya que pueden modificar el
comportamiento reproductivo de los individuos. Se ha evidenciado que la combinaciéon de
compuestos volatiles provenientes de Ceratonia siliqua (algarroba) con la feromona 4S,5R-sitofilura
((4R,5S)-5-hidroxi-4-metil-3-heptanona), producida por Sitophilus, ejerce una mayor accion
atrayente sobre especies de éste mismo género. Estos métodos suelen ser muy especificos para las
plagas por lo cual resultan costosos, pero de alto interés en el estudio de efectos de repelencia y de
interrupcién de la reproduccion, mediante la adaptacion de los receptores antenales y habituacion
del sistema nervioso central. Sin embargo, alin no se conoce un producto o prototipo en el cual se

implementen esta clase de sustancias para el control de S. zeamais [11,23,43].

= Métodos quimicos
Estos métodos de control hacen referencia al uso de sustancias quimicas como plaguicidas. Los
plaguicidas utilizados actualmente se pueden catalogar en seis grupos, organofosforados,
organoclorados, carbamatos y piretroides, los cuales actlan por afectacion de la transmision de
impulsos nerviosos, y reguladores de crecimiento e insecticidas microbianos, que interfieren en el
desarrollo y permeabilidad de la membrana plasmatica de las células nerviosas. [43,46]. El control
quimico es el método més utilizado, debido a su bajo costo y alta efectividad, atacando no solo a los

insectos plaga, sino también el entorno bidtico y abidtico del agroecosistemay el ambiente en general
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[42,43,46,47]. Inclusive, los métodos de control para S. zeamais, mas utilizados en Colombia durante
los Gltimos afios han sido la fosfina y el diclorvos (organofosforados), sustancias de uso restringido
por organizaciones como la EPA [48]. Sin embargo, aunque en Colombia se ha prohibido la
aplicacién de algunos principios activos organofosforados, el uso de estas dos sustancias aun es
permitida en nuestro pais [49,50]. La progresiva restriccion de los organofosforados se debe, a que
el uso y abuso de estos insecticidas sintéticos ha provocado, brotes de plagas secundarias, aparicién
de resistencia y acumulacion en distintos eslabones de la cadena trofica, dado a su carécter
liposoluble [40,51]. Incluso, su aplicacion a ocasionando deterioro en la salud de los seres humanos,
atribuido en los efectos a largo plazo sobre mamiferos, como cancer, malformaciones congénitas y
esterilidad [50,52]. En este sentido, se hace necesario el desarrollo de métodos eficaces y seguros
para el control de insectos plagas de productos de almacén.

1.3 Aceites esenciales como bioinsecticidas contra Sitophilus
Zeamais

En busqueda de insecticidas para el control de S. zeamais, gue sean amigables con el medio ambiente
y los consumidores, se han enfocado las investigaciones hacia las plantas, dado que son un enorme
grupo de seres vivos, que aln no ha sido totalmente catalogado. Al respecto, se resalta a Colombia,
al ser en el segundo pais con mayor biodiversidad de especies vegetales, con méas de 30.033
especimenes identificados [53]. Ademas, las plantas son fuente potencial de metabolitos secundarios
con una amplia diversidad estructural, que a menudo poseen un rol ecoldgico (aleloquimico), para
su proteccién e interaccion con otros seres vivos [54]. Lo cual, les permite ser utilizadas en
numerosos ambitos con extensa variedad de actividades biol6gicas, como antibacteriana,
antifungica, atrayente, repelente, antialimentaria, insecticida, entre otras [55,56]. Para el control de
plagas como S. zeamais, se encuentran algunos principios activos aislados de plantas, en productos
comerciales con potencial actividad insecticida. Tal es el caso de la rotenona, un flavonoide extraido
de las raices de Derris elliptica, que actla a través de la inhibicién de la fosforilacién del ADP a
ATP, el cual se ha utilizado como insecticida, mucho antes que se implementaran los compuestos
organoclorados [50,57]. También se encuentra el extracto de las semillas de neem y su componente

mas activo, azadiractina, un tetranortriterpenoide con efecto antialimentario, que bloquea la sintesis

y liberacién de la hormona de muda y se distribuye comercialmente en Colomba como NeemAzal®
[58]. También se encuentran estudios de piretrinas aisladas de las flores de Chrysantemum

cinerariaefolium, y varios compuestos sintéticos derivados de estas, conocidos como piretroides
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[59]. Los cuales, se asocian al blogueo de los canales de sodio en los axones nerviosos, uno de los
piretroides méas utilizados a nivel comercial es la deltametrina, principio activo de los productos
Obiol® EC25 y K-Obiol® ULVS, distribuidos en el pais [60]. En este Gltimo producto, la

deltametrina se encuentra combinada con butoxido de piperonilo, compuesto que causa la perdida

de sefializacién bioldgica e inhibe la enzima citocromo p-450, actuando como sinergista [61].
Actualmente, existe una gran cantidad de materias activas de origen natural para el control de plagas,
registradas en diferentes paises, siendo la tendencia actual, la elaboracion de productos cada vez méas
sofisticados, que alteren méas de un blanco molecular o mas de una fase del ciclo normal del insecto
[62]. Dentro de las investigaciones que se describen en la literatura sobre el usos de plantas y sus
derivados, para el control de plagas de almacén, se observa una creciente tendencia hacia el estudio
de aceites esenciales (AESs) [34,38,63,64]

Los AEs son mezclas complejas de metabolitos secundarios voléatiles, biodegradables, generalmente
compuestas por monoterpenoides, sesquiterpenoides, fenilpropanoides y derivados de acidos grasos
(cetona, aldehidos, hidrocarburos...) [65]. Estos aceites son producidos por las plantas,
principalmente aromaticas, los cuales se centran en las cavidades lisigenas de la cuticula, en las
células oleiferas, los canales esquizogénicos o en los tricomas glandulares, y se obtiene mediante
procesos de destilacion o expresion [22,66]. Muchos AES y sus componentes son aleloguimicos, que
se caracterizan por ser selectivos y tener un papel en la proteccion de las plantas, contra herbivoros
y afecciones microbianas y micéticas. Algunos de estos AEs, también actlan como agentes
atrayentes para polinizadores y dispersores de semillas, tal es el caso del efecto knock down de
aceites de Gaultheria sobre acaros, sin afectar a la abeja Osmia cornifrons [22,67,68]. Propiedades
como variedad de principios activos, alta volatilidad y caracter lipofilico, permiten que los AEs
puedan afectar por diversas vias de acceso al insecto (contacto, penetracion por via respiratoria e
ingesta) o alterar su comportamiento (efecto antialimentario, repelente e inhibidor de la
reproduccion) y reducir la posibilidad de aparicion de lineas resistentes. El efecto de los xenobi6ticos
se clasifica, dependiendo de las tres vias principales de acceso al insecto, como son tdxicos por
contacto, cuando el insecticida por su caracter lipofilico penetra la cuticula del insecto, hasta alcanzar
el sitio blanco, o crea una pelicula impermeable provocando muerte por asfixia. Téxicos por
inhalacion (Fumigante), si el insecticida entra al cuerpo debido a su volatilidad, para la especie S.
zeamais se cree que la forma de penetracion serian los espiraculos por via de revestimiento traqueal.

Por ultimo toxicos por ingestidn, si es ingerido y se absorbe a través del intestino, provocando la

intoxicacion por inhibicién enzimatica o desintegracion de las paredes celulares del intestino
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[28,42,46]. No obstante, diferentes estudios consideran que la bioactividad de los AEs para el manejo
de S. zeamais, esta directamente relacionada con su composicién quimica [64,69]. La cual a su vez
se encuentra influenciada por diversos factores de su entorno, dependiendo de localizacién y época
del afio (clima, organismos benéficos, herbivoros, hongos, etc.), el estado fenoldgico de la planta 'y

el 6rgano extraido [30].

En esta linea de investigacion, se encuentran publicados diferentes estudios a nivel mundial del
efecto de AEs de méas de 112 taxones de plantas contra S. zeamais, evidenciado diversas actividades
bioldgicas, como disuasion alimentaria, inhibicion del crecimiento, repelencia, toxicidad por
contacto y fumigante, este Ultimo en los 4 estadios. AEs que pertenecen a las familias
Amaranthaceae, Anacardiaceae, Annonaceae, Apiaceae, Asteraceae, Cupressaceae, Dipsacaceae,
Ericaceae, Gomortegaceae, Hypericaceae, llliciaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Monimiaceae,
Myrtaceae, Piperaceae, Poaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Verbenaceae, Vitaceae y Zingiberaceae
[22,27,29,64]. Dentro de los AEs con actividad repelente se encuentran como promisorias distintas
especies vegetales como Achillea millefolium (93.7%), Myrtus communis (93,7%) y Helichrysum
italicum (85,0%), los cuales coinciden en su composicion, los compuestos 1,8 cineol, a-pineno,
limoneno y linalool [70]. Ademas, se registran reportes de especies que presentan varias actividades
sobre S. zeamais, como el AE de los frutos de Carum carvi con un fuerte efecto toxico por contacto
y fumigante (DLso = 3.07 pg/adulto y CLsp = 3.37 mg/L). Actividad que se atribuye a sus
componentes mayoritarios R-carvona (37.98%) y D-limoneno (26.55%), los cuales también
evidencia toxicidad por contacto (DLso = 2.79 'y 29.86 ng/adulto) y toxicidad fumigante (CLso = 2.76
and 48.18 mg/L), sobre el insecto de estudio [69]. Incluso se encuentran reportes de la eficiencia del
uso de prototipos de nanoformulaciones (18%), del AE de Lipia sidoides y su compuesto principal
(timol — 68.5%). Su eficiencia se determind en el manejo de poblaciones de S. zeamais con
diferentes niveles de resistencia a insecticidas convencionales, al causar una disminucion en el
consumo del grano almacenado y la eliminacion total de las poblaciones de insectos [71].
Adicionalmente, en la actualidad se registran algunos productos en el mercado para el control de
plagas a base de AEs, como son Cinamite™ y Valero™ elaborados por Mycotech Corporation y
algunos pesticidas patentados por ECOSMART Technologies, a base de mezclas de CQs de AEs
[63,72]. Sin embargo, hasta el momento no se conoce ningln producto comercial a base de AEs para

el control de plagas de productos almacenados.
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Gran parte de los estudios de los efectos de AEs sobre S. zeamais en Colombia, han estado soportados
por el grupo de investigacion QuiProNaB, al contar con una gran trayectoria investigativa en este
campo, desde el afio 2007. Campo que se fue fortaleciendo y consolidando en el afio 2008 con la
financiacién por parte de Colciencias mediante el proyecto de investigacidon titulado
"Busqueda de metabolitos secundarios con propiedades insecticidas pertenecientes a las
familias Myristicaceae, Lauraceae y Rutaceae para el control de insectos plaga del género
Sitophilus que atacan cereales como el maiz y el arroz". Las investigaciones por parte del grupo de
investigacion del efecto de AEs sobre S. zeamais, se han mantenido durante el transcurso de estos
afios, permitiendo la estandarizaron de ensayos de actividad fumigante, toxicidad por contacto,
repelente, antialimentaria, inhibitoria de la acetilcolinesterasa y efectos sobre la reproduccion.
Los resultados de estos estudios se han consolidado en la ejecucion del proyecto titulado
“Estudio para potencializar la accién fumigante sobre Sitophilus zeamais y Tribolium castaneum de
sustancias derivadas de aceites esenciales y aproximacion a los mecanismos de accion”
(Convocatoria 745 —-2017, c4digo: 120371250800), financiado por Colciencias. Este proyecto inicié
tomando como base, 30 AES que presentaron promisoria actividad sobre T. castaneum y S. zeamais,
adicionando 26 AEs, con el objetivo de incrementar la variabilidad quimica. De esta manera, se
determind la actividad fumigante, antialimentaria, toxica por contacto y/o repelente de los 56 AEs
sobre S. zeamais. Investigaciones que han permitido realizar la caracterizacion quimica de especies
vegetales sin reporte o con reportes parciales y evaluar la actividad insecticida y repelente de algunas
por primera vez, como es el caso de Lippia stoechas, Satureja viminea y Minthostachys
septentrionalis. Este estudio permitié establecer que 26 de estos AEs, presentaron promisoria
actividad para el control de S. zeamais, al tomar como criterio de seleccion, que causaran efectos
fumigantes a bajas concentraciones y que afectaran a los insectos por otras vias, diferentes a

la respiracién [27-29].

Los 26 AEs seleccionados se presentan en la tabla del anexo A1, organizada a partir de un cluster
realizado previamente por el equipo de investigacion, clasificando los AEs en 4 grupos segun los
efectos causados sobre el insecto de estudio. Primero, fumigante-Repelente (azul), segundo,
fumigante-NO contacto (verde), tercero, fumigante moderado-contacto-repelente (amarillo) y, por
altimo, contacto-repelente (blanco). En la tabla se incluyen la composicion quimica relativa de los
AEs (40 CQs de los 116 edificados), su accién repelente (%R a 14 pl/Lare) y su toxicidad por

contacto (%M a 0.15 pL/adulto) y fumigante (CLso: pL/L.ire), @ fin de relacionar el efecto insecticida
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con los CQs de los aceites. Puesto que, a pesar de la gran cantidad de estudios de los efectos
insecticidas y de comportamiento, de los AEs sobre S. zeamais, aln faltan realizar evaluaciones que
determinen cuales son los componentes quimicos responsables de la actividad, pesquisas sobre
mecanismos de accion de los AEs y sus componentes y estudios sobre la potencializacion de los

efectos toxicos sobre el insecto de estudio [25,73].

1.4 Compuestos quimicos constituyentes de aceites esenciales
para el control de S. zeamais

Con el fin de determinar el estado actual de las investigaciones sobre el potencial insecticida de los
constituyentes quimicos presentes en AEs frente a S. zeamais, se realizé una revision descriptiva de
literatura cientifica comprendida entre los afios 1998 y 2020, mediante exploracion en las
plataformas Scopus, Springer, Science Direct, SciFinder y Google Scholar. Esta revisién se resume
en latabla del anexo A.2, en la cual también se registran los CQs de los AEs previamente estudiados
por el equipo de investigacion, identificados con 4 criterios de eleccion, 1- compuestos mayoritarios
en un AE bioactivo (> 4.0%), 2- componentes minoritarios en dos o mas AEs bioactivos, 3-
compuestos minoritarios en al menos un AEs (< 4.0%) y sin reportes bibliograficos y 4- compuestos
con reportes bibliograficos que presentan similitud estructural con los CQs de los AEs estudiados.
La tabla se organizé por la primera columna, teniendo en cuenta el tipo de compuesto quimico
(terpenoide, fenilpropanoide y otros) y su funcién organica, codificando los compuestos del 1 al 75.
En la segunda columna de la tabla, se describe la actividad biol6gica del AEs estudiado por el grupo
de investigacion, en el que, el componente quimico es mayoritario. Adicionalmente, se reporta el
porcentaje de abundancia de dicho compuesto dentro del aceite. En la tltima columna se resumen
los reportes encontrados en la revision descriptiva, de acuerdo con la actividad insecticida y la
metodologia empleada, ademas, de registrar el efecto reportado, junto con la variable de medida y la

referencia bibliografica.

En la revision se encontraron 25 publicaciones cientificas referente a la actividad insecticida de CQs
de AEs frente a S. zeamais, de las cuales 18 involucran estudios de actividad fumigante, haciendo
referencia en mayor proporcién a componentes monoterpenoides (86%), siendo los compuestos mas
estudiados 1,8 cineol (7 reportes), seguido de linalool, limoneno y a-terpineno (4 reportes). De los
estudios resefiados, se resaltan como los compuestos mas efectivos, atribuido a su CLso reportada a
24 h a 1,8-cineol (5.9 mg/L), Pulegona (11.81 mg/L), R-carvona (17.6 pL/L), geraniol (19,2 mg/L),
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timoquinona (13.8 pL/L), eugenol (15.9 mg/L) y anisol (14.8 mg/L), al garantizar la inhalaciéon como
Unica via de acceso al insecto, durante el bioensayo [74—76]. En las investigaciones sobre el potencial
insecticida sobre S. zeamais, se encontraron 17 de las publicaciones cientificas que implicaron
estudios de la actividad tdxica por contacto. Donde los componentes que se reportan en la mayor
parte de las investigaciones son monoterpenoides (75%), seguidos de los articulos referentes a
compuestos fenilpropanoides (38%), siendo los CQs mas estudiados 1,8 cineol y linalool (6 reporte),
contiguo de a-pineno (5 reportes) y seguido de B-pineno, alcanfor y terpinen-4-ol (4 reportes)
[75,77-81]. Los constituyentes quimicos a los cuales se les ha reportado una mayor toxicidad por
contacto a 24 h (expresando sus DLso en unidades de pg/adulto), corresponden a 1,8-cineol (15.8),
linalool (34.0), geraniol (18.6), estragol (39.0) y eugenol (8.1), al garantizar que no influyen otros
efectos de comportamiento como la repelencia mediante el uso del método tépico. Sin embargo,
aunque también se reportan como compuestos activos a isoeugenol (30,7 pg/mg) y metil eugenol
(29,4 pg/mg), al comparar las unidades de medida de su DLso, estas serian mayor a los 8.0 mg/adulto,
teniendo en cuenta que un adulto de S. zeamais puede pesar entre 255 a 300 mg, lo que es una dosis

bastante alta para garantizar el cubrimiento de cada insecto en un silo infestado [75,80,82,83].

De la revisién de componentes de AEs se puede resaltar que los compuestos mas activos,
encontrados mediante el método fumigante, son las cetonas monoterpénicas monociclicas (pulegona
y R-carvona) y de la toxicidad por contacto los fenilpropanoides, como el eugenol. Sin embargo,
faltan estudios de los efectos tdxicos de CQs de AEs que validen el potencial insecticida de algunos
aceites. Como es el caso de carvacrol, citral, acetato de terpinilo, anetol y nonano, que, a pesar de
encontrarse como componentes mayoritarios en AEs bioactivos (> 4.0%), no se encuentran reportes
de su actividad insecticida. Un caso similar se aprecia con algunos componentes minoritarios de los
AEs con accion insecticida, como isopulegona, acetato de L-mentilo, a-farneseno, farnesol, decanal,
nonal y metil isoeugenol, de los cuales no se encuentra ningun reporte del efecto téxico sobre S.

zeamais. Adicionalmente, la relacion de la via de acceso insecticida de los CQs, con el efecto tdxico
causado por el AEs sobre el insecto, tampoco se puede precisar en todos los casos. Puesto a que se
encuentran reportes parciales de componentes mayoritarios de AEs, como B-cariofileno [78], acetato
de geranilo y fenchona [84] y de algunos compuestos como el metileugenol [80], que se encuentra
como minoritarios. Esta dificultad para relacionar las vias de acceso insecticida también se debe a
los estudios con metodologias que incluyen muchas variables, como el medio de cultivo, efectos

toxicos de inhalacion, ingestién o contacto, comportamientos repelentes y atrayentes, dentro de un
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mismo bioensayo. Como es el caso de safrol [85] y a-terpineol [84], los cuales se evaltan en periodos

de 6 a 7 dias, con medios de cultivo y sobre superficies que contiene el compuesto a evaluar.

1.5 Métodos para determinar el potencial insecticida de volatiles
sobre S. zeamais.

Los investigadores han implementado distintos bioensayos para la evaluacion de las diferentes vias
de acceso y mecanismos de accion de compuestos quimicos presentes en AEs sobre los insectos
plaga, especificamente frente a S. zeamais, en este caso se describen los distintos bioensayos
implementados para la evaluacion insecticida (fumigante y toxica por contacto) y enzimética

1.5.1 Bioensayos de la actividad Fumigante

Para la evaluacién de esta via de acceso en general, los bioensayos se llevan a cabo en condiciones
de temperatura y humedad relativa controladas. Adicionalmente, la mayoria de estos se realizan con
10 insectos durante 24 h, ya que un dia seria el tiempo méaximo ideal para que la sustancia ejerza su
efecto insecticida, sin embargo, también se implementan otras metodologias para observar efectos
en periodos mas prolongados, hasta el fin de la mortalidad de los insectos después de la exposicion
a las sustancias. En los ensayos también se suelen implementar algunos solventes para facilitar la
medida de concentraciones muy bajas, que no soportan el instrumento de media, los cuales se dejan
evaporar antes de entrar en contacto con los insectos. Dentro de los bioensayos fumigantes se
encuentran reportados diferentes técnicas que se pueden agrupar en 4 metodologias macro como son:

sin evitar contacto, vial en vial (con y sin evita contacto), grasa de nailon y PTFE.

= Método sin evitar contacto:

En los bioensayos que utilizan el método sin evitar contacto pueden causar otros efectos en los
insectos como la muerte por penetracion de cuticula o por creacion de peliculas impermeables que
tapen los espirdculos del insecto. En este método aplican dosis del compuesto volatil o AE puro o
diluido en etanol, acetona o n-hexano, en tiras (1,5 x 5,0 cm?) o en discos de papel filtro (1 a 2 cm
de diametro (D)). Este papel se coloca contra la pared o en el inferior de la tapa rosca de un vial de
24 a 30 mL, que contiene 10 o 20 insectos, con o sin medio de cultivo. La mortalidad se determina
a las 24 h [82,83,85-87].
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= Método vial en vial (con o sin evitar contacto):
El método de vial en vial utiliza un vial mas pequefio para contener la sustancia volatil, sin embargo,
muchos autores no implementan alguna barrera de contacto, lo cual es una limitante al tratarse de
insectos trepadores. En este método aplican dosis del compuesto volatil o AE en discos de papel
filtro (D =1 a 2 cm), introducidos en un vial de cristal de 1.5 a 4.0 mL; este se coloca a su vez entre
un vial de mayor tamario (15 a 30 mL) sellado con tapa rosca. La mortalidad se determina a las 24 h
[28,88]. Algunos autores han modificado esta metodologia colocando una tela de visillo en el vial

pequefio para evitar contacto directo del insecto con la sustancia a evaluar (método de vial en vial

con barrera), garantizando que el bioensayo solo evalué la via toxica por inhalacién [27].

= Método grasa de nailon:
Este método utiliza grasa de nailon como barrera de contacto, la cual permite que la evolucion de la
sustancias sea Unicamente tdxica por inhalacion. En la cual dosis del compuesto volatil o AE (diluido
en n-hexano para bajas concentraciones) se aplican en discos de papel filtro (D = 2 cm), ubicados en
el inferior de la tapa rosca de viales de 30 mL, ajustando una pieza de grasa de nailon a 1 cm de bajo
de la tapa rosca para evitar el contacto directo del insecto con la sustancia a ensayar. La mortalidad
se determina a las 24 h [12,89].

= Meétodo PTFE:

En esta metodologia se utiliza una solucion de Politetrafluoruro de etileno (PTFE) como barrera de
contacto, de modo que solo se evalué una via de acceso toxica al insecto. En la cual aplican dosis
del compuesto volatil o AE diluido en n-hexano sobre discos de papel filtro (D = 1 a 2 cm), ubicados
en la parte inferior de la tapa rosca de un vial (24 a 30 mL). En la salida del vial aplican una solucién
de PTFE para evitar el contacto directo del insecto con la sustancia volatil. A las 24h se lee el ensayo
0 se pasan los 10 insectos a un vial limpio o con medio de cultivo durante 7 dias hasta el punto final
de mortalidad [69,75,90-94].

De acuerdo con los bioensayos reportados hay varios valores que pueden ser un falso positivo del
modo de accion especificado, al no tener en cuenta el uso de una barrera para evitar el contacto
directo del insecto con la zona de aplicacion del compuesto (bioensayo sin evitar contacto y de vial
en vial). Por ende, se recomienda utilizar los bioensayos de PTFE, nailon y vial en vial con barrera.

Ademaés de condiciones como: oscuridad y una muestra de 10 insectos por réplica, ya que estas serias
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las condiciones para simular a pequefia escala una infestacion por insectos en un silo, coincidiendo
con los parametros utilizados en la mayoria de los bioensayos para la actividad fumigante. Ademas,
como las investigaciones enfocadas en la actividad insecticida de metabolitos secundarios, busca
encontrar las sustancias mas efectivas minimizando tiempos de accidn y concentraciones aplicadas,
se recomienda, valorar su accion a las 24 h para facilitar la replicacién de estos datos en préximos
estudios, ya que muchos de estos bioensayos se evaluaron con el fin de conocer el efecto de la

sustancia hasta el fin de su mortalidad (7 dias).

1.5.2 Bioensayos de actividad toxica por contacto

En general para la evaluacion de la toxicidad por contacto los ensayos se efecttan en condiciones de
temperatura y humedad relativa controladas, realizando entre 3 a 8 réplicas y utilizando muestras 10
insectos, en la mayoria, las técnicas aplicadas se pueden agrupar en 3 métodos distintos, los cuales
incluyen a los métodos topicos, superficie de papel filtro y con medio de cultivo.

= Método tépico:
Los bioensayos que utilizan el método topico para evaluar la toxicidad por contacto de los
metabolitos volatiles precisan la via de contacto, como la principal causa de muerte del insecto. En
el cual aplican dosis de hasta 0.5ulL/adulto del compuesto volatil o AE, puros o diluidos
habitualmente en n-hexano (ocasionalmente en etanol o acetona), sobre el térax dorsal de los
insectos, transferidos a viales de vidrio con medio de cultivo (excepcionalmente sin medio). La
mortalidad se determina a las 24 h o a los 7 dias (punto final de mortalidad) [69,80-83,87,91-94].

= Método de superficie con papel filtro:

El método de superficie con papel filtro no garantiza la aplicacion de una dosis especifica sobre cada
insecto y permite que los metabolitos volatiles causen otros efectos de comportamiento como la
repelencia. En este método adicionan dosis del compuesto volatil o AE disuelto en acetona sobre
discos de papel filtro Whatman (D = 7 0 9 cm), ubicados en una placa Petri (D =9 o0 10 cm),
colocando 20 insectos. La mortalidad se determina a las 24 h'y en varios casos después de este tiempo
se transfiere a recipientes con medio de cultivo durante 6 dias (N° dias sin variacion en la
mortalidad). En algunos ensayos se utiliza tela de nailon en la parte superior para evitar la huida de
los insectos [77—79,85].
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= Método con medio de cultivo:
El método con medio de cultivo no garantiza la aplicacion de una dosis especifica sobre cada insecto
y pueden intervenir otras causas de muerte como la ingestion e interferir otros factores en el
bioensayo como la porosidad del tipo de grano utilizado. Por estas razones, es un método mas
recomendado para bioensayos simulados en el cual se evallen sustancias que ya reporten toxicidad
sobre la plaga. En este método se mezclan dosis del compuesto volatil o el AE diluido en 3 mL de
acetona con 100g de maiz, el cual se deja 15 min en campana. Posteriormente se agregan 20 g de

maiz en viales de 40 mL junto con los insectos. La mortalidad se determina a las 24 h [84,95].

Teniendo en cuenta los bioensayos efectuados para la actividad por contacto se resalta el método
topico, como el proceso mas acertado para atribuir la muerte del insecto mediante esta via. Debido
a que en la metodologia de papel filtro, no se garantiza el contacto de todos los insectos con la misma
cantidad de sustancia y asi mismo un efecto repelente también podria estar involucrado, mas al
tratarse de organismos trepadores. Las metodologias que emplean medio de cultivo con papel filtro
o la aplicacion en el mismo medio, resultan ser mas acertadas para bioensayos simulados, en vista
gue incluyen muchos factores, como el hecho de que el grano absorba el compuesto o que la muerte
del insecto no sea provocada por contacto sino por ingestion. De igual forma se recomienda utilizar
10 insectos por replica para facilitar el ensayo durante 24 h, a fin de determinar los compuestos mas
activos y efectivos para proximos estudios, aunque los datos registrados a mayor tiempo son un gran

aporte de los efectos a largo plazo, teniendo en cuenta que los AEs tienden a ser biodegradables.

A la hora de llevar estos estudios a escalas mas grandes, con un manejo éptimo de la plaga en un
silo, se encuentran algunas complicaciones desde las investigaciones base, como es el hecho de que
estas se enfocan principalmente a una sola etapa del ciclo de vida. Puesto que se ha identificado una
mayor susceptibilidad en las etapas activas (adulto y larva) durante la fumigacion, en comparacion
con las sedentarias (huevos y pupas), atribuido a las frecuencias respiratorias, siendo un enfoque de
interés para estudios posteriores. Una de las peculiaridades que también sobre salen en los reportes
de bioactividad, relacionada con la diversidad de los bioensayos, es que las dosis y concentraciones
aplicadas suelen reportarse en una amplia variedad de unidades de medida, lo cual dificulta la
comparacién de los datos. En la actividad fumigante se encontraron unidades de pL/L, pL/cm?,

mg/L, mg/mL y mg/cm?, por consiguiente, se recomienda ser normalmente expresado en la cantidad



Estado actual del tema 21

adicionada en mg por volumen de espacio (L) para AEs (mezclas) y en unidades de molaridad, (UM),
para compuestos puros. En la actividad por contacto se reportan unidades de pg, uL, mg/adulto,
ng/adulto, pg/g, mg/cm?, sin embargo, se sugiere reportar los datos como dosis aplicada (pg, mg)
por individuo o por g de insecto. Las unidades sugeridas, facilitarian la réplica de los datos reportados
y sus futuras aplicaciones como principios activos en la elaboracion de productos fitosanitarios
[96,97].

Aunque los insectos presentan diferentes blancos moleculares que pueden llevar a su muerte tal como
se exhibe en la figura 1.3, uno de los mecanismos de accion mas estudiados, son receptores del
sistema nervioso y enzimas. No obstante, es minimo lo que se conoce del mecanismo de accién de
los AEs y sus componentes frente a S. zeamais. Dentro de lo poco que se conoce del efecto de estas
sustancias sobre los receptores de los insectos se destaca el efecto de monoterpenoides de tipo fenol,
como timol y carvacrol, que pueden actuar como moduladores alostéricos positivos de receptores

GABA, y del eugenol y R-pulegona que causan un efecto activante sobre la octopamina [22,97,98].
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Figura 1.3: Mecanismos propuestos de toxicidad inducida por aceites esenciales y sus
constituyentes sobre insectos, imagen modificada [25,34]

1.5.3 Bioensayos enzimaticos.

Las investigaciones acerca de la accion de insecticida de sustancias provenientes de planta se han
enfocado, principalmente, en la evaluacion enzimatica, ya que al ser inhibidas pueden ocasionar la

muerte de los insectos por problemas de locomocidn y/o toxicidad celular. Debido a que el efecto
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insecticida pueden estar directamente relacionado con la alteracién del sitio blanco
(acetilcolinesterasa, canales de sodio y receptores GABA) o con la accion metabodlica, al inhibir o
activar un sistema de detoxificacion (oxidasas, peroxidasas y glutation-S-transferasas) [47,99,100].
Por consiguiente, la determinacion de la actividad catalitica de las enzimas desintoxicantes en
insectos se estudia mediante procesos in-vivo e in-vitro, para comprender el mecanismo de accion

0 el proceso de desintoxicacion de los xenobi6ticos [97,100-102].

=  Enzimas desintoxicantes

Glutation-S-transferasa (GST) - EC: 2.5.1.18

Pertenece a una familia multigénica de proteinas diméricas multifuncionales, se clasifican en
microsomal o citosolica de acuerdo con su ubicacion en la célula. Las cuales desempefian un papel
central en la desintoxicacion de xenobi6ticos y compuestos endégenos como carbonilos insaturados,
aldehidos, epdxidos e hidroperdxidos, producidos in-vivo por ruptura de macromoléculas, durante el
periodo de estrés oxidativo, al destruir el equilibrio redox. Estas enzimas pueden metabolizar los
insecticidas, al facilitar la deshidrocloracion reductiva o mediante reacciones de conjugacion con
glutatién reducido (GSH). Esta conjugacion se hace hacia los centros electrofilicos de compuestos
lipofilicos, como las piretrinas, produciendo metabolitos solubles en agua que se excretan mas
facilmente. Por consiguiente, también contribuyen a la eliminacion de las especies toxicas de

radicales libres de oxigeno producidas por la accion de los plaguicidas [46,101,103].

Para determinar la actividad de la enzima glutation-S-transferasa se suele utilizar el método
empleado por Habig, monitoreando espectrofotométricamente la conjugacion de 1-cloro-2,4-
dinitrobenceno (CDNB) con glutation reducido (GSH). Los cuales forman el conjugado 2,4-
dinitrofenil-S-conjugado, como se observa en la figura 1.4, el cual tiene una longitud de onda de
absorbancia maxima a 340 nm entre 25 a 30°C y un coeficiente de extincion es de 9.6 mM cm™
[104-106].
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CDNB

Figura 1.4: Reaccion de conjugacion de la actividad de Glutation-S-transferasa

Los estudios de compuestos volatiles sobre esta clase de enzimas son bastante escasos, puesto que
sus primeros reportes se rastrean hasta después del 2008, como es el caso del aceite esencial de
Rosmarinus officinalis, el cual ocasiona una disminucion en la actividad de las glutation-S-
transferasas en Sitophilus oryzae. Ademas, los pocos reportes que se encuentran se enfocan en
estudios genéticos que permiten establecer si los AES y sus componentes pueden estar
desintoxicandose mediante este mecanismo. Por tanto hasta la fecha se relacionan solo dos reportes,
uno del AE de Melaleuca alternifolia y otro de los compuestos terpinen-4-ol y a-terpineol como
sustancias inhibitorias de este sistema de estrés oxidativo, expresada en algunas partes de la
codificacion genética de la glutation-S-transferasa del insecto [104,107].

Oxido-reductasas

Son enzimas desintoxicantes no especificas que participan en la defensa antioxidante y catalizan las
reacciones de oxidacidn-reduccién, que tienen lugar a través de la transferencia de electrones o de
atomos de hidrdgeno u oxigeno de un dador (reductor) a un aceptor (oxidante). Los metabolitos
polares producidos por este mecanismo como las hidroxilaciones de carbonos, nitrégeno y oxigeno
y las desalquilaciones, resultan en productos desintoxicados, mientras que las epoxidaciones y
desulfuraciones (6rgano-tiofosforados), siempre producen metabolitos mas toxicos. A los
insecticidas sintéticos como carbamatos, fosforados y al DDT, se les atribuye desarrollo de
resistencia mediante este mecanismo de accion, al presentar mayor actividad oxidativa. Dentro de
este sistema oxido-reductor participan varias enzimas de importancia en los insectos como son

catalasa, peroxidasa, dehidrogenasa y las citocromo c-oxidasas [42,46,108].

Catalasa (CAT) -EC:1.11.1.6
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Hace parte del grupo de las esterasas, una enzima primordial en el mecanismo de accidn del sistema
de defensa antioxidante, donde una de sus funciones principales, es la desintoxicacion de
xenobidticos. Es una enzima tetrdmera que tiene en su estructura un grupo hemo, por lo cual
pertenece a las enzimas ferroporfirinicas. Esta proteina tiene una doble funcién, en primer lugar,
cataliza la eliminacion de peréxido de hidrégeno, subproducto del transporte de electrones
mitocondrial en la actividad de oxidasas, como la B-oxidacion de acidos grasos y la fotorrespiracion
(ecuacion 1.2). En segundo lugar, participa en la oxidacién con donores de hidrégeno (metanol,
etanol, &cido férmico, etc.) como se observa en la ecuacion 1.3 [42,46,47].

catalasa

2H,0, —— H,0 + 0, (Eq. 1.2)

Reaccion de eliminacion de perdéxido de Hidrégeno por medio de la catalasa

catalasa

ROOH + 2AH —— H,0 + ROH + 24~ (Eq. 1.3)
Reaccion de donores de hidrégeno metabolizada por catalasa

Se conocen varios métodos para medir la actividad catalitica de CAT y su inhibicidn, utilizando una
mezcla de reaccion a 25 °C de buffer fosfato, enzimay H,0, (1% — 2%). Una técnica es la medida
del cambio de extincion a 240 nm y/o disminucion de la absorbancia durante 1 a 2 min, o a través
de medidas indirectas mediante ensayos de fluorescencia [109-112]. Otra opcién es cuantificar el
peréxido de hidrogeno transformado por la catalasa, mediante el método de Sinha, siguiendo las
ecuaciones 1.4 y 1.5, método en el cual se determina la cantidad de perdxido no transformado, al
utilizar una solucién de dicromato de potasio en &cido acético (42.5 mM) como bafio de parada de
la actividad enzimatica. Se forma un precipitado inestable azul (acido percrémico), que al calentar a
100°C, produce acetato cromico de color verde, el cual es directamente proporcional a los pmol de
H, 0, remanentes, que se lee a una A 570 nm [113,114]. También se utilizan ensayos sencillos que
permiten medir la actividad enzimética, con buffer fosfato (0,05M), H,0, y Triton X-100 en tubos
de ensayo. Mediante interpolacion en una curva de calibracion, construida con la altura de las
burbujas de oxigeno generadas por la enzima atrapada en Triton X-100, las cuales se visualizan como

espuma [115].
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Cry0,%~ + 7H,0, —» 50, + 2Cr,04°" + 5H,0 +4H* (Eq. 1.4)

2C1,04°" + 6CH;C00™ - 2Cr(CH3C00)5 + 14 H,0 (Eq. 1.5)

Reaccion para medida la actividad enzimética de la catalasa mediante K,Cr,Oy

Acerca del efecto de componentes de AEs sobre plagas de productos almacenados, los estudios
publicados se enfocan, principalmente, en la evaluacién in-vivo, para determinar si dichos
compuestos estan inhibiendo o siendo desintoxicados mediante este mecanismo. En la literatura se
hallan escasos reportes, de efectos de disminucion de la actividad catalitica, como es el caso de
mentona sobre la CAT en T. castaneum y S. oryzae. En contraste también se encuentran algunas
publicaciones cientificas que favorecen la actividad de la CAT en insectos, como es el caso de anetol,
timol y pineno. Sin embargo, no se rastrearon registros acerca de la accion inhibitoria de los
constituyentes de AEs, sobre la CAT en S. zeamais [97,116].

=  Enzimas de funcién motora

Acetilcolinesterasa (AChE) - EC3.1.1.7

Es una proteina que puede hidrolizar el éster acetilcolina (ACh) produciendo colina y acetato, una
enzima de funcién motora con un papel importante como mensajero en las funciones nerviosas, ya
gue a niveles muy bajos pueden aparecer problemas por sobreestimulacion de la sinapsis colinérgica,
llegando hasta la muerte del insecto. La AChE es el sitio activo para 90 productos insecticidas
organofosforados y 30 carbamatos, los cuales evitan la hidrolisis de la ACh por fosforilacion o
carbamilacion del residuo de serina (activa el grupo OH") que se localiza en el subsitio estearico de

su centro activo [15,117].

El método analitico mas empleado para determinar la actividad catalitica de AChE y su inhibicién,
es de detencion colorimétrica, basado en la reaccion de Ellman. El cual emplea el &cido 5,5'-ditio-
bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB, también llamado Reactivo de Ellman) utilizando como sustrato el
yoduro de acetiltiocolina (AThChl). La hidrélisis de AThChl libera tiocolina, una molécula con un
grupo —SH libre capaz de reaccionar con el DTNB para dar un producto de sustitucion y el 5-tio-2-

nitrobenzoato (TNB-2) de color amarillo con un pico de absorbancia a 37 °C de 412 nm (figura 1.5)
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[117,118]. También se han desarrollado otros métodos que emplean esta reaccion in vitro en
combinacion con técnicas de cromatografia en capa delgada (CCD) reveladas por autografia y
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masa (CL-EM), para acetilcolina tetradeuterada.

Sin embargo, estos métodos aun presentan inconvenientes, como falsos positivos [119].
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Figura 1.5: Reaccion de medida de la actividad de acetilcolinesterasa

La AChE podria considerarse un blanco selectivo, ya que presenta un residuo de cisteina especifico
para insectos, siendo uno de los mecanismos de accién mas evaluados en el efecto insecticida de
AEs y algunos de sus constituyentes. El cual reporta diferentes estudios que han permitido establecer
algunos acercamientos al mecanismo de accién de los metabolitos volatiles en insectos. Por ejemplo,
algunos autores han establecido que dos monoterpenoides pueden unirse a una molécula de AChE a
la vez y muchas veces la unién del primer compuesto favorece la unién del segundo, indicando que
este tipo de sustancias pueden encontrar diversos sitios de unién con la enzima [25,34].
Adicionalmente, se registran algunos informes que indican a los monoterpenoides como causa de

mortalidad, al inhibir la actividad de AChE en insectos.

Sin embargo, la mayor parte de los estudios hacen referencia al efecto causado sobre otras especies
del género Sitophilus. En este caso diferentes publicaciones reportan la accién inhibitoria de algunos
compuestos sobre su AChE a 0.05 M sobre S. oryzae (geraniol, (-) carvona y (-) fenchona).
Encontrando que la mayor parte de los reportes datan el efecto inhibitorio en términos de la constante
de disociacién de inhibicion de la AChE (KI: mM), para carvacrol (0.05 mM), 1,8 cineol (0.084),
cimeno (0.05), eugenol (0.096), isoeugenol (0.11), isosafrol (0.71), limoneno (0,73), metil eugenol
(0.051), mentol (0.048), mentona (0.39), a-pineno (0.44), B-pineno (0.0028), a-terpineol (3.94) y
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timol (0.57). Incluso, se encontraron algunas publicaciones de Clso (mM) de la enzima de este insecto
a causa de (-) citronelal (18.4) trans-cinamaldehido (18.93), a-terpineno (73.68), terpinen-4-ol
(54.81) y (-) mentona (26.78) [25,120,121]. Los datos reportados podrian ser una guia en el estudio
del posible efecto neurotdxico de los metabolitos volatiles sobre S. zeamais, ya que solo se registra
un del efecto de monoterpenoides de tipo cetona (etanol absoluto) y reporta las Clsg (mMM) de R-
carvona (1.459), S-carvona (2.183), dihidrocarvona (2.218), pulegona (0.839), alcanfor (0.434),
piperitona (0.448) y mentona (0.516) sobre la AChE en S. zeamais [74].

El estudio del efecto causado sobre estos blancos moleculares es importante para llegar conocer el
mecanismo de accion, por el cual estan atacando las sustancias quimicas al insecto y asi mismo evitar
la generacion de resistencia [122]. Resistencia que segun Miller (1998) retomado por Rodriguez [46],
Badii [47] y Bisset [42], se puede diversificar en 4 categorias, como son comportamiento, de
penetracion y bioquimicamente, por alteracion del sitio blanco o por accion metabolica, tal como se
observa en la figura 1.6. Generalmente la aparicion de resistencia se puede presentar por el uso
indiscriminado de un solo compuesto que involucre un unico blanco de accién, como es el caso de
la resistencia que ha desarrollado S. zeamais frente a los controles quimicos DDT, cipermetrina,
diclorvos y fosfina. Por esta razon, el uso de AEs es una buena alternativa de control, al ser mezclas
de metabolitos secundarios volatiles que han presentado muy buenos resultados en cepas de insectos
resistentes a la fosfina, como es el caso de 1,8-cineol (Eucalyptus sp, fumigante), al no evidenciar
alguna resistencia cruzada [22,97,98]. No obstante, recordemos que estas mezclas son complejas y
su composicion puede depender de muchos factores, por lo cual la elaboracion de mezclas
insecticidas es una linea de investigacion cada vez mas estructurada, acogida de la farmacologia. La
elaboracién de mezclas se enfoca en disminuir la posible aparicion de resistencia y las dosis
implementadas, al utilizar combinaciones de compuestos, que puedan actuar por distintos
mecanismos de accion, que afecten al insecto por diferentes vias de acceso o en diferentes estadios
del ciclo de vida [15,96].
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1.6 Disenos de mezclas de sustancias insecticidas

Una mezcla es una combinacién de dos 0 mas sustancias que no reaccionan entre si, conservando la
identidad y propiedades quimicas de las sustancias que la constituyen [124]. Por lo tanto, el disefio
de mezclas de productos insecticidas se enfoca en complementar el rango de actividad de
componentes individuales, para controlar una gama de especies tan amplia como sea posible o para
brindar niveles de control mas altos y/o méas consistentes contra la misma especie. Este ultimo caso
podria ser a través de efectos complementarios con dos 0 mas sustancias, dirigidas a diferentes etapas
de vida de la misma plaga, o mediante efectos sinérgicos, preferiblemente con diferentes vias de
acceso insecticida, para dar un manejo apropiado a la resistencia. En este sentido, el disefio de
mezclas con efecto sinérgico insecticida, busca inhibir la desintoxicacién metabdlica, inhibir
diferentes dianas moleculares o aumentar la penetracion del insecticida, mediante absorcion en la

cuticula, en el sistema respiratorio y/o digestivo [38,96].

Dentro de la revision bibliogréfica acerca de mezclas de constituyentes de AEs, solo se registran 2
reportes sobre S. zeamais, evaluando la actividad toxica por contacto mediante el método de
superficie con papel filtro. Uno de estos reportes refiere a las especies Xylopia aethiopica y Vernonia
amigdalina, a partir de las cuales se elaboraron mezclas de sus constituyentes mayoritarios (1,8

cineol + B-Pineno + Mirtenal + linalool + a- pineno + L-carveol). En las cuales se mantuvo la
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proporcion en que se encontraban en el AE, a la dosis minima equivalente en la que los aceites
presentaron el 100% de mortalidad. En general la mezcla mostré una efectividad del 100% incluso
cuando no se adicion6 en ensayos distintos, mirtenal, linalool y a- pineno. Del estudio, los autores
resaltan el efecto sinérgico de B-Pineno, ya que al estar ausente en la mezcla solo se presentd una

mortalidad del 42% y al evaluarse solo, acabé con el 37% de la poblacion [77].

En el trabajo de Bekele & Hassanali, se utilizd la misma técnica de mezcla y bioensayo, con los
componentes mayoritarios (alcanfor + limoneno + 4-terpineol + 1,8-cineol + camfeno + t-
cariofileno) de los AEs de Ocimum kilimandscharicum y la O. kenyense (Labiateae), pero se
evaluaron mezclas de 5, 4, 3 'y 2 componentes. En la mezcla de todos los compuestos mayoritarios
se evidencio el 100% de mortalidad, incluso cuando no se combiné a trans-cariofileno y canfeno en
ensayos distintos. No obstante, al excluir de la mezcla al alcanfor, la mortalidad disminuyé
considerablemente (22%) y en su evaluacion individual presentd una mortalidad del 70%. Aun asi,
al combinar alcanfor con limoneno (23%) o con 1,8 cineol (47%), la actividad disminuyé de forma
significativa. De lo anterior los autores que la accion toxica por contacto se debe principalmente a la
presencia del alcanfor, aunque para obtener una mortalidad del 100% necesita estar acompafiado de
otros componentes como secuela de sinergia o adicidn, incluso se afirmé que al mezclar alcanfor

con 1,8 cineol se evidencié un efecto antagénico [78].

1.6.1 Modelos de mezclas

El estudio de los efectos sinérgicos es un campo fuerte en la combinacién de farmacos que se ha ido
aplicando a la agroindustria [96,125]. En estos estudios existen 3 clases de interaccidn: aditiva, si la
respuesta de una combinacion es justo lo que se esperaba de la relacidn dosis-respuesta de la mezcla;
sinérgica, si la respuesta es mayor a la esperada y antagonica, si la respuesta es menor a la esperada
[126]. Sin embargo, la definicion de sinergismo todavia esta en debate, ya que depende de un modelo
de interaccion cero o aditivo, para ser usado como referencia, en el cual se han enumerado hasta 13
enfoques y modelos. Aun asi, histéricamente se han usado 3 modelos principales de interaccién cero,
independencia de Bliss, aditividad de Loewe y el método de efecto mediano de la ley de accion de
masas [125,127]. A pesar de que los 3 modelos son consistentes con el isobolograma cléasico y su
ecuacion (indice de interaccion de Berenbaum), este Ultimo es el mas reciente y llamativo, ya que

aunque el modelo de aditividad de Loewe es de referencia universal, el de accion de masas permite
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la elaboracion y linealizacion de curvas dosis-efecto con un minimo de 2 puntos de concentracion
[33,126].

Después de escoger el modelo de interaccion cero, se debe tener en cuenta que existen varios
métodos para evaluar la interaccion de componentes activos en una combinacién, como son matriz
diagonal, isobolas, superficie isobolar (combinacion de tres compuestos), indice de interaccion y
superficie de respuesta. El analisis isobologréfico y el método del indice de interaccion no son de
aplicacion universal y dependen del nivel de letalidad o efecto, una isobola o linea de aditividad se
relaciona con un efecto Unico, y un indice de interaccién solo con un par de dosis Unicas. Para
representar el conjunto completo de niveles de letalidad (desde DL, hasta DLgg), Se pueden construir
todas las isobolas en tres dimensiones, creando asi una superficie de respuesta. La cual ilustra el
efecto de la mezcla (eje Z) frente a las dosis de los componentes (x, y) y presenta una interaccion
completa en todos los pares de dosis [127]. Durante la Gltima década, los estudios de interaccion se
han evaluado cada vez mas sobre la base de un modelo de superficie de respuesta, una de las razones
es la declaracion de Berenbaum, quien asegura que las isobolas no son consistentes sobre
combinaciones no probadas [31,125,127]. Por tanto, los enfoques para elegir un modelo de
evaluacion de interaccién de componentes activos, son empiricos o funcionales y aln no esté claro,
si un modelo elegido es el mejor para aproximar la informacion de los datos, lo cual dependera del

criterio del investigador [127].

= Modelo superficie de respuesta

Esta metodologia ya se ha utilizado para el desarrollo de fito-formulaciones de AEs con alta actividad
acaricida y en la determinacion de efectos de proporcionalidad de especies vegetales en plantaciones
de conservacion, sobre la aparicion de artrépodos depredadores [32,128]. EI MSR permite la
prediccion de proporcionalidad optima con un minimo de datos experimentales, fundamentado en el
ajuste de ecuaciones matemaéticas. Las cuales modelan la superficie de respuesta en todo el espacio
del factor simplex, al cual se le debe probar la adecuacion del modelo seleccionado, para asegurar
que sea una buena herramienta de prediccion. Aunque el modelo més recomendado es el cuadratico,
se deben probar también el modelo lineal y cubico que se muestran en las ecuaciones 1.6, 1.7y 1.8
seleccionando aquel que presente mejor coeficiente de ajuste (r), donde y es la respuesta predicha,

b;, b;;, b;;, son los coeficientes de regresion de la funcién y x; es el compuesto individual [31,32].

ijr Yij
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Lineal Y= by xx;+ by xx; 4+ by xx3 (Eq. 1.6)
Cuadratico Y= by *x;+ by *xy + by * X3+ bip *Xq * Xy + byg *x X1 % X5+ byg * X, x Xg (Eq. 1.7)

Especial cubicoy = by # x; + b, * x5 + by * X3 + byp * X1 * X5 + byg * X1 * X3 + byz * X % X3 + byp3 * x1 % x5 * x5 (EQ 1.8)

La distribucion uniformemente espaciada de puntos en un simplex (g), se conoce como lattice (m),
donde q indica el nimero de componentes en la mezcla, siendo g = 3 correspondiente a un espacio
factorial de un triangulo equilatero y de q = 4 a un tetraedro. Uno de los sistemas mas sencillos es el

disefio simplex-lattice {q, m}, con un espacio factorial de 3 componentes y un modelo de segundo

. . . . . . 1
grado, cuyas coordenadas se definen mediante las siguientes combinaciones: x; = O,;, , 1. ES

2
m
decir, la lista de las combinaciones para el modelo {3,2} consiste en seis puntos en el limite del
triangulo, donde los vértices corresponden a compuestos puros y los puntos medios en los bordes
indican combinaciones binarias (figura 1.7). Para este modelo los valores positivos, del coeficiente
de relacion entre un término y la variable respuesta, indican sinergismo y los valores negativos,

antagonismo [31,32].

% (1,0.0)

X (0,10} %~ D, X3 (0.0,1)

Figura 1.7: Disefio Simplex-lattice {3,2}

= Modelo del efecto mediano de la ley de accién de masas

El indice de combinacion fusiona el principio fisicoquimico de la ley de accién de masas con el
principio matematico de induccion y deduccion, derivando la teoria general de dosis — efecto, con la
teoria unificada de cuatro ecuaciones basicas en las ciencias biomédicas promovidas por Henderson-
Hasselbalch, Michaelis-Menten, Hill y Scatchard. Ademas, de derivar no solo el teorema del indice
de combinacién (IC), sino también la ecuacién del isobolograma y del indice de reduccion de dosis

(IRD). ElI modelo del efecto mediano de la ley de accion de masas puede utilizarse tanto para predecir
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el efecto sinérgico con proporciones constantes y variables, como para verificar el sinergismo entre

los componentes de una combinacion dada [129].

El objetivo del indice de combinacion es cuantificar el efecto de la mezcla de los compuestos y
obtener un resultado que muestre la sinergia entre sus componentes. La sinergia se puede definir
como un mecanismo que refleja la accion concertada de dos o mas factores en un resultado dado de
un sistema. Esta accion concertada, produce un efecto amplificado positivo o negativo en
comparacion con el efecto producido por cada factor individual [130]. El IC simula
computacionalmente los efectos especificos de los componentes de la mezcla (sinergismo, aditividad
y antagonismo), mediante la ecuacion 1.9

D); . (D)j D); (D)j
Ie= ((D)).+(D )~ ” Vg © ] Ty ¥ (Eq.1.9)
xo x4 CLSOi[(faX)i/(l_(faX)i)] ™ CLSOj[(fax)j/(l_(fax)j)] "

Donde, D; es la concentracion o dosis del compuesto i, D; es la concentracion o dosis del compuesto
J, (Dy); es para D; “sola” que inhibe un x%del sistema, f, es la toxicidad fraccional a x% de
mortalidad y m es el coeficiente de la sigmoidicidad de la curva dosis- respuesta [33]. Sefialando
que un componente posee efecto sinérgico sobre la actividad observada (fumigante o contacto) f(x),
si la dependencia del componente quimico con respecto a la actividad demuestra super-aditividad,

como se exhibe en la siguiente la ecuacion 1.10

flx1+x2) = fxq) + fx2) (Eq. 1.10)

Chou [33], describe la interaccion de los componentes de una mezcla con rangos de IC, tal como se
expone en la tabla 1.1, cuya representacion grafica supera las limitaciones de los isobologramas, que
solo puede aplicarse para mezclas binarias, al permitir representar la interaccion en la combinacion

de 3 0 mas compuestos.

Tabla 1.1: Descripcion y simbolos de sinergismo o antagonismo en estudios de combinacion de
compuestos activos con base en el método de indice de combinacion [33]

Rango de indice de combinacion Descripcion Simbolos calificativos
(U®)
<01 sinergismo muy fuerte +++++

0.1-0.3 sinergismo fuerte ++++
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0.3-0.7 sinergismo +++
0.7-0.85 sinergismo moderado ++
0.85-0.90 sinergismo leve +
0.90-1.10 casi aditivo *
1.10-1.20 antagonismo leve -
1.20-1.45 antagonismo moderado --
1.45 -3.30 antagonismo ---
3.30-10.0 antagonismo fuerte ----
>10.0 antagonismo muy fuerte ----

El IRD mide cuantas veces se puede reducir la dosis de cada compuesto en una interaccion sinérgica
a un efecto dado, en comparacidn con las dosis de cada uno de los componentes. Este indice también
es beneficioso para efectos aditivos y antagonicos, donde el valor del IRD para cada compuesto esta
dado por las ecuaciones 1.11 y 1.12. Las cuales indican, reduccion de dosis favorable para IRD >1,
la no reduccion de dosis para IRD = 1y reduccién desfavorable de dosis para IRD < 1.

oy, D)
It = (IRD); t (IRD)]' (Eq 111)
CLso [(Fax)i/ 1= (fa))] /™
(IRD); = —X (Eq. 1.12)

(D)i

Dentro de la revision del efecto sinérgico y/o antagonico con constituyentes de AEs contra S.
zeamais, también se encontré un estudio de actividad fumigante en el que combinan diferentes
cetonas monoterpénicas (R-(+)-pulegona, timo-quinona, R-carvona, S-carvona y dihidrocarvona),
con butoxido de piperonilo (BOP), implementando el indice de combinacién del modelo de efecto
mediano de la ley de accion de masas, el cual indico efectos antagdnicos en todos los casos. Sus
resultados sugieren que el BOP esté inhibiendo la biotransformacion de la pulegona en un derivado
mas toxico, el mentofurano, al igual que en las otras cetonas a timol, carveol y dihidrocarveol. Este
fendmeno fue determinado por un andlisis de los compuestos volatiles formados como resultado del

metabolismo del insecto, mediado por la enzima citocromo-P450 [12,33]. No obstante, también se
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registran reportes del efecto sinérgico del BOP con mentopreno en la inhibicion del crecimiento

contra cepas resistentes de S. zeamais [38].
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Figura 2.1 Diagrama metodoldgico del estudio de la accidn insecticida de constituyentes quimicos
presentes en AEs y su efecto sobre enzimas desintoxicantes y de funcién motora en S. zeamais
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2.1 Toxicidad fumigante y por contacto sobre S. zeamais de
constituyentes quimicos presentes en aceites esenciales
bioactivos.

2.1.1 Seleccion y obtencidn de constituyentes quimicos volatiles

A partir de los trabajos realizados previamente por el equipo de investigacion y de una revision
bibliogréafica previa (anexo A), se seleccionaron los compuestos objeto de estudio. Se tuvieron en
cuenta cuatro criterios para seleccionar los compuestos volatiles, los cuales se describen a

continuacion:

1. Componentes mayoritarios (> 4.0 %) presentes en los AEs previamente caracterizados por
el equipo de investigacion (anexo A.1). Este criterio condujo a seleccionar 27 compuestos.

2. Constituyentes presentes en mas de un AE bioactivo, sin importar si se encontraban en bajas
concentraciones, seleccionado de esta forma 7 compuestos.

3. Componentes minoritarios en al menos un AE activo (fumigante y/o toxico por contacto),
que no presentan reportes previos de accion insecticida frente a S. zeamais, a excepcién de
R-(-)-terpinen-4-ol, que también reporta efectos genéticos en la inhibicion de GST. La
informacidn se obtuvo a partir de la revision descriptiva, consignada en el anexo A.2, por
tanto, con este criterio se incluyeron 6 compuestos.

4. Compuestos que exhiben alguna relacion estructural con los componentes escogidos. En este
sentido, aprovechando la revision descriptiva y que los componentes reportados con mayor
potencial fumigante contienen la funcién organica cetona y que los de mayor potencial

toxico por contacto corresponden a fenilpropanoides, se incluyeron otros 10 compuestos.

Con los cuatro criterios descritos se seleccionaron 49 compuestos volatiles. No obstante, debido a
que se pudo acceder a los enantiomeros Ry S de pulegona y carvona por separado, la muestra inicial
de estudio estuvo constituida por 51 compuestos. En la tabla 2.1 se presentan los nombres de los
compuestos seleccionados, asi como los datos relacionados con pureza y fuente de obtencion. En la
tabla se describe que 48 de los 51 componentes se obtuvieron de casas comerciales, mientras que los
cuatro compuestos restantes fueron aislados de AEs o sintetizados a partir de precursores
comerciales. En este caso los compuestos estragol y piperitona fueron aislados a partir de los AEs

de las especies Piper aduncum y Artemisia dracunculus, respectivamente. Los compuestos 2S,5R-
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isopulegona y R-pulegona fueron sintetizados a partir del 1R,2S,5R-isopulegol. En el anexo B, se
resume el proceso de aislamiento y sintesis de los compuestos, junto con sus respectivos espectros

de identificacion.

Tabla 2.1: Constituyentes quimicos volatiles seleccionados

Cod Criterio Compuesto Pureza  Adquisicion Cod Criterio Compuesto Pureza  Adquisicion
seleccion (%) seleccion (%)
1 1 a-Pineno 97.0 Merck © 38 1 Piperitona 96.0 Aislamiento
2 1 B-Pineno 98.0 Merck © 39 3 2S,5R-lisopulegona  97.0  Sintesis
3 1 Sabineno 75.0 Sigma Aldrich © 41 4 a,B-Tujona (70:10) 79.9 Sigma Aldrich ©
5 1 §-3-Careno 90.0 Sigma Aldrich © 44 1 Acetato de geranilo  97.0 Sigma Aldrich ©
6 2 a-Terpineno 90.0 Sigma Aldrich © 45 4 Acetato de linalilo 98.0 Sigma Aldrich ©
7 1 R-(-)-a-Felandreno 95.0 Sigma Aldrich © 46 3 Acetato de L-mentilo 98.0 Sigma Aldrich ©
8 1 DL-Limoneno (1:1) 95.0 Merck © 47 1 Acetato de terpinilo  96.0 Sigma Aldrich ©
9 1 y-Terpineno 97.0 Sigma Aldrich © 50 1 B-Cariofileno 80.0 Sigma Aldrich ©
10 1 Terpinoleno 85.0 Sigma Aldrich © 52 2 Farneseno 97.0 Sigma Aldrich ©
14 1 p-Cimeno 90.0 Merck © 53 4 Nerolidol 98.0 Merck ©
16 1 Timol 99.5 Sigma Aldrich © 54 2 Farnesol 97.0 Merck ©
17 1 Carvacrol 98.0 Sigma Aldrich © 55 2 Safrol 97.0 Sigma Aldrich ©
18 1 Linalool 97.0 Merck© 56 2 Eugenol 99.0 Sigma Aldrich ©
19 1 a-Terpineol 96.0 Alpha Aesar © 57 2 Metil eugenol 90.0 Merck ©
20 3*  R-(-)-Terpinen-4-ol  95.0 Sigma Aldrich © 58 4 Isoeugenol 98.0 Merck ©
21 4 Geraniol 97.0 Alpha Aesar © 59 3 Metil isoeugenol 98.0 Sigma Aldrich ©
28 4 1R,2S,5R-Isopulegol  98.0 Sigma Aldrich © 60 1 Estragol 95.0 Aislamiento
29 1 1,8-Cineol 99.0 Sigma Aldrich © 61 1 trans-Anetol 98.0 Merck ©
32 1 Citronelal 935 Merck © 67 4 2-Nonanona 99.0 Sigma Aldrich ©
33 1 Citral 95.0 Sigma Aldrich © 68 4 2-Decanona 98.0 Sigma Aldrich ©
34 1 1R-(-)-Fenchona 98.0 Sigma Aldrich © 69 2 2-Undecanona 98.0 Alpha Aesar ©
35 1 Alcanfor 96.0 Sigma Aldrich © 70 4 4-Undecanona 98.0 Alpha Aesar ©
36.a 1 R-(+)-Pulegona 90.0 Sintesis 71 3 Decanal 96.0 Alpha Aesar ©
36.b 1 S-(-)-Pulegona 98.0 Sigma Aldrich © 72 1 n-Nonano 99.0 Merck ©
37.a 1 S(+)-Carvona 96.0 Sigma Aldrich © 73 3 Nonanal 95.0 Sigma Aldrich ©
37.b 1 R-(-)-Carvona 98.0 Sigma Aldrich ©

Criterios de seleccion: 1. Componentes mayoritario (> 4.0 %), 2. componentes minoritarios de dos 0 mas AEs bioactivos, 3. componentes
minoritarios sin reporte bibliograficos, 4. Componentes con similitud estructural a los compuestos seleccionados
*compuestos con reportes inhibitorios sobre una de las enzimas de interés del insecto.

2.1.2 Insectos

Para los ensayos de actividad insecticida se utilizaron adultos de S. zeamais entre 10 a 20 dias de
emergidos, los cuales se obtuvieron de una cria establecida en los laboratorios del equipo de
investigacion. Para renovar los pies de cria se realizaron mezclas de maiz harinoso ICA variedad
508 y maiz amarillo ICA variedad 105, sometidos a un pretratamiento que incluyd un
almacenamiento a —20 °C por un periodo de 72 h., seguido de un lavado con agua y calentamiento a
80°C hasta obtener el maiz seco. El maiz tratado se dispuso en cajas plasticas con selle hermético a
las cuales se les hizo un pequefio orificio que fue cubierto con tela de visillo. En cada caja se

adicionaron entre 20 - 30 adultos, los cuales se mantuvieron dentro de una camara de cultivo en
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oscuridad bajo condiciones de humedad (70 £ 5% HR) y temperatura (28 + 2 °C), tal como se

muestra en la figura 2.2 [27,84].

Figura 2.2: Camara de cultivo para las crias de S. zeamais

2.1.3 Ensayo de toxicidad fumigante

Los 51 compuestos fueron evaluados a una concentracién de 150 mg/L (equivalente a una
concentracién entre 650 a 730 uM), mediante el método PTFE que se esquematiza en la figura 2.3.
En la parte superior de un vial &mbar de 22 mL se aplicé una solucién de PTFE (politetrafluoruro de
etileno) al 15% y se dejo secar por 5 minutos en campana. Posteriormente, se aplicaron dosis entre
3.0 a 5.0 pL de cada compuesto en discos de papel filtro Whatman® de 1.5 cm de didmetro, que
fueron ubicados en el orificio del vial que contenia 10 insectos sin sexar, y se cerro el vial con tapa
rosca. El control negativo, se realiz6 de igual forma, pero sin la aplicacién del compuesto y como
control positivo se emple6 diclorvos (Nuvan® 50 EC). Se efectuaron cinco réplicas en dos ensayos
independientes para todos los tratamientos, bajo condiciones controladas de temperatura y humedad
(28 £ 2 °Cy 70 + 5% HR). Después de 24 h se determiné el niumero de insectos muertos en cada
vial, al no registrar movimiento de patas o antenas al estereoscopio, después de 15 s de estimulacion
con alfiler entomoldgico [69,90-94]. Los porcentajes de mortalidad se calcularon con la formula de
correccion de Abbot (ecuacion 2.1), mientras que los gréficos se realizaron en el software GraphPad
Prism 8 [131].
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%M — (%MCompuesto_%MControl) % 100 (Eq 21)

%M control

Figura 2.3: Iméagenes del bioensayo de la actividad fumigante mediante el método PTFE.

A los compuestos volatiles que exhibieron mortalidades mayores o iguales al 60% a la maxima
concentracién evaluada, se probaron a diferentes concentraciones (6 a 8) para estimar algunos
valores de concentraciones letales (CLso, CLso, CL7sy CLgp). Para este estudio se vari6 el volumen
del vial, usando viales de 22, 140, 270 y/0 518 mL, con el fin de evitar el uso de solvente y minimizar
errores del instrumento de medida en las dosis aplicadas. Para realizar la estimaciéon de las
concentraciones letales, se utilizé un disefio factorial y de efectos fijos, con distribucion de
probabilidad normal, en el software IBM SPSS Statistics, aplicando un modelo de regresion Probit
[132]. En el cual, M;j; es la proporcion de individuos muertos, al aplicar el iécimo compuesto
voldtil, en el k écimo individuo de la j écima unidad experimental (10 insectos) y C; es el efecto de
la concentracion de cada i écimo compuesto dosificado (i: 1,2 ... 7 6 8). De este modo, cada i tiene

la 7z, (probabilidad de proporcion M;j; ). Por lo tanto, el modelo Probit ajustado para cada i écimo

compuesto estd dado por la ecuacion 2.2. Donde: u; y 5; son el intercepto y la pendiente,
respectivamente y ¢~1, es el inverso de la distribucién normal estandar. Asi, cuando m; ik =05se

utiliza para estimar la CL;5, y del mismo modo, se estiman las CLsoy CLgo [133].

¢ (miji) = wi + BiC (Eq.2.2)
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2.1.4 Analisis cluster de la toxicidad fumigante

Se implementd la metodologia cluster en el software Rstudio con el fin de relacionar el potencial
fumigante de los metabolitos volatiles, con pardmetros asociados a rasgos fisicoquimicos y
bioquimicos propios de los compuestos. Los pardmetros que se utilizaron incluyen la presion de
vapor (Pv), coeficiente de reparto octanol/agua (LogKow), el precursor biosintético, el nimero de
insaturaciones, el tipo de cadena carbonada, el tipo de compuesto y su funcion orgénica (tipo y
posicién). En los clusters, el vector de variables incluyo la respuesta de letalidad (CLso CLso, CLgo,

B;) como variable cuantitativa y el tipo de esqueleto carbonado, como variable categorica ordinal,

teniendo en cuenta que este puede ser un aspecto estérico importante en la interaccion con el sitio
activo [134]. Las variables utilizadas en este andlisis se resumen en el anexo C.1, organizadas en

términos de su CLsq.

Los algoritmos de la metodologia cluster se basaron en distancias euclidianas y se utiliz6 el método
Ward’s como medida de distancia entre grupos, al presentar el mejor coeficiente de aglomeracion
(R: 0.9977, anexo C.2). Este mismo método de aglomeracién se utilizé para establecer el nimero de
clusters (k) mas apropiado para los datos, obteniendo un valor de k=3, mediante la aplicacién de los
indices Hubert y D-index, (anexo C.3) [135,136]. Después de establecer los parametros de medida
se efectud el modelo por particion k-means (no supervisado definido por un centroide), puesto que
se suele utilizar en el agrupamiento de estructuras quimicas, para encontrar grupos ocultos sobre un
conjunto de datos [137]. Esta metodologia se implementé al obtener la mejor distribucién de los

compuestos volatiles, influenciada por la variable cualitativa (contrastado con el método agnes).

Finalmente, se realiz6 un andlisis cualitativo de estructura actividad, a partir de un perfilado de los
3 grupos formados mediante la metodologia cluster. Las caracteristicas generales se plasmaron en
un gréfico de frecuencias, con el objeto de identificar rasgos propios de los compuestos que
conforman cada grupo. En el anexo C.1 se describen los parametros utilizados y organizados en
términos de la CLso de los compuestos activos, los cuales incluyeron funcién organica, esqueleto

carbonado, precursor biosintético y presion de vapor (Pv).

2.1.5 Ensayo de toxicidad por contacto

La toxicidad por contacto se determiné por el método topico ilustrado en la figura 2.4. Grupos de 10

insectos fueron inmovilizados sobre una caja de Petri al someterlos a baja temperatura (0°C). Con
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una microjeringa biselada se aplicaron 0.20 pL de soluciones a 0.25 mg/uL del compuesto en n-
hexano sobre el térax dorsal del insecto, para finalmente evaluar una dosis de 50 pg/adulto. Los
adultos tratados se transfirieron a viales de vidrio &mbar de 22 mL. En el control negativo, se
emplearon insectos sometidos al bafio frio, a los cuales se les aplicaron 0.20 de n-hexano, y como
control positivo se utilizé cipermetrina (Hawker® 25 EC). Para cada ensayo se realizaron 4 réplicas,
manteniendo condiciones controladas de temperatura y humedad (28 + 2 °C y 70 * 5% HR).
Transcurridas 24 h se determind la mortalidad, considerando muertos a los insectos que no movian
patas o antenas después de 15 s de estimulacion con alfiler entomoldgico [27,83]. Los porcentajes
de mortalidad se calcularon con la férmula de correccion de Abbot (ecuacion 2.1), mientras que los
gréficos se realizaron en el software GraphPad Prism 8 [131].

Figura 2.4: Iméagenes del bioensayo de toxicidad por contacto empleando el método topico.

Las sustancias que exhibieron mortalidades mayores o iguales al 60% se sometieron a una busqueda
de rango de dosis, evaluando ente 6 a 8 dosis de diluciones del compuesto en n-hexano. Los
resultados obtenidos se sometieron a un modelo de regresion Probit, para estimar las dosis letales
(DLs) en el software IBM-SPSS [138]. Para realizar la estimacion de las dosis letales, se implementd
la misma metodologia descrita en el apartado 2.1.3, para las CLsdel efecto fumigante, donde C;; serd

el efecto de la dosis de cada i écimo compuesto [133,138].

2.1.6 Analisis cluster de la toxicidad por contacto

Se implemento la metodologia cluster en el software Rstudio con el fin de relacionar la eficiencia de
los compuestos volatiles, con parametros asociados a rasgos fisicoquimicos y estructurales propios
de los compuestos, como se habia mencionado en el anélisis cluster de actividad fumigante. En los

clusters, el vector de variables incluyo la respuesta de letalidad (DLso DLso, DLgo, 8,), como variables
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cuantitativas y el tipo de esqueleto carbonado, como variable categérica ordinal, las cuales se

resumen en el anexo C.4

Los algoritmos de la metodologia cluster se basaron en distancias euclidianas y se utiliz6 el método
Ward’s como medida de distancia entre grupos (anexo C.5), al presentar el mejor coeficiente de
aglomeracion (R = 0.9162). Este método de aglomeracion también se utilizé para establecer el
namero de clusters (k) més apropiado para los datos, obteniendo un valor de k=3, mediante la
aplicacion de los indices Hubert y D-index, (anexo C.6) [135,136]. Después de establecer los
parametros de medida se efectud el modelo jerarquico agnes (variables en funcién a su similitud), el
cual se recomienda para clusters pequefios [136,139]. Esta metodologia se implement6 al obtener la
mejor distribucion de los compuestos volatiles (contrastado con k-means).

Finalmente, se realiz6 un andlisis cualitativo de estructura actividad, a partir de un perfilado de los
3 grupos formados mediante la metodologia cluster. Las caracteristicas generales se plasmaron en
un grafico de frecuencias, con el objeto de identificar rasgos propios de los compuestos que
conforman cada grupo. En el anexo C.4 se describen los pardmetros utilizados y organizados en
términos de la DLso de los compuestos activos, los cuales incluyeron tipo de compuesto, tipo de

esqueleto carbonado, funcién organica, precursor biosintético y coeficiente de reparto (Logkow).

2.2 Estudio para potencializar la accion insecticida frente a S.
zeamais a partir del diseio de mezclas con metabolitos
volatiles bioactivos.

2.2.1 Predisefo de Mezclas

En el predisefio de mezclas se propusieron combinaciones ternarias de los componentes bioactivos,
de forma independiente para la actividad fumigante y por contacto. Para establecer los compuestos
a mezclar se utilizaron los grupos formados en los anélisis cluster, teniendo en cuenta las
caracteristicas estructurales de los miembros de cada grupo (funcion organica, esqueleto carbonado
y precursor biosintético). Adicionalmente, algunas de las mezclas propuestas se fundamentaron en
la composicion quimica reportada de los AEs bioactivos, de los cuales se seleccionaron los

compuestos volétiles (anexo A.1). En este sentido, se plantearon mezclas entre los compuestos
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pertenecientes al mismo grupo y entre grupos distintos. Las mezclas predisefiadas para la toxicidad
fumigante se codificaron como M1 a M20 y para la toxicidad por contacto se codificaron como MC1

a MC9, tal como se observa en la tabla 2.2.

Tabla 2.2: Mezclas ternarias predisefiadas de compuestos volatiles bioactivos.

Mezclas
Mezcla . o L
ternarias Criterio para la combinacién de compuestos
(Cod)
(A+B+C)

Toxicidad fumigante

Cetonas monoterpénicas del cluster G1, derivados del del catién a-terpinilo que difieren

M1 cCl1 C3 4 .. - L P
en la posicion de la funcidn orgénica principal y la estereoquimica (carvona)

cetonas monoterpénicas del cluster G1 que difieren en la posicion de la funcién organica

M2 1 C2 ¢C3 S
principal

monoterpenoides monociclicos del cluster G1, derivados del del catién a-terpinilo que

M 1 7
3 ¢ G C discrepan en sustituyente (cetona/alcohol).

monoterpenoides monociclicos del cluster G1 que discrepan en el precursor biosintético

M4 S y sustituyente (cetona/alcohol)

Monoterpenoides monociclicos pertenecientes a los clusters G1y G3, que hacen parte de
M5 Cl (C3 C16 los constituyentes de los AEs L. alba (C3-C16) y M. septentrionalis (C1, C16) y difieren en

sustituyente (sin sustituyentes/ cetona)

Monoterpenoides monociclicos pertenecientes a los clusters G1y G3, que hacen parte de
M6 C22 (C3 C16 los constituyentes de los AEs L. alba y difieren en posicidn y tipo de sustituyente (sin

sustituyentes/ cetona)

Monoterpenoides del grupo G1, que difieren en esqueleto carbonado, precursor

M7 cg8 C3 cCcio . . ., . . .
biosintético y sustituyente (cetona/éter)

Monoterpenoides del grupo G1, que difieren en esqueleto carbonado, precursor

M 7
8 8 C ce biosintético y sustituyente (cetona/alcohol)

Compuestos pertenecientes a los clusters G1y G2, que hacen parte de los constituyentes

M9 cl2 3 clo del AEs de Xylopia discreta (C12, C10)

Monoterpenoides pertenecientes a los clusters G1 y G3, que hacen parte de los

M14 1 1 1
10 cié C19 constituyentes de los AEs Eucalyptus sp. y Ocotea sp (C19, C16)

Monoterpenoides pertenecientes a los clusters G1 y G3, que hacen parte de los

m14 €10 €16 19 constituyentes de los AEs Eucalyptus sp. y Ocotea sp (C19, C16)

Monoterpenoides con funcidn orgdanica hidrocarburo, pertenecientes a los clusters G2 y
mM12 C18 (C21 C15 @3, que hacen parte de los constituyentes de los AEs C. sempervirens y Z. monophyllum
(c18, C21)

Monoterpenoides con funcidn organica hidrocarburo, pertenecientes a los clusters G2 y
G3, que hacen parte de los constituyentes de los AEs P. el-metanum y C. album (C12, C14)

M13 C14 Ci12 Ci16

Monoterpenoides pertenecientes a los clusters G1 y G3, que hacen parte de los

M14 c10 cle 19 constituyentes de los AEs Eucalyptus sp. y Ocotea sp (C19, C16)

Compuestos pertenecientes a los clusters G2 y G3, que hacen parte de los constituyentes
del AE C. sempervirens (C12, C13)

Monoterpenoides pertenecientes a los clusters G1, G2 y G3, que hacen parte de los
M16 C10 Cl1l6 C18 -constituyentes del AE Xylopia discreta y se basan en los resultados de M12, discrepando
en sustituyente (sin sustituyente/ éter)

M15 Cl1 C12 cC13
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Mezclas
Mezcla . . L
ternarias Criterio para la combinacién de compuestos
(Cod)
(A+B+C)

Monoterpenoides pertenecientes a los clusters G1, G2 y G3, que hacen parte de los
m17 C10 C5 C18 constituyentes del AE Z. monophyllum (C10, C18) y se basan en los resultados de M12,
discrepando en el sustituyente (sin sustituyente/ alcohol/ éter)

Monoterpenoides pertenecientes a los clusters G1 y G2, que hacen parte de los
mM18 Cl (22 (18 constituyentes del AE M. septentrionalis (C1, C18) y se basa en los resultados de M12

discrepando en el sustituyente (sin sustituyente/ cetona)

Monoterpenoides pertenecientes a los clusters G1 y G2, que hacen parte de los
mM19 C3 C15 C18 constituyentes del AE C. sempervirens (C15, C18) y se basa en los resultados de M12,

discrepando en el sustituyente (sin sustituyente/ cetona)

Monoterpenoides pertenecientes a los clusters G1 y G2, que se basa en los resultados de

M20 C6 (C23 Ci15 . . .
M12 y discrepa en el sustituyente (sustituyente/ cetona)

Toxicidad por contacto

Compuestos pertenecientes a los clusters G1y G2, que hacen parte de los constituyentes
MC1 Cl C25 C26 del AE Lippia sp. (C25, C26) y difieren, principalmente, en esqueleto carbonado

(monociclico/aromatico)

Compuestos pertenecientes a los clusters G1, G2 y G3, que hacen parte de los
McC2 C9 (25 C26 constituyentes del AE Lippia sp. (C24, C25) y difieren, principalmente, en esqueleto

carbonado (aciclico/aromatico)

Compuestos pertenecientes a los clusters G1 y G3, que hacen parte de los constituyentes
MC3 Cl C25 C34 del AE Lippia sp. (C25, C26) y difieren, principalmente, en esqueleto carbonado

(monociclico/aromatico)

Compuestos pertenecientes a los clusters G1y G3, que hacen parte de los constituyentes
mMca C25 C26 (€34 del AE Lippia sp. (C25, C26) y difieren, principalmente, en esqueleto carbonado

(aciclico/aromaético)

Monoterpenoides pertenecientes a los clusters G1 y G3 que hacen parte de los
MC5 Cl C5 C10 constituyentes de los AEs Z. monophyllum (C5, C10) y S. Viminea (C1, C10) y difieren en el

precursor biosintético

Monoterpenoides pertenecientes a los clusters G2 y G3 que hacen parte de los

mce €25 €37 €33 constituyentes del AE C. nardus

Monoterpenoides pertenecientes a los clusters G1 y G3 que hacen parte de los

MC7 27 7 C2
¢ ¢ €37 C28 constituyentes del AE C. citratus

compuestos pertenecientes a los clusters G2 y G3, que hacen parte de los constituyentes

mcs €29 (1l c28 de los AE /. verum (C29, C11) y O. basilicum (C11, C28)

Monoterpenoides pertenecientes a los clusters G1 y G3, que hacen parte de los

mc9 €22 (10 c28 constituyentes de los AEs P. asperiusculum (C22, C10) y P. aduncum (C22, C28)

Una vez predisefiadas las mezclas, se evaluaron a la misma concentracion o dosis (valores inferiores
a CLgo (fumigante) o DLy (contacto)) los componentes que integran cada mezcla y las posibles
combinaciones binarias en proporciones 50:50 (tabla 2.2), teniendo en cuenta la via de acceso al

insecto por el cual fue predeterminada la mezcla (fumigante o contacto).
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2.2.2 Modelo de superficie de respuesta para la prediccion de mezclas

Para estimar la proporcion en que los componentes generen la mejor respuesta de letalidad en las
mezclas predisefiadas, se implementd un modelo de superficie de respuesta (MSR) basado en el
disefio simplex-lattice {3,2}. En este modelo la descripcion geométrica del espacio factorial, es un
tridngulo equilatero, con seis puntos en el limite del triangulo, en donde los vértices corresponden a
CQs puros y los puntos medios en las aristas indican combinaciones binarias [31]. En este sentido
se evaluaron las combinaciones a una dosis inferior a la CLgo 0 DLgo del componente més activo de
la mezcla ternaria, para ajustar los datos experimentales al modelo cuadrético de la Eq 2.3. Puesto
que este modelo presentd el mejor coeficiente de ajuste en todos los casos [32].

Y= by *x1+by*xy+ b3 *x3+ Dby %Xy *Xy+ by3*Xq*X3+ by3z*xy*Xx5 (Eg. 2.3)

Donde, y es la respuesta predicha, b, b;; son los coeficientes de la funcion de regresion, y x; son
los CQs individuales.

El modelo de distribucion normal de cada una de las mezclas se determind mediante el estadistico
Anderson Darling y gréficos de probabilidad normal de los residuos, lo cual posibilité un analisis de
varianza (ANOVA), que permitio establecer si el modelo describe adecuadamente la superficie de
respuesta real y si la ecuacion polindmica sugerida es significante. Durante este analisis mediante el
estadistico de prueba F, se comparo si la varianza debida al modelo es significativamente diferente
a la varianza debida al error aleatorio. Adicionalmente, para medir la eficiencia del modelo, se
calculé la proporcion de la variacion alrededor de la media del MSR, mediante un coeficiente de
determinacion R?, que establece el ajuste del modelo a los datos. Se determiné un coeficiente de
prediccion (R%ped), €l cual establece la habilidad del modelo para predecir una respuesta en nuevas
observaciones y un coeficiente ajustado (R%;u), que ajusta los valores predichos a los grados de
libertad, para verificar que los resultados de R? no exageran la habilidad del modelo para predecir la
respuesta. Ademas, se incluyo el coeficiente de relacion entre un término y la variable respuesta, ya
que los términos de interaccion significativos (p < 0.05) con valores positivos en los coeficientes de

relacion indican efectos sinérgicos, mientras que los valores negativos sefialan efectos antagonicos.

Se realizaron gréficos de contornos y trazas de efectos Cox (graficos de efectos de componentes)
para representar la superficie de respuesta. Estos gréficos también se utilizaron para estimar los
efectos de aumentar la proporcion de un compuesto en relacion con una mezcla de referencia

(centroide, estimado por el modelo), mientras se mantienen constantes las proporciones relativas de



46 Estudio de la accidn insecticida de constituyentes quimicos presentes en aceites esenciales

y su efecto sobre enzimas desintoxicantes y de funcién motora para Sitophilus zeamais

los otros dos componentes. Finalmente, se utilizé el modelo matematico cuadratico para determinar
gué combinacion de factores puede mejorar el rendimiento de la respuesta, mediante una
optimizacién del maximo efecto insecticida en 10 adultos, seleccionando todas las predicciones que
sugirieron la combinacion de al menos dos compuestos. Ademas, los resultados experimentales de
la proporcion estimada se corrieron nuevamente en el MSR, como un punto adicional en la superficie

triangular en busca de mejorar la prediccion de proporcionalidad [32,130,140].

2.2.3 Estudio del potencial insecticida de las mezclas

Las mezclas estimadas mediante el MSR fueron preparadas en viales de cromatografia &mbar con
insertos y sin uso de disolventes para ajustar la proporcion estimada en términos de fraccion molar.
En primer lugar, se evalué cada combinacion predicha mediante el MSR a la CLso (fumigante) o
DLso (contacto) del compuesto méas activo de la mezcla, mediante el modo de accion por el que
fueron estimadas (método tépico o PTFE). Como control positivo se utilizo el componente individual
con mayor efecto insecticida (100%), asi como diclorvos y cipermetrina (Hawker® 25 EC). A las
mezclas que evidenciaron potencial insecticida al causar mortalidades mayores o iguales al 50 %, se
les estimo su efecto toxico tanto fumigante (CLso) como por contacto (DLso). Para lo cual se varié la
concentracién de cada mezcla y se aplicd un analisis Probit con la metodologia descrita en los
apartados 2.1.3 y 2.1.4. En cada ensayo se realizaron 4 repeticiones para cada tratamiento y control

en 2 corridas independientes.

2.2.4 Efecto de la interaccion insecticida de los componentes de las
mezclas
Se determiné el tipo de interaccion que pueden presentar los componentes (x;, xj, xx) de cada
combinacion con un modelo de interaccidn aditiva correspondiente a un modelo de efecto mediano
de la ley de accion de masas en el software CompuSyn. Se calculd el indice de combinacién (IC),
mediante la Eq. 2.4, empleando las dosis 0 concentraciones que causan el 30, 50, 75 y 90% de
letalidad (estimadas previamente en el modelo Probit), representando las curvas dosis- efecto de
forma lineal, mediante los graficos del efecto mediano (Anexos D.2 y D.3). Este modelo se aplico
teniendo en cuenta gque los compuestos combinados pueden excluirse mutuamente, ya que las

mezclas se plantearon inicialmente para una misma via de acceso al organismo [127,129,130].
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R v O+ e (Eq. 24)
P Pj Lo, [(fan)i/ A=Gax)D] ™ Clgo [(fax)/A-Ua)p] ™

Donde, D; es la concentracion o dosis del compuesto i, D; es la concentracion o dosis del compuesto
J. » fax €S la toxicidad fraccional a x% de mortalidad, m es el coeficiente de la sigmoidicidad de la
curva dosis- respuesta 'y (D,); es para D; “sola” la cual inhibe un x% del sistema [33]. De este modo
las interacciones se categorizan como sinergismo si IC(x;,x;) < 1, aditividad Si IC(x;,x;) > 1y

antagonismo Si IC(x,x;) = 1 [33].

Adicionalmente, se calcularon los indices de reduccion de dosis (IRD) aplicando la ecuacién 2.5, los
cuales indica cuantas veces se puede reducir la dosis de cada compuesto de una interaccion sinérgica
al efecto medio (50%), en comparacion con cada uno de los componentes de la mezcla. La escala de
analisis de IRD usada es: reduccion de dosis favorable para IRD >1, no reduccion de dosis para IRD
=1, y reduccidn desfavorable de dosis para IRD < 1. La cual se representd en los graficos de Log
IRD, donde los valores por encima de la linea de aditividad Log IRD = 0, indican reducciones de
dosis favorables y los valores por debajo sefialan reducciones desfavorables [129].

CLao,[(Fax)i/ (1= (Fa)D] /™
D)i

(IRD); = (Eg. 2.5)

2.3 Efecto de las mejores mezclas y sus componentes sobre
enzimas desintoxicantes y de funcion motora en S. zeamais

2.3.1 Obtencion del extracto enzimatico

Se tomaron 8 g de adultos de S. zeamais para cada extraccion (equivalente a 3125 insectos), los
cuales se sumergieron en nitrégeno liquido y se prelavaron con el buffer de ensayo, fosfato de potasio
0.1 M (4a7°C)apH~ 7.2, para asi eliminar residuos de harina. Posteriormente, los insectos se
homogenizaron en mortero con buffer de ensayo, en una proporcion 1:10 y se centrifugaron a 13 000
Gx durante 60 min a 4°C, en una centrifuga Thermo scientific ®. Finalmente, el sobrenadante se
filtrd y se le adicion6 benzamidina como inhibidor de proteasas quedando en el extracto a una

concentracion final de 20 mM, para almacenar en alicuotas de 5 mL a -20°C. En total se realizaron
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3 extracciones, cada una utilizada de forma independiente para evaluar las 3 enzimas del presente
estudio (AChE, CAT y GST) [141,142].

2.3.2 Caracterizacion del extracto enzimatico sobre enzimas
desintoxicantes y de funcion motora de S. zeamais.

= Cuantificacion de proteinas

El contenido de proteinas del extracto enzimético se determind empleando el método de Bradford,
usando albumina de suero bovino (BSA) como estandar de calibracion (5, 10, 20, 30, 40, 50 y 60
ug/mL), en la construccion de la curva que se presenta en el anexo E.1. Para la cuantificacion de
proteinas se utilizaron 50 pL de una solucion al 12.5 % v/v del extracto proteico del insecto, los
cuales fueron mezclados con 200 pL de reactivo de Bradford en una microplaca de 96 pozos. La
mezcla se agité por 1 min y se incub6é por 9 min a temperatura ambiente y oscuridad, para
posteriormente realizar lecturas de absorbancia a 595nm. Se realizaron 3 réplicas y 3 ensayos
independientes para cada extracto enzimatico [143].

= Actividad enziméatica de la AChE en el extracto de S. zeamais

Para realizar los ensayos sobre la acetilcolinesterasa, se implementé el método directo de Ellman
con modificaciones. Primero, se realiz6 una curva de calibracion, con AChE de anguila eléctrica
(0.02 a 1.00 U/mL, anexo E1) adquirida en Sigma-Aldrich (376 U/mg). Antes de iniciar la reaccion,
una mezcla de 50 pL de la enzima junto a 50 pL de buffer de ensayo (fosfato de potasio 0.1M, pH
7.2) se incubd durante 15 min a 37 °C. Posteriormente, se adicionaron 50 pL de &cido 5,5'-ditiobis(2-
nitrobenzoico) (DTNB) 2 mMy 50 pL de yoduro de acetiltiocolina (AThChl) 4mM, con un volumen
total de 200 uL, para realizar lecturas de absorbancia a 412 nm cada 5 min durante 45 min.

Adicionalmente, se llevé a cabo una titulacion de la AChE presente en el extracto proteico
.. .. . . 1113 .
adicionando 50 uL de distintas diluciones en % v/v del extracto (g 3 1), con el fin de establecer

la actividad especifica de la enzima en el extracto proteico, seleccionar el tiempo de reaccién y la
concentracién de extracto mas apropiada en el ensayo. Por ultimo, se realizé una evaluacion cinética
de Michaelis Menten, utilizando 50 pL de la concentracion de extracto enzimatico seleccionada en
la titulacion, evaluando diferentes concentraciones de sustrato (0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.50,

1.00 y 2.50 mM), con el fin de elegir una concentracion de AThChl apropiada, equivalente a 2 veces
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la km. Para cada una de las metodologias se llevaron a cabo 3 ensayos independientes con 2 réplicas
[117,118].

= Actividad enzimatica de la GST en el extracto de S. zeamais

Para realizar los ensayos sobre la glutation-S-transferasa, se implement6 el método directo de Habig
con modificaciones [144]. Primero, se realiz6 una curva de calibracion, con GST de higado equino
(0.1 a 0.8 U/mL, anexo E1) adquirida en Sigma-Aldrich (140 U/mg). Antes de iniciar la reaccion,
una mezcla de 50 pL de la enzima junto a 50 pL de buffer de ensayo (fosfato de potasio 0.1M, pH
6.5) durante 15 min a 25 °C [145]. Posteriormente, se adicionaron 50 pL de 1-cloro-2,4-
dinitrobenceno 4mM (CDNB) y 50 pL de glutation reducido 10 mM (GSH), para un volumen total
de 200 uL, al cual se le realizaron lecturas de absorbancia a 340 nm cada 30 s durante 8 min.
Adicionalmente, se llevé a cabo una titulacion de la GST presente en el extracto proteico,

.. .. . . 1113 .
adicionando 50 pL de distintas diluciones del extracto en %v/v (g T 1), con el fin de establecer

la actividad especifica de GST en el extracto proteico, de seleccionar el tiempo de ensayo vy la
concentracién de extracto mas apropiada. Por Gltimo, se realizé una evaluacion cinética de Michaelis
Menten utilizando 50 pL de la concentracion de extracto enzimatico seleccionada en la titulacion,
en la cual se evaluaron diferentes concentraciones de sustrato (0.10, 0.25, 0.375, 0.50, 1.00, 2.50,
3.75y 5.00 mM), con el fin de elegir una concentracion de GSH apropiada, equivalente a 2 veces la
km. Para cada una de las metodologias se llevaron a cabo 2 réplicas en 3 ensayos independientes
[106].

= Actividad enzimatica de la catalasa en el extracto de S. zeamais

Para realizar los ensayos sobre catalasa se implement6 el método indirecto de Sinha con
modificaciones, en el cual la actividad enzimatica de CAT va a ser proporcional a los umol de H,O>
transformados por la enzima en O, [114]. Antes de iniciar los ensayos se comprob6 la concentracién
de sustrato cada dia (H20,) mediante lecturas de absorbancia a 240 nm (e = 39.4 Mt cm™), debido
a su inestabilidad. Para llevar a cabo la evaluacion de esta enzima se requirieron dos curvas de
calibracion, una para establecer la cantidad de los pumol de H,O: necesarios para el ensayo y otra

curva de la enzima comercial de CAT para determinar la actividad enzimética del extracto proteico.
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En este sentido, primero se realiz6 la curva de calibracién de H,O, entre 5 a 90 pmol (anexo E.1),
llevando a cabo la reaccion en tubos eppendorf (2.0 mL), en los cuales se mezclaron 200 yL de
buffer de ensayo a 37 °C (fosfato de potasio a 50 mM, pH 7.2, 1% BSA), junto con 200 L de H;O,.
Posteriormente, se adicionaron 600uL de una solucién de dicromato de potasio (K2Cr.07) 43 mM
en acido acético al 75%, para un volumen total de 1000 puL. Luego se incubo la reaccion a 100°C en
un bafio termostatico durante 10 min y transcurrido el tiempo a temperatura ambiente y se
transfirieron 200 pL de la reaccién a una placa de 96 pozos para realizar lecturas de absorbancia a
570 nm. En segunda instancia, se construy6 una curva de calibracion de CAT de higado bovino (0.1
a 25 U/mL, anexo E1) adquirida en Sigma-Aldrich (4918 U/mg). En este ensayo se utiliz6 la misma
metodologia de la curva de calibracion de H2O., remplazando 100 pL del buffer de ensayo por 100uL
de la enzima comercial, por lo cual siempre se corrié un control de H,O, para determina la actividad
enzimética. Los 200 pL de la enzima diluida se incubaron durante 15 min a 37 °C. Luego se
adicionaron 200 pL de H.0,400 mM (80 umol) y se incubaron con agitacion suave durante 2.5 min
a 37°C. Posteriormente, se agregaron 600uL de la solucién de K,Cr,O; 43 mM, para detener la

reaccion. Adicionalmente, se realizd una titulacién de la CAT presente en el extracto proteico,

adicionando 100 pL de distintas diluciones en %v/v del extracto proteico (é i, ,% 1), con el fin de

N | =

establecer la actividad especifica de la enzima en el extracto y la concentracion de extracto mas
apropiada para el ensayo. El extracto usado para este ensayo se estabilizé con BSA al 0.1% en el
momento del experimento. Por dltimo, se realizdé una evaluacion de Michaelis Menten utilizando
100 pL de la concentracion de extracto enzimatico seleccionada en la titulacion, en la cual se
evaluaron diferentes concentraciones de sustrato. Esta Gltima evaluacion se hizo con el fin de elegir
una concentracion de H.O; apropiada, alrededor de 2 veces la km y estuvieran dentro del rango lineal
en la absorbancia de los umol de H,O,. Para cada una de las metodologias se llevaron a cabo 2

réplicas en 3 ensayos independientes [113,114].

2.3.3 Efecto de las mezclas y sus componentes sobre enzimas
desintoxicantes y de funcion motora en S. zeamais

La inhibicion de la actividad catalitica de las enzimas causada por las mezclas con accion insecticida

y sus constituyentes, se determin6 empleando la metodologia descrita anteriormente para establecer

su actividad especifica, pero en este caso se remplazé el volumen del buffer de ensayo por el de una

solucidon de las mezclas o sus componentes. Las soluciones de los compuestos y las mezclas se

prepararon en triton X-100 (0.5 % v/v) y se ensayaron a una concentracion de 120 mg/L. Los
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porcentajes de inhibicion se calcularon mediante la Eqg. 2.6. Las mezclas que causaron efectos de
inhibicién mayores o iguales al 50% se evaluaron a 15 mg/L, tanto la mezcla como sus componentes
para poder establecer, posteriormente, los efectos inhibitorios de interaccion. En los ensayos se
empled como control negativo triton X-100 0.5%v/v en buffer fosfato y como control positivo
diclorvos (Nuvan® 50 EC) para AChE, quercetina para GST y azida de sodio para CAT, ademas
siempre se corrio un blanco del extracto enzimatico junto con el revelador de color (DTNB, CDNB
y K2Cr,07) para evitar falsos positivos. Se realizaron 3 réplicas en 3 ensayos independientes para
cada una de las enzimas. Las mezclas y compuestos promisorios se evaluaron en 8 a 10 puntos de
concentracién en los ensayos de inhibicion enzimética para estimar la Clso utilizando el software

GraphPad Prism.

% Inhibicion = 1 — (*22£) x 100 (Eq. 2.6)

Ac
Donde A, es la absorbancia de la muestra, Ag, la absorbancia del blanco (solucién del
compuesto + extracto enzimatico + revelador, sin sustrato) y A, la absorbancia del control

negativo de reaccion, incluyendo el efecto del solvente sobre la actividad enzimatica.

2.3.4 Efecto de la interaccion inhibitoria de los componentes de las
mezclas sobre enzimas desintoxicantes y de funcién motora.

Se verificd la interaccion de los componentes de cada una de las mezclas que evidenciaron potencial

inhibitorio frente a las enzimas evaluadas, a partir de las curvas dosis—respuesta empleando la

metodologia descrita en el numeral 2.25 para la interaccion insecticida de los componentes de las

mezclas. En este caso se utiliz6 inicamente al efecto del 50% de inhibicion, junto con los resultados

experimentales del efecto causado a 120 y 15 mg/L [33,127,129,130].






3. Resultados y Discusion

3.1 Toxicidad fumigante y por contacto de constituyentes

guimicos presentes en aceites esenciales bioactivos sobre S.
zeamais.

3.1.1 Constituyentes quimicos con toxicidad fumigante promisoria

En la etapa inicial del estudio de actividad fumigante se evaluaron 51 constituyentes quimicos (CQs)
de AEs a una concentracion de 150 mg/L (0.6 — 1.1 mM), encontrandose 24 compuestos promisorios
gue causaron un porcentaje de mortalidad igual o superior al 60%, conformando la submuestra n;.
Los resultados se ilustran en la figura 3.1, en donde se puede observar que entre los constituyentes
bioactivos se encuentran, principalmente, monoterpenoides oxigenados (13 compuestos), y de tipo
hidrocarburo (9 compuestos). Esta tendencia de la actividad fumigante para los monoterpenoides
concuerda con lo reportado previamente en la literatura [74-76,97].
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Figura 3.1: Mortalidad de S. zeamais por accion fumigante de compuestos quimicos volatiles
evaluados a 150 mg/L.
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En este estudio se describe por primera vez la accién fumigante frente a S. zeamais de timol,
carvacrol, citral, citronelal, nonanal, decanal, farneseno, farnesol, 4-undecanona, trans-anetol,
isoeugenol, metil isoeugenol, acetato de geranilo, L-mentilo, linalilo y terpinilo. En cuanto a los
compuestos que presentan estudios previos al comparar los resultados obtenidos a 150 mg/L, los
Unicos compuestos que no clasificaron como activos pero que presentan reportes son eugenol y
geraniol que datan CLso de 15.9 y 19.2 mg/L, respectivamente. Los cuales se evaluaron con las
mismas condiciones de ensayo a excepcion del uso de n-hexano (como solvente de los compuestos
volétiles), quedando como un punto importante de investigacion el efecto del solvente en los
bioensayos [75].

Entre los compuestos volatiles seleccionados por ser constituyentes mayoritarios en AESs bioactivos,
se establecié un efecto fumigante significativo para a-pineno, limoneno, B-pineno, R-(+) y S-(-)-
pulegona, n-nonano, R-(-)-a-felandreno, y-terpineno, 1R-(-)-fenchona, 4-3-careno y R-(-) y S-(+)
carvona, lo que conlleva a sugerir que estos compuestos pueden estar aportando significativamente
a la actividad fumigante presentada por los AEs que los contienen. En este sentido, se podria atribuir
la accion fumigante del AE de Ocotea longifolia (CLs0:280.5 uL/L aire) a la presencia de terpinoleno
(74.0%) y la de los AEs de Minthostachys septentrionalis (CLs:304.4 uL/L aire) y Satureja viminea
(CLs50:483.6 pL/L aire) a la presencia de pulegona (41.85% y 38.61%, respectivamente). Sin
embargo, otros constituyentes mayoritarios como B-cariofileno (M. septentrionalis: 16.15%), acetato
de terpinilo (Eucalyptus sp.: 12.2%), o-terpineol (Ocotea sp.: 44.29%) y alcanfor (L. stoechas:
27.99%, R. officinalis: 13.19%), no presentaron una alta accion fumigante en el cribado realizado,
al ocasionar letalidades menores al 30%, lo cual sugiere que no aportan significativamente a la
actividad exhibida por los AES bioactivos que los contienen. El ensayo realizado también permiti6
determinar la accion fumigante sobre S. zeamais de p-cimeno, a-terpineno, R-(-)-terpinen-4-ol y
piperitona [27], siendo estos constituyentes quimicos minoritarios de varios AEs con accion
fumigante. Consecuentemente, al considerar las razones anteriormente descritas se deduce que la
capacidad fumigante de los AEs, no se debe Unicamente a los constituyentes mayoritarios, sino
también a la relacion con sus constituyentes de menor porcentaje, estando de acuerdo con lo descrito

en otras publicaciones [22,59].

A los 24 compuestos bioactivos en el ensayo fumigante (submuestra n;) se les evalud el efecto
generado en la mortalidad del insecto por variacién de la concentracion de cada compuesto, para asi

estimar sus concentraciones letales 50 y 90 (CLsq y CLgg). Los resultados de concentraciones letales
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se resumen en la tabla 3.1, junto con los valores de pendiente (;) y significancia (p valor) de cada
una de las ecuaciones que representan las regresiones probit aplicadas. Para facilitar la discusion de
los resultados se asigné un cédigo a cada constituyente potencialmente activo dese C1 hasta C24.
Por consiguiente, con el objeto de estimar el rango de concentraciones necesario para efectuar un
cambio apreciable en la mortalidad de S. zeamais, se determind si los valores de pendiente son
significativos en el modelo probit, formulandose las siguientes hipoétesis: Hy: 8; = 0; Hq: B; # 0.
Los resultados obtenidos indicaron que todos los valores de significancia fueron inferiores al valor
a = 0.05, por lo que se rechazo6 la hip6tesis nula y se concluyd que todos los compuestos son

significativos en el modelo.

Tabla 3.1: Toxicidad fumigante (CL) de compuestos volatiles bioactivos contra S. zeamais

CL50 CLQO

Cod. Compuesto volatil Estructura (95% LC) (95% LC) ﬁ i P
mg L*? umol L? | mg L*? umol L (+SE) (<005
C1 R-(+)-Pulegona 0.58 381 0.92 6.07 3.73  9.90E-06
(0.46 — 0.71) (3.03 — 4.69) (0.77 - 1.26) (5.09 — 8.25) (+0.844)
&
Cc2 S-(-)-Pulegona 0.97 6.37 1.68 11.06 1.79  4.50E-05
(0.69—1.21) (4.54-7.98) (1.39-2.37) (9.17-1556)  (+0.439)
>
C3 S-(+)-Carvona 2.87 19.10 5.31 35.36 0.52  2.00E-04
(1.99-3.75)  (13.26 —24.99) (4.26 - 8.25) (28.356 —54.951) (+0.141)
C4 R-(-)-Carvona A 1.42 9.48 2.17 14.42 1.73 1.30E-05
O ) (1.14-1.72) (7.57 — 11.48) (1.84 - 2.88) (12.23-19.20)  (+ 0.396)
A
C5 R-(-)-Terpinen-4-ol 4.03 26.14 6.13 39.76 0.61  4.40E-05
(3.27-4.91) (21.22 - 31.82) (5.18 - 8.46) (33.56-54.87)  (+0.149)
C6 af-Tujona 4.34 28.54 6.81 44.70 0.52  1.60E-06
(3.49 - 5.30) (22.90 - 34.79) (5.75-8.94) (37.75-58.73)  (+0.108)
C7 1R,2S,5R-Isopulegol 473 30.00 7.19 46.64 0.52  4.20E-06
a (3.86 - 5.68) (25.05 - 36.84) (6.13-9.43) (39.75-61.17) (£ 0.113)
A
C8  1R-(-)-Fenchona ) 10.59 69.59 17.06 112.05 0.20  1.50E-05
(8.56-13.16)  (56.24-86.45)  (14.18-23.81)  (93.12-156.40) ( 0.046)
C9 2-Nonanona 9.09 63.92 13.73 96.54 0.28  3.70E-05
(7.49-11.04)  (52.63-77.64) (11.61 - 18.91) (81.59-132.94) (+0.067)
C10 1,8-Cineol 12.96 84.04 21.68 140.57 0.15  2.60E-06
q (10.38-16.10) (67.31-104.36)  (18.02-29.56)  (116.82-119.66) (0.031)
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Cod.

Cl1

C12

C13

Cl4

C15

C16

C17

C18

C19

C20

c21

C22

C23

C24

Compuesto volatil

Estragol

p-Cimeno

a-Terpineno

R-(-)-a-Felandreno

5-3-Careno

DL-Limoneno

f-Pineno

Sabineno

a-Pineno

n-Nonano

y-Terpineno

Piperitona

2S,5R-1sopulegona

Terpinoleno

Diclorvos

Estructura

W (56.
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Los resultados del modelo Probit permitieron postular a los compuestos C1- C7, C22 y C23, como
los de mayor potencial fumigante, ya que presentan CLso inferiores a 30 uM y valores de “B;”
superiores a 0.50. De esta forma al hacer pequefios aumentos en la concentracion de estas sustancias,
su letalidad frente al insecto aumenta considerablemente. Dentro de este grupo se destacan los
compuestos C1, C2, C4 y C23, por su alta accion fumigante (CLsp < 15.6 UM y CLg < 25.5),
comparable con el control positivo, diclorvos (CLso: 9.84 uM y CLgo: 20.68 uM) .En contraste los
constituyentes C19 - C21, exhibieron el menor efecto fumigante con CLso cercanas a 800 UM y con
los valores de pendiente mas bajos (inferiores a 0.02), indicando que se requeriran altas cantidades

de estos compuestos para aumentar considerablemente la mortalidad sobre el insecto de estudio.

Los resultados obtenidos constituyen el primer reporte de las concentraciones letales de toxicidad
fumigante frente a S. zeamais para S-pulegona (C2), 1R,2S,5R-isopulegol (C7), 1R-(-)-fenchona
(C8), n-nonano (C20) y 2S,5R-isopulegona (C23). Adicionalmente, en este estudio se reporta por
primera vez la toxicidad netamente fumigante para 2-nonanona (C9), p-cimeno (C12), estragol
(C11), a-felandreno (C14), a-pineno (C19) y y-terpineno (C21), ya que en los reportes previos no se
evidencia el empleo de alguna barrera para impedir el contacto directo de las sustancias con el
insecto. Sin embargo, las CLso en mg/L estimadas para C12 (28.7), C13 (60.2), C14 (88.9) y C19
(110.4), son cercanos a los valores reportados en la literatura (23.3 mg/L [87], 56.2 mg/L [28], 72.7
mg/L [28], y 120 uL/L [86], respectivamente), lo que sugiere que para estos compuestos predomina
la via toxica por inhalacion, méas no la de contacto. Incluso, este trabajo presenta por primera vez la
toxicidad fumigante de sabineno (C18) a 24h de evaluacion, con un efecto mucho menor (CLso:
68.65 mg/L) al reportado para ensayos de 7 dias (CLso: 9.12 mg/L), indicando que su efecto
fumigante aumenta con el transcurrir del tiempo [94]. De los resultados obtenidos, los compuestos
C4 (CLs0:1.42) y C5 (CLso: 4.03), mostraron una CLso similar a los valores reportados para periodos
de 7 dias de evaluacion, correspondientes a 2.76 y 4.79 mg/L, indicando que estos compuestos tiene

una rapida accioén fumigante [69,90].

De los compuestos volatiles evaluados en este trabajo, algunos presentan estudios previos de accion
fumigante con barreras de contacto y en un periodo de 24h sobre S. zeamais, tal es el caso de C1,
C3-C7, C10, C13, C15, C17, C18 y C22. No obstante, los resultados obtenidos para estos
compuestos, difieren de lo reportado en la literatura, algunos, debido a las unidades de medida
(mg/cm?), ya que no se tomd en cuenta el espacio del vial sino el area del papel filtro utilizado en el

ensayo [146]. Otras diferencias pueden deberse al uso de solvente utilizado en los reportes, ya que
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podria llegar a interferir al potenciar o disminuir el efecto, o en este caso puede ser el cambio del
volumen del vial (22, 140, 270y 518 mL), el que ocasione una variacion por el canje de instrumento
de medida. Adicionalmente, las pequefias variaciones se pueden atribuir a la temperatura y humedad,
a la que se realiza el ensayo, el control en la edad de la poblacion de insectos utilizada y el tiempo
de renovacién del pie de cria. Puesto que los bioensayos con insectos de un pie de cria sobre poblado
dificultan la homogeneidad en las respuestas de letalidad, debido a la alta variedad que se presenta
en la edad de los insectos adultos. Por lo cual se recomienda realizar las evaluaciones sobre adultos
jovenes, coincidiendo con los ensayos reportados para S. zeamais, al evaluar edades que oscilen entre
los 15 a 30 dias [74,80].

Al contrastar los resultados de los CQs bioactivos con los AEs de donde se seleccionaron, la
toxicidad causada por los compuestos es mucho mayor ( CLso< 111.0 mg/L) y no es comparable con
el efecto fumigante de los AEs (CLso > 180 pL/L). La excepcion fue el AE de Z. monophyllum el
cual presentd una accion fumigante (CLso 68.0 mg/L) semejante a la de su constituyente mayoritario
(C18 (27.7%) con CLso de 68.65 mg/L). Esta respuesta de letalidad del AEs puede estar indicando
gue la combinacién de los compuestos C18 y C10 opaca la efectividad de C10 (1,8 cineol),
probablemente por una interaccion aditiva [27,28]. En este andlisis también se resalta al AEs de S.
viminea (CLso = 437.66 mg/L) clasificado previamente como un aceite con efecto fumigante
moderado (anexo A.1), puesto que su Unico componente mayoritario es pulegona (38.61%), el
compuesto con mayor toxicidad sobre S. zeamais de toda la submuestra n;. Esta disminucion en la
toxicidad del AEs sobre las via respiratorias del insecto, posiblemente se debe a un interaccion
antagonista del componente mayoritario con los otros constituyentes del aceite. Por consiguiente, la
baja actividad fumigante de algunos AEs, probablemente esta relacionada con la proporcién en que
se encuentra el compuesto dentro del AE y las distintas clases de interaccion que se pueden presentar

entre los diferentes tipos de constituyentes [26,96].

3.1.2 Analisis cluster para correlacionar la toxicidad fumigante de los
compuestos activos

El analisis cluster de los compuestos volatiles con efecto fumigante, condujo a agruparlos en tres

conglomerados mediante el modelo k-means como se indica en la figura 3.2. De este modo, en el

primer clster (G1-azul) se ubicaron los 12 compuestos volatiles mas activos, con CLso < 13.0 mg/L
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y los valores de pendiente més altos, en donde se incluyeron: R-(+)-pulegona (C1), S-(-)-pulegona
(C2), S-(+)-carvona (C3), R-(—)-carvona (C4), R-(-)-terpinen-4-ol (C5), af-tujona (C6), isopulegol
(C7), 1R-(-)-fenchona (C8), 2-nonanona (C9), 1,8-cineol (C10), isopulegona (C23) y piperitona
(C22). En el segundo cluster (G2-amarilllo) se encuentran 6 compuestos que exhiben una capacidad
fumigante intermedia-alta, con 28.0 < CLsp < 81.0 mg/L, los cuales incluyen a estragol (C11), p-
cimeno (C12), a-terpineno (C13), 6-3-careno (C15), sabineno (C18) y terpinoleno (C24).
Finalmente, en el tercer cluster (G3-verde) quedaron establecidos los 6 compuestos restantes con
CLso> 88.0 mg/L y con las pendientes mas pequefias, en el cual se organizaron: R-(-)-a-felandreno
(C14), limoneno (C16), B-pineno (C17), a-pineno (C19), n-nonano (C20) y y-terpineno (C21).
Teniendo en cuenta lo anterior, se pueden categorizar los compuestos de cada grupo como G1:

fumigante alto, G2: fumigante moderado y G3: fumigante bajo.

Dim1 (06.3%)

Figura 3.2: Diagrama de analisis cluster por el método k-means de los compuestos volatiles con
accion fumigante sobre S. zeamais.

Cada uno de los grupos del diagrama de dispersion se caracterizaron teniendo en cuenta algunos
rasgos fisicoquimicos y estructurales de los compuestos, descritos en el anexo C.1. La informacion
obtenida se clasificd en un grafico de frecuencias (figura 3.3), de tal manera que la categoria general
correspondi6 a cada uno de los conglomerados. Los grupos se discriminaron inicialmente por las
presiones de vapor de los compuestos volatiles (Pv >0.09 o Pv < 0.09 KPa), sequido de las funciones

orgénicas que constituyen las estructuras quimicas (alcohol, cetona, éter e hidrocarburo) y el
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esqueleto carbonado que conforma la molécula (aciclico, monociclico, biciclico y aromatico). El
gréfico de frecuencias también incluyo el tipo de metabolito (alifatico, monoterpenoide vy

fenilpropanoide) y el precursor biosintético como variable sumativa y caracterizada por colores.
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Figura 3.3: Diagrama de analisis cluster por el método k-means de los compuestos volatiles con
accion fumigante sobre S. zeamais.

De manera general en el grafico de frecuencias se observa que el cluster G1 contiene, principalmente,
monoterpenoides monociclicos (8 compuestos), derivados del cation a-terpinilo (8 compuestos) y
con funcidn orgéanica cetona (9 compuestos). Adicionalmente, se observan presiones de vapor bajas
para la mayor parte de los compuestos presentes en el grupo G1 (10 compuestos), sugiriendo que la
actividad estd mas relacionada con su modo de accion en el insecto, que por su volatilidad. Los
resultados mencionados concuerdan con algunos estudios descritos en la literatura para la actividad
fumigante de monoterpenos, en donde sugieren que las funciones orgénicas de tipo cetona y alcohol
pueden ser determinantes en la actividad fumigante, por la posibilidad de formacion de puentes de
hidrégeno con moléculas de agua en la superficie de las traqueolas de los insectos, lo cual brinda un
mejor acceso al blanco molecular [134].
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En el mismo modo se observa para el cluster G2, principalmente, la presencia de monoterpenos de
tipo hidrocarburo con precursores biosintéticos a- terpinilo (2 compuestos) y terpinen-4-ilo (3
compuestos). Este grupo sefiala la presencia de un fenilpropanoide (C11), el cual puede estar
clasificado en el grupo, por su alta volatilidad (Pv = 0.0226 kPa) en comparacion con la mayoria de
los fenilpropanoides, de los cuales se suele reportar mas, su toxicidad por contacto [80,85]. Es
importante mencionar que trans-anetol isomero de posicion del estragol, evidencié un efecto
fumigante deficiente (2.0% de mortalidad a 150 mg/L), lo cual puede estar relacionado con su baja
Pv (0.0093 kPa [147]) y por la posicidon del doble enlace en la cadena alquilica, pues en la literatura
se ha descrito que la accién fumigante de los fenilpropanoides, tiende a disminuir con la proximidad
de las insaturaciones al anillo aromatico [34]. Asi mismo, en el cluster G3 se evidencia que todos
sus componentes son hidrocarburos, mayoritariamente, de tipo monoterpenoide insaturado (3
insaturaciones), a excepcion de C20, principalmente, derivados del cation a- terpinilo (2
compuestos) y pinilo (2 compuestos). Esta agrupacion indicé que la actividad fumigante presentada
por los compuestos de tipo hidrocarburo se debe primordialmente a la facilidad con que la sustancia
logra llegar al insecto, atribuida a sus altas presiones de vapor, concordando con publicaciones que
han comprobado una mejor accion fumigante al aumentar las Pv de componentes de AEs [134]. No
obstante, los compuestos de tipo hidrocarburo también tienen un alto caracter lipofilico, ocasionando
una disminucion de la actividad insecticida con el aumento de la lipofilicidad, razén por cual esta
clase de compuestos se agruparon en el cluster fumigante bajo. Efecto que coincide con algunos
reportes de toxicidad sobre insectos plaga, en los cuales sugieren que la alta lipofilicidad en los
monoterpenos puede conducir a que se acumulen en la cuticula del insecto y esto inhiba su

desplazamiento al sitio de accién [134,148].

Al comparar la actividad fumigante de los compuestos evaluados, se pudieron establecer algunas
relaciones de estructura-actividad preliminar. En este sentido, el estudio sugiere que la presencia del
nacleo monoterpenoide monociclico es importante para la actividad fumigante, dado que 13 de los
24 compuestos bioactivos presentan estas caracteristicas estructurales. Al comparar los valores
promedio de CLso para los monoterpenoides monociclicos de tipo hidrocarburo (C13, C14, C16, C21
y C24) con los de tipo oxigenado (C1 a C5, C7, C22 y C23), se puede establecer, que la presencia
de grupos oxigenados sobre el ciclo incrementa significativamente la actividad fumigante. De modo
que la CLs es practicamente 18 veces menor cuando se coloca sobre el ciclo un grupo hidroxilo (C5
y C7) y 38 veces menor cuando el grupo es de tipo cetona (C1 a C4, C22 y C23). Aproximaciones

gue concuerdan con estudios de tipo QSAR del efecto fumigante de monoterpenos sobre plagas de
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productos almacenados, en el cual los hexaciclos oxigenados han presentado una rapida accion
insecticida [63,134,148]. Adicionalmente, al comparar las cetonas monoterpénicas se establecid que
Cly C2, son en promedio 3.7 veces mas activas que C3, C4y C22, lo que sugiere que la presencia
del doble enlace exociclico conjugado con el grupo carbonilo conduce a un aumento de la accién
fumigante. Finalmente, se identificd que los monoterpenoides monociclicos con configuracién -R-
(C1y C4), son alrededor de 2 veces més tdxicos por via respiratoria, que su enantiémero -S- (C2 'y
C3), siendo este la primera aproximacion de relacion estructura actividad referente a las

insaturaciones y la enantioselectividad de la toxicidad fumigante sobre S. zeamais.

Al realizar comparaciones de otros compuestos con diferente esqueleto carbonado se observan
algunas tendencias similares. En general los compuestos con funcion orgénica cetona tienden a ser
mas activos, puesto que los monoterpenoides biciclicos con funcién orgénica cetona (C6 y C8) son
en promedio 13.3 veces mas toxicos por inhalacion, que los de tipo hidrocarburo (C15, C17, C18y
C19). El aumento de la conjugacion y su posicion en los monoterpenos monociclicos de tipo
hidrocarburo favorece la actividad fumigante hasta llegar a uno esqueleto aromatico. Dado que al
comparar el promedio de la CLsp de C14 y C21, la actividad es 3.4 veces mejor en los esqueletos
aromaticos (C12) y es cerca de dos veces mejor en la conjugacion 1,3-hexadieno (C13) .
Adicionalmente, la presencia de dobles enlaces exociclicos en este tipo de compuestos, también
parece influenciar positivamente en el incremento de la toxicidad fumigante, y esto se observa al
determinar que C24 es alrededor de 2 veces mas efectivo que C16 y cerca de 1.13 mas efectivo que
C13. Sinembargo, la actividad fumigante de los monoterpenoides aromaticos se pierde cuando sobre

el anillo se ubica un sustituyente oxigenado.

Los resultados también indicaron la clase de compuestos que no evidencian una accion fumigante
significativa a 150 mg/L, como son los aldehidos en general, cetonas alifaticas de cadenas larga
(mayor a 10 carbonos), sesquiterpenoides y fenilpropanoides a excepcién de estragol. También se
excluyeron los compuestos monoterpenoides con grupo acetato (ésteres), grupo fenol y grupo
hidroxilo, sustituido fuera del ciclo. Esta exclusion de los alcoholes como linalool y a-terpineol,
concuerdan con otros estudios, los cuales consideran que la baja accion fumigante de alcoholes
volatiles aciclicos, se debe a su geometria molecular, que repercute en la baja interaccion que
presentan con receptores octopaminérgicos, en comparacion con otros monoterpenos oxigenados
[149,150].
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3.1.3 Constituyentes quimicos con toxicidad por contacto promisoria

En la etapa preliminar del estudio de toxicidad por contacto se evaluaron 51 CQs de AEs a una dosis
de 50 pg/adulto, encontrandose 26 compuestos potencialmente activos que causaron un porcentaje
de mortalidad mayor o igual al 60%, conformando la submuestra n;. Los resultados se presentan en
la figura 3.4, donde se puede observar que todos los compuestos que exhibieron una actividad
significativa son oxigenados, de tipo fenilpropanoide (5 compuestos), monoterpenoide (17
compuestos) y cetonas alifaticas (4 compuestos). En este estudio se describe por primera vez la
toxicidad por contacto frente a S. zeamais de R-(-)-a-felandreno, terpinoleno, y-terpineno, timol,
farneseno, farnesol y metil isoeugenol. Del mismo modo es el primer reporte del efecto tdxico a 24
h. de evaluacion para sabineno, a-terpineno, p-cimeno y nerolidol, compuestos que presentaron una
actividad leve (menor a 27.5% a 50 pg/adulto), pero que reportan una toxicidad alta a 7 dia de
evaluacion, sugiriendo que el efecto toxico se mantiene en el transcurrir del tiempo [87,93,94].
Adicionalmente, los resultados obtenidos son congruentes con los estudios encontrados para
limoneno (1877.0 pg/adulto), a-pineno (347.0 pg/adulto) y metil eugenol (aprox. 76.4 pg/adulto),
puesto que las DLso reportadas son superiores a la dosis maxima evaluada en este estudio (50
pg/adulto) [80,82].
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Figura 3.4: Mortalidad de S. zeamais por accidn toxica por contacto de compuestos quimicos
volatiles evaluados a 50 pg/adulto
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Entre los compuestos volatiles seleccionados por ser constituyentes mayoritarios en AES con
toxicidad Unicamente por contacto, se determinaron a trans-anetol, carvacrol, acetato de geranilo,
citronelal, citral y linalool, como compuestos con significativa actividad por contacto y ausencia de
efecto fumigante. Los resultados permitieron indicar que estos constituyentes quimicos aportan
significativamente a la accién por contacto que presentan los AEs que los contienen. De esta forma,
para la actividad toxica por contacto (evaluada a 0.15 pL/adulto) del AE de I. verum (96.7% de
letalidad) es importante la presencia de trans-anetol (93.40%), para el AE de C. citratus (93.3% de
letalidad) es necesaria la presencia de citral (44.62%) y para el AE de Piper aduncum (100% de
letalidad) es importante la presencia de linalool (22.43%) y piperitona (45.46%) (anexo A1[27]). No
obstante, en el estudio se determind que algunos de los constituyentes mayoritarios presentes en el
AE de A. cumanensis, constituido en su mayor parte por sesquiterpenos (76.34%) y Coleonema
album, Piper pertomentellum y Ocotea sp, conformados mayoritariamente por monoterpenos de tipo
hidrocarburo (mayor al 42%), al parecer no aportan significativamente a la accion por contacto
exhibida por los AEs, debido a que este tipo de compuestos causaron letalidades menores al 40%.
El ensayo realizado también permiti6é determinar la accién por contacto de safrol (P. asperiusculum
0.33%, P. nubigenum 0.28%), eugenol (O. basilicum: 0.33%, C. nardus: 1.14%, Lippia sp.: 0.22%),
linalool (C. citratusy: 1.35%, P. pertomentellum: 0.26%, O. basilicum: 2.17%) y 2-undecanona (P.
pertomentellum 0.07%). Del estudio se resalta al compuesto linalool, al ser constituyente en 10 de
los 19 AEs con efecto por contacto, indicando que puede estar potenciando el efecto toxico por
contacto de los aceites. Por tanto, al considerar las razones anteriormente descritas se deduce que la
accion toxica por contacto no se debe Unicamente a sus componentes mayoritarios, sino también a
la relacién con sus constituyentes minoritarios, de acuerdo con lo descrito en la literatura [22,59].
Finalmente, de los compuestos volatiles seleccionados por ser constituyentes mayoritarios en AES
con accion insecticida fumigante y por contacto, se establecieron como significativos los compuestos
1,8-cineol, R-(+)- y S-(-)-pulegona, 1R-(-)-fenchona, piperitona, estragol, R-(-)- y S-(+)-carvona,
para atacar al insecto por las dos vias de accion y a los compuestos trans-anetol, citronelal, citral,

acetato de geranilo y carvacrol, como determinante en la toxicidad por contacto de estos AEs.

Los 26 compuestos bioactivos del ensayo toxico por contacto (submuestra n;), se sometieron a un
estudio para determinar los efectos generados en la mortalidad del insecto por variacién de la dosis
de cada compuesto volatil, y asi estimar las DLso y DLgo. Los datos de las dosis letales para los
compuestos bioactivos se enlistan en la tabla 3.2, junto con los valores de pendiente (5;) y

significancia (p valor), de cada una de las ecuaciones que representan las regresiones aplicadas en el
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analisis probit. Para facilitar la discusion de los resultados, se continua con la codificacion de la
actividad fumigante (C), organizando los compuestos en términos de sus DLc,, a fin de correlacionar
la totalidad de compuestos con accion insecticida sobre S. zeamais. Por consiguiente, con el objeto
de estimar el rango de dosis necesario para efectuar un cambio apreciable en la mortalidad de S.
zeamais, se determind si los valores de pendiente son significativos en el modelo probit,
formulandose las siguientes hipotesis: Hy: 8; = 0; Hy: B; # 0. Los resultados obtenidos indicaron
que todos los valores de significancia fueron inferiores al valor a = 0.05, por lo que se rechazo la
hipétesis nulay se concluy6 que todos los compuestos son significativos en el modelo y, por lo tanto,

pueden incluirse en el mismo.

Tabla 3.2: Toxicidad por contacto (DL) de los compuestos volatiles contra S. zeamais

DLso DLgo i p
Cod. Compuesto Estructura (95% LC) (95% LC) +SE (< 0.05)
C1 R-(+)-Pulegona 4.85 7.40 0.51 £0.060 8.9E-17
‘ (4.35-5.32) (6.79 - 8.28)
s
c2 S-(-)-Pulegona 7.44 9.64 0.58 £ 0.075 6.7E-15
(7.00 - 7.89) (9.05 - 10.54)
>
C25 Carvacrol o 8.71 13.45 0.27 £0.033 5.9E-16
(7.92 - 9.56) (12.19 - 15.38)
C22 Piperitona 9.45 14.70 0.70 £ 0.190 3.6E-15
(8.612 - 10.41) (13.25 — 16.96)
C23  2S,5R-Isopulegona 11.14 18.48 0.45 £0.022 1.0E-17
% (9.64 —12.49) (16.56 — 21.64)
H 0
AN
C3 S-(+)-Carvona X 12.68 23.24 0.12+0.015 1.6E-16
(10.91 — 14.60) (20.46 — 27.42)
C4 R-(-)-Carvona ., 16.89 28.45 0.11 +0.012 1.2E-19
(14.56 — 19.35) (24.99 - 34.24)
A
C7  1R,2S,5R-Isopulegol 18.99 26.65 0.17 £0.019 1.2E-18
@ (17.70 — 20.15) (25.07 — 28.90)
A
C5 R-(-)-Terpinen-4-ol 19.64 24.82 0.25 +0.035 1.3E-12
(18.42 — 21.45) (22.64 — 29.63)
(R)"0H
C26 Eugenol / 20.90 30.82 0.13+0.015 5.2E-18
(19.22 - 22.65) (28.35-34.42)
)
Cc27 Citral 21.42 32.68 0.11+0.013 5.9E-19
™ (19.34 - 23.61) (29.77 - 36.82)
X,
0
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DLso DLgo i p
Cod. Compuesto Estructura (95% LC) (95% LC) +SE (a < 0.05)
C28 Linalool 4 21.87 36.23 0.09%0.011 7.1E-16
ij (19.09 - 24.23) (33.20 — 40.64)
|
c29 trans-Anetol _ 26.25 46.08 0.06 +0.008 3.8E-15
(22.85 - 29.37) (41.56 — 52.95)
C30 Geraniol N 28.13 41.06 0.01+0.011 45E-18
\ o (25.70 — 30.49) (37.98 - 45.41)
c3L Isoeugenol — 29.10 66.20 0.03 % 0.004 3.9E-16
(24.40 - 34.21) (57.28 -80.01)
y:
C9 2-Nonanona 31.86 39.69 0.16 £ 0.021 6.7E-15
o (30.27-33.17) (38.01—42.15)
Ccé ap-Tujona 32.04 44.67 0.10+0.013 2.3E-14
0 (29.44 -34.42) (41.56 — 49.34)
C8  1R-(-)-Fenchona o 34.65 48.33 0.09 +0.010 1.3E-20
(32.19-37.08) (45.12 - 52.78)
c32 Safrol / 36.31 83.04 0.03+0.003 1.7E-21
(30.15—-42.37) (73.50 — 96.63)
(‘l\n
Cc33 Citronelal 36.94 50.64 0.09 +0.012 5.9E-16
_ (34.60 —39.14) (47.46 —55.39)
]
C34 4-Undecanona 37.05 53.95 0.08 £0.010 2.4E-14
o (34.09 - 40.01) (49.63 -60.68)
C35 2-Decanona 38.04 57.17 0.07 £0.007 1.5E-21
(35.29 - 40.84) (52.97 - 63.12)
O,
C36 2-Undecanona 42.86 57.13 0.09 £0.011 8.5E-16
(40.60 — 45.30) (53.43 - 62.83)
O,
c11 Estragol J 4559 79.66 0.038 +0.005 8.8E-17
(38.53 - 53.40) (68.62 — 99.73)
C10 1,8 Cineol - 56.55 79.45 0.056 + 0.002 3.0E-150
4 (53.14 - 60.22) (73.78 - 87.99)
C37  Acetato de geranilo « )L 73.00 126.06 0.02 £0.003 5.8E-18
o (65.98 — 81.05) (112.84 — 146.08)
]
C+ Cipermetrina 10.49 35.79 0.08+0.019 0.023
(0.10-19.96) (21.98 - 84.37)

Este estudio presenta los primeros resultados del efecto toxico por contacto frente a S. zeamais para

los compuestos 1R,2S,5R-isopulegol (C7), 2-nonanona (C9), 2S,5R-isopulegona (C23), carvacrol
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(C25), citral (C27), trans-anetol (C29), 4-undecanona (C34), 2-decanona (C35), 2-undecanona
(C36) y de los enantidbmeros de pulegona por separado (C1, C2). Igualmente, es el primer informe
de una evaluacion directa sobre el insecto y no sobre una superficie, para los compuestos S-(+)-
carvona (C3), ap-tujona (C6), citronelal (C33), 1R-(-)-fenchona (C8) y acetato de geranilo (C37).
Es importante mencionar que los resultados no son comparables con los reportados en la literatura,
puesto que implementan métodos de superficie con o sin medio de cultivo, que pueden exponer al
insecto a otros efectos de comportamiento, como la repelencia o la disuasion alimentaria [74,84].
Asimismo, se presenta el primer reporte a 24h de evaluacion de las DLso (pg/adulto) para C4 (16.89),
C11(45.59), C29 (26.25) y C33(36.94), los cuales son valores mayores a lo reportado previamente y
en donde los ensayos se llevaron a cabo en periodos de 7 dias, de 2.79, 17.62, 13.9 y 8.54 para C4,
C11, C29 y C33, respectivamente, sugiriendo que el efecto toxico de estas sustancias mediante la
via de contacto, sigue actuando durante varios dias en el insecto [69,81,91].

3.1.4 Andlisis cluster para correlacionar la toxicidad por contacto de los
compuestos activos

El andlisis cluster de los compuestos volatiles toxicos por contacto, condujo a agruparlos en tres
conglomerados mediante el modelo agnes como se indica en la figura 3.5. De este modo, en el primer
cluster (G1 - azul), se ubican los nueve compuestos mas activos, al presentar DLso < 20 pg/adulto y
los valores de pendiente mas altos, que corresponden a: R-(+)-pulegona (C1), S-(-)-pulegona (C2),
S-(+)-carvona (C3), R-(-)-carvona (C4), R-(-)-terpinen-4-ol (C5), isopulegol (C7), piperitona (C22),
isopulegona (C23) y carvacrol (C25). Los otros dos grupos presentan similitud en sus respuestas de
mortalidad, donde las DLs de G2 (amarillo) presentan una distribucion sesgada a la izquierda,
haciendo que sus compuestos sean un poco mas activos que los de G3. No obstante, la caracteristica
gue realmente diferencia los dos clusters es el esqueleto carbonado, ubicando en el segundo cluster
(G2 - amarillo) estructuras biciclicas y arométicas con actividad moderada (20 < DLsp < 38
pg/adulto), por lo que alli estan presentes ap-tujona (C6), 1R-(-)-fenchona (C8), estragol (C11),
eugenol (C26), trans-anetol (C29), isoeugenol (C31) y safrol (C32). Finalmente, en el tercer cluster
(G3 — verde) quedaron establecidos 10 compuestos con actividad moderada-leve, con las
concentraciones letales 30 y 50 mas altas (21 < DLso < 73 pg/adulto), entre los que se encuentran: 2-
nonanona (C9), 1,8-cineol (C10), citral (C27), linalool (C28), geraniol (C30), citronelal (C33), 4-
undecanona (C34), 2-decanona (C35), 2-undecanona (C36) y acetato de geranilo (C37).
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Figura 3.5: Dendograma de analisis Cluster de los compuestos volatiles toxicos por contacto.

El dendograma muestra cémo las dos primeras subdivisiones de G1 (C1, C2 y C25), se distribuyen
por ser los compuestos con mejor respuesta de mortalidad al contacto, debido a la altura jerarquica.
Inclusive, estos compuestos presentan una toxicidad mayor que el C+, el cual se encuentra como un
grupo unitario al presentar mas de un ciclo en su estructura. Dentro del gréfico, se observan
distancias cortas entre la pareja C1 y C2, debido a que son enantiémeros y entre los compuestos C10
y C37, debido a que son monoterpenoides pertenecientes al Gnico éter y éster de tipo monoterpeno

de la submuestra n;, estas divisiones en parejas es una de las razones por las que no se seleccion6 un

mayor numero de agrupaciones.

Cada uno de los grupos del diagrama de dispersion se caracterizaron teniendo en cuenta algunos
rasgos fisicoquimicos y estructurales de los compuestos, descritos en el anexo C.1. La informacion
se clasifico en un gréafico de frecuencias (figura 3.6), de tal manera que la categoria general fue cada
uno de los conglomerados. Los grupos se discriminaron, inicialmente, en los logaritmos (Log) de los
coeficientes de particion (LogKow > 3.5 o LogKoew < 3.5), seguido del esqueleto carbonado que
conforma la molécula (aciclico, monociclico, biciclico y aromatico) y las funciones organicas que
constituyen las estructuras quimicas (cetona, alcohol, aldehido, éster y éter). El grafico de
frecuencias también incluyo el tipo de metabolito (alifatico, monoterpenoide y fenilpropanoide) y el

precursor biosintético como variable sumativa caracterizada con colores.
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Cantidad de compuestos

Caracteristicas fisicoquimicasy estructurales de los compuestos

Figura 3.6: Grafico de frecuencias de las caracteristicas fisicoquimicas y bioguimicas de los
compuestos volatiles de los clusters de la toxicidad por contacto

De manera general en el grafico de frecuencias se observa que el cluster G1 contiene principalmente
monoterpenoides monociclicos (8 compuestos), derivados del cation a-terpinilo (7 compuestos) y
con funcioén organica cetona (6 compuestos). Adicionalmente, todos los compuestos presentan bajos
coeficientes de particidn, indicando que la disminucion en el caracter lipofilico de los metabolitos
volatiles mejora su toxicidad por contacto. Este resultado concuerdan con estudios del efecto
insecticida de monoterpenos, el cual indica que las moléculas con mayores LogKow, Se pueden estar
reteniendo en la cuticula del insecto por su alta hidrofobicidad [134,148]. En el mismo modo se
observa que el cluster G2, esta conformado principalmente, fenilpropanoides con un grupo éter en
su estructura (5 compuestos), algunos de ellos derivados del acetato de coniferilo (3 compuestos), y
cetonas monoterpénicas biciclicas (2 compuestos). Asi mismo, en el cluster G3 se observa que esta
constituido primariamente por compuestos aciclicos (9 compuestos), varios de ellos con un carbono
carbonilo en su estructura (5 compuestos). De acuerdo con lo anterior se puede deducir que las que

las estructuras aciclicas tienden a disminuir el modo de accion por contacto.

Al analizar la actividad por contacto de los compuestos evaluados, se pudieron establecer algunas

relaciones de estructura-actividad preliminar. Al respecto, el estudio sugiere que la presencia de
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monoterpenoides oxigenados es importantes para la actividad toxica por contacto, dado que 17 de
los 26 compuestos bioactivos presentan este tipo de ndcleo. Al comparar los valores promedio de
CLso de los monoterpenoides aciclicos con funcién organica alcohol (C28 y C30), se encontr6 que
la CLso es 1.3 veces mejor cuando el de esqueleto carbonado es monociclico (C5 y C7). Por otro
lado, al comparar la funcién organica cetona se determiné que la actividad es alrededor de 3.5 veces
mayor cuando la estructura es del tipo monoterpenoide monociclico (C1, C2, C3, C4, C22 y C23)
en comparacion con el promedio las cetonas alifaticas y monoterpénicas biciclicas (C6, C8, C9, C34,
C35y C36) . Del mismo modo al contrastar las cetonas alifaticas (C9, C35y C36,) se identificd que
la elongacion progresiva de la cadena carbonada favorece el efecto insecticida. Adicionalmente, al
contrastar los aldehidos monoterpénicos aciclicos, se identificd que el aumento en el nimero de
insaturaciones favorece la toxicidad por contacto, al encontrar que C27 es alrededor de dos veces
mas activo que C33. Finalmente, al analizar la funcién orgénica éter presente como heterociclo, se
encontr6 que C10 es aproximadamente 2 veces menos activo que los otros monoterpenoides
biciclicos oxigenados (C6, C8) y que el fenilpropanoide C32 es 1.5 veces menos letal que sus
precursores biosintéticos C26 y C31. Lo cual sugirié que las estructuras heterocicliclas oxigenas

disminuye el efecto insecticida por contacto sobre S. zeamais.

Consecuentemente, el estudio también expuso el tipo de compuestos que no exhiben potencial
actividad por contacto, dentro de los cuales se encuentran principalmente monoterpenoides de tipo
hidrocarburos, sesquiterpenoides, aldehidos e hidrocarburos alifaticos. La baja accion por contacto
de los compuestos de tipo hidrocarburos probablemente puede estar relacionando a su mayor caracter
lipofilico en comparacion a los compuestos oxigenados y por lo que pueden estar quedando retenidos
en la cuticula del insecto [134,148]. Finalmente, se puede resaltar que los monoterpenoides
oxigenados pueden ser sustancias con accion toxica fumigante y contacto sobre S. zeamais.
Adicionalmente, se destacan a los enantiémeros de pulegona (C1 y C2), como los compuestos con
mayor accion insecticida, comparable con los controles positivos, tanto para la toxicidad fumigante

como por contacto.
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3.2 Potencializacion de la accion insecticida a partir del diseio
de mezclas con metabolitos volatiles bioactivos frente a S.
zeamais

En el estudio de potencializacion de la actividad insecticida de los compuestos volatiles bioactivos
mediante el disefio de mezclas, inicialmente se plantearon combinaciones ternarias de dichos
compuestos como un predisefio, de forma independiente para la actividad fumigante y por contacto.
El predisefio se realiz6 de forma manual, basdndose en los resultados de los analisis cluster para la
accion fumigante y por contacto, descritos en las secciones 3.1.2 y 3.1.3 (jError! No se encuentra e
| origen de la referencia. y jError! No se encuentra el origen de la referencia.). En este sentido,
se propusieron mezclas entre compuestos del mismo grupo y entre compuestos de grupos distintos
y algunas de las mezclas se fundamentaron en la composicion quimica de los AEs bioactivos.
Finalmente, la metodologia cluster permitié predisefiar 20 mezclas ternarias en la toxicidad
fumigante (M1 a M20) y 9 en la toxicidad por contacto (MC1 a MC9) (Tabla 2.2).

Las mezclas resultantes se analizaron por un modelo de superficie de respuesta (MSR) mediante un
disefio simplex-lattice {3,2}, con el fin de establecer la proporcion en que los compuestos causan la
respuesta de letalidad mas efectiva. Los modelos generales (cuadraticos) del MSR fueron altamente
significativos (p < 0.001 y F > 10.00) y la variacién no interfirié con la precision del modelo (R? >
0.850). Adicionalmente, la eficiencia de las respuestas se vio fortalecida al encontrar una diferencia
menor a 0.10 entre los tres coeficientes de determinacion (R?, R%peq Y R%4j), descritos en los ANOVA
del anexo D.1. Los ANOVA permitieron rechazar las hip6tesis nulas (Hy: i; = 0), excepto en las
combinaciones binarias cuadraticas que no exhibieron una varianza significativa. Este es el caso de
C10 + C19 en M14 (F= 0.18; p= 0.70), C22 + C16 en M6 (F= 0.00, p=1.00), C28 + C29 en MC8
(F= 0.03; p=0.86), C22 + C18 (F= 0.00; p=1.00) y C1 + C22 en M18 (F= 0.16; p=0.70),
combinaciones que no se ajustaron de forma significativa al modelo y por lo tanto fueron rechazadas
(anexo D1) [151]. EI MSR también rechazé las combinaciones cuadraticas (binarias) con valores
negativos en los coeficientes de relacion (anexo D1), los cuales indican antagonismo a causa de una
respuesta no predicha por la combinacion aditiva del modelo lineal. Este comportamiento se observd
en las combinaciones C3 + C4 en M1 (Coef=-11.00) y C1 + C26 (Coef=-6.29) y C25 + C26 (Coef=
-1.60) en MC1. De esta manera, aunque se predisefiaron mezclas ternarias el modelo MSR rechaz6
algunas interacciones entre dos compuestos, lo que condujo a que el modelo predijera también
algunas mezclas binarias. A partir de las 20 mezclas predisefiadas para el efecto fumigante, el MSR

predijo como potencialmente toxicas a 2 mezclas ternarias (M2 y M12) y 8 binarias (M1, M3, M4,
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M5-M7, M14, M16, M18'y M20) (submuestran;;). A partir de las 9 mezclas predisefiadas por accion
toxica topica, el modelo MSR postulé 4 mezclas binarias (MC1, MC6-MCS8) y una ternaria (MC9)

(submuestra n;,), todas sucintas en la tabla 3.3.

En la figura 3.7 se presentan las graficas de contornos de superficie que permiten estimar la eficacia
insecticida de las combinaciones, en los cuales se codifica el rango de la fraccién afectada (fa) en
colores, extendiéndose desde negro (fa > 9.5) hasta naranja (fa < 2.0). Adicionalmente, en la figura
también se presentan las graficas de trazas de efectos Cox, las cuales permiten identificar la
efectividad de cada componente dentro de la mezcla. En este sentido, se observa tanto para el efecto
fumigante como toxico por contacto, que en las mezclas donde se encuentra R-(+)-pulegona (C1)
como componente, la pendiente de la grafica de efectos Cox, asociada a este compuesto siempre es
prominentemente positiva, lo que indica que este componente tiene una alta efectividad en la mezcla.
Consecuentemente, en los diagramas de contornos de las mezclas en las que esta presente C1, se
aprecia que el color negro y azul oscuro tienden a ubicarse hacia su vértice, sugiriendo que las
mezclas que contienen altas proporciones de C1 tendran un mayor efecto insecticida (figura 3.7 a, b,
¢, g Y k). EI mismo comportamiento se observé por la presencia de C3 en las mezclas M6 y M7, de
C10 en M14, de C23 en M20 y de C26 en MC6, ya que presentan pendientes prominentemente

positivas en el grafico de trazas Cox.
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Figura 3.7: Graficos de superficie de respuesta que muestran la influencia de la proporcionalidad,
de los compuestos volatiles en la toxicidad fumigante y por contacto sobre S. zeamais
Mezclas tdxicas fumigantes a) M1 (C1 + C3 +C4), b) M2 (C1 + C2 + C3), ¢c) M3 (C1 + C3 + C7), d) M5 (C1 + C3
+ C16), ) M6 (C3 + C16 + C22) f) M7 (C10 + C3 +C8), g) M12 (C18 + C15 + C21) h) M14 (C10 + C16 + C19),
i) M18 (C1 + C18 +C22), j) M20 (C6 + C15 +C23). Mezclas tdxicas por contacto k) MC1 (C1 + C25 + C26), I)

MC6 (C26 + C33 + C37), m) MC7 (C27 + C28 + C37), n) MC8 (C29 + C11 + C28) y 0) MC9 (C10, C22, C28).
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En el grafico de contornos para M12 se observa que el color negro se concentra en el centro del
triangulo, lo que sugiere que los tres componentes de la mezcla son responsables de potenciar el
efecto fumigante sobre S. zeamais y por esta razén el MSR optimiza la respuesta de mortalidad a las
proporciones de mezcla de C18, C21y C15a 0.46:0.31:0.23. Un comportamiento similar se observa
para las mezclas M2 y MC9. El analisis del grafico de contornos para M5 permite establecer que la
eficacia de la mezcla es mayor cuando se combinan los componentes C1 y C16 en proporcion
0.74:0.26, pues la zona de color negro se concentra hacia la arista que conecta los vértices
correspondientes a los compuestos C1 y C16. Este caso corresponde a un ejemplo de prediccion de
mezclas binarias por el modelo MSR, cuando este rechaza algunas interacciones entre dos
componentes y elimina a uno de los compuestos de la mezcla ternaria predisefiada. Esta misma
tendencia se observa para las mezclas M1, M3, M4, M6, M7, M14, M16, M18, M20, MC1, MC3,
MC6, MC7 y MC8. En la tabla 3.3 se resumen los resultados predichos por el modelo MSR de los
componentes a mezclar y sus proporciones, en la cual también se observa que las mezclas M8, M15,
M17 y MC5, evidenciaron una respuesta de letalidad antagoénica, al presentar efectos toxicos mucho
menores al compuesto individual. Esta interaccion antagonica también la predice el modelo, al
obtener valores negativos en los coeficientes de relacion, para todas las interacciones binarias de

cada una de estas mezclas en el ANOVA, razén por la que no se consideraron potenciales.

Tabla 3.3: Efecto insecticida de las mezclas predichas por MSR

Toxicidad fumigante Toxicidad por contacto
Mezclas Mezclas estimadas por MSR Mezclas Mezclas estimadas por MSR
Cod predisefiadas Componentes ppm Mortalidad | Cod predisefiadas Componentes ug/  Mortalidad
(A+B+C) (Proporcion) mg/l2  (%)tS (A+B+C) (Proporcién) adulto® (%) £ SE
Cl1:C3 C1:C25
+ +
M1 C1 C3 4 0.73:0.27 0.6 67.5+50 |[MCl1 C1 C25 C26 0.79:0.21 50 73.3%5.8
Cl: C2:C3 Cc1
+
M2 C1 C2 C3 065:014:021 0.6 87.5+50 [MC2 C9 C25 C26 1.00 ND
Cl:C7 C1:C25
+
M3 C1 C3 C7 067 :0.33 0.6 52550 |[MC3 Cl1 C25 C34 0.79:0.21 ND
C1:C3 C25
M4 C1 C3 C5 0.73:0.27 ND MC4 C25 C25 C34 1.00 ND
Cl:C16 C1:1.00
+
M5 C1 C3 Cil6 0.74:0.26 0.6 60.0+82 |[MC5 C1 C5 C10 (al combinar C10)* 0.6 ND
C3:C22 C26:C33
+ +
M6 C22 C3 Ci16 0.80 : 0.20 2.9 35.0+5.7 |MC6 C26 C37 C(C33 0.70: 0.30 20.0 57.5%9.6
C8:C3 C27:C37
+ +
M7 C8 C3 C10 0.1:0.90 2.9 7.5+5.0 MC7 C27 C37 C28 0.59:0.41 22.0 375%5.0
C9-1.00 C29:C11
+
M8 C8 C7 C6 (toda combinacién)* ND MC8 C29 C11 C28 0.60 : 0.40 22.0 50.0%8.2
C10: C28: C22
M9 C12 C9 C10 C9:1.00 ND +
MC9 C22 C10 C28 0.65:0.14: 0.21 9.5 40.0+8.2
M10 C20 C19 C17 C17:1.00 ND
M11 C14 C19 C16 C16:1.00 ND
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C18:C21:C15

+
M12 C18 C21 C15 0.46:031:023 66.4 97.0+5.8
M13 C14 C12 Ci16 C12:1.00 ND
C10:C16
+
M14 C10 Ci16 C19 0.75:0.25 13.0 7.5+5.0
M15 C11 C12 C13 ci1- 1.'00 L. ND
(toda combinacion)*
C10:C16
M16 C10 Cl6 C18 0.75:0.25 ND
C5:1.00
M17 C10 C5 C18 (al combinar C5)* ND
Cl:C22
+
M18 C1 C22 C18 0.75:0.25 0.6 40.0+£5.0
M19 C3 C15 C18 C3:1.00 ND
C23:C15
+
M20 C6 C23 C15 0.74:0.26 2.9 70.0+8.2

aConcentracién a la que se evalud la mezcla para verificar la prediccion del MSR, correspondiente a la CLsodel componente mas activo
de esa combinacion.

bDosis a la que se evalud la mezcla para verificar la prediccién del MSR, correspondiente a la DLso del componente mds activo de esa
combinacion.

*Mezclas con respuestas de letalidad desfavorables (antagdnicas) en una o varias de las combinaciones binarias.

ND. No se determind la actividad insecticida, debido a que fue rechazada por el modelo al presentar efecto antagénico y/o porque la
prediccién no correspondidé a una mezcla.

Al contrastar las combinaciones de los compuestos con los AEs que los contienen, la toxicidad
siempre fue mayor en las mezclas disefiadas por el MSR, apreciando una interaccion sinérgica que
coincide en cierto modo con la proporcion en que se encuentran en algunos AEs. Un caso es la
mezcla M12, en la cual se ve potenciado el efecto fumigante al combinar 3 de los CQs que se
encuentran en mayor porcentaje en el aceite de C. sempervirens (C18: 9.39%, C21: 58.9%, C15:
11.93%). M12 fue la tnica mezcla constituida exclusivamente por compuestos con efecto insecticida
por inhalacion (hidrocarburos), atribuyendo su potencial fumigante a la combinacion de las
estructuras biciclicas provenientes de los cationes a-terpinen-4-ilo (C18) y a-terpinilo (C15). Esta
atribucion se hace con base a los resultados de otras mezclas constituidas inicamente por compuestos
de tipo hidrocarburo, que no incluian a C18 y C15, como el caso de las predicciones de M10,
compuesta por los CQs mayoritarios de los AEs de H. mexicanum e H. myricariifolium, (C20, C19
y C17) y de M11 conformada por los CQs mayoritarios del AE de P el-metanum (C19: 8.48%,
C16:19.36%, C14: 43.47%). Las combinaciones M10 y M11 sugirieron que la accion insecticida de
estos AEs, probablemente se debe mas al efecto individual de los compuestos que se encuentran en
mayor porcentaje 0 a su interaccion con otros compuestos minoritarios. En este sentido, también se
identificd que C28, constituyente quimico de 10 de los 19 AEs toxicos por contacto, siempre mostrd
un mejor efecto individual a altas proporciones, tal como se representa en MC7 y MC8 (figuras 3.7-
m, n). Esta aproximacion se basa en el comportamiento concavo de C28 em los gréaficos Cox y al

color azul oscuro en su vértice en los graficos de contornos, sin embargo, el color negro en estos
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gréaficos se presenta en la arista opuesta a su vértice (proporcion cercana a cero). Lo cual indica que
el efecto toxico por contacto de C28 es mejor de forma individual, pero en bajas proporciones juega

un papel sinergista dentro del AE, potenciando la actividad de otros CQs [77].

Para verificar las combinaciones predichas por el MSR, se prepararon las 10 mezclas fumigantes y
las 5 mezclas por contacto, en la proporcion estimada y se evallo su efecto sobre S. zeamais a una
concentracion equivalente a la CLso 0 DLso del componente més activo de la mezcla. Los resultados
de actividad insecticida de las mezclas preparadas se presentan en la tabla 3.3, la cual muestra que 6
mezclas fumigantes (M1, M2, M3, M5, M12 y M20) y 3 mezclas toxicas por contacto (MC1, MC6
y MCB8) causaron un efecto insecticida igual o superior al de sus componentes individuales,
ocasionando mortalidades > 50%.

Las 9 mezclas que alcanzaron o superaron el 50% de letalidad sobre S. zeamais se sometieron a un
estudio para determinar los efectos generados en la mortalidad del insecto por variaciéon de la
concentracién y de la dosis de cada mezcla, con el fin de comprobar, si la interaccion de sus
componentes también potencia la otra via de acceso insecticida evaluada. Adicionalmente, en este
estudio se incluy6 la mezcla M21 constituida por los enantibmeros de la pulegona (C1 y C2),
obteniendo un total de 10 mezclas para evaluar como potenciales insecticidas (submuestra n;;). Los
resultados del estudio del efecto fumigante y toxico por contacto de las mezclas seleccionadas son

presentados en la tabla 3.4.

Tabla 3.4: Toxicidad fumigante y por contacto de las mezclas de compuestos volatiles sobre S.
zeamais

Mezclas Toxicidad Fumigante Toxicidad por contacto
A+B / A+B+C Clso CLgo DLso DLso
Cod. (LC-95%) (LC-95%) B; + DE (LC-95%) (LC-95%) [; + DE
(proporcién) mg/L mg/L ug/adulto ug/adulto
M1 Cc1 c3 0.54 1.05 2.54+0.78 9.17 17.21 0.16 £ 0.60
(0.73) (0.27) (0.38-0.73) (0.83-1.82) (4.09-13.97) (12.92-39.84)
M2 C1 c2 Cc3 0.48 0.68 5.84 +1.55 6.36 10.50 0.31+0.11
(0.65) (0.14) (0.21) (0.35-0.55) (0.576 — 0.951) (3.85-9.31) (8.12-21.29)
M3 C1 c7 0.63 1.01 3.36+1.02 9.01 14.76 0.22+0.71
(0.67) (0.33) (0.45-0.81) (0.83-1.61) (6.00-12.74)  (11.53-26.22)
M5 Cc1 Cl6 0.65 0.99 3.74+0.91 9.33 15.00 0.23+£0.07
(0.74) (0.26) (0.52-0.70) (0.83-1.36) (6.39-13.58) (121.65-28.22)
M12 C18 C21 C15 39.22 61.30 0.06 £ 0.01
(0.46) (0.31) (0.23) (30.85—-49.13) (50.87 —85.88) - - -
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M20 C23 C15 2.06 4.05 0.64 +0.17 15.61 24.94 0.14 £ 0.05
(0.74) (0.26) (1.18-2.92) (3.12 - 6.45) (10.83-23.00)  (19.09-50.06)
M21 C1 c2 0.63 1.16 2.43 +£0.65 8.17 13.88 0.23+0.72
(0.50) (0.50) (0.45-0.83) (0.93-1.77) (4.88-11.78)  (10.69 —24.97)
mc1 c1 C25 1.56 3.51 0.66 +0.18 7.25 12.23 0.26 +0.09
(0.79) (0.21) (0.86 - 2.40) (2.60 - 6.14) (4.11-10.80)  (9.34-26.17)
MC6 C26 C33 18.33 27.21 0.14 +0.05
(0.70) (0.30) - - - (10.79-23.95)  (22.04-42.22)
MC8 C29 Cl1 48.87 80.50 0.06 +0.01 42.43 70.79 0.045 +£0.02
(0.60) (0.40) (36.01-67.79) (63.57-124.14) (22.16 —60.30) (54.66 —108.23)
C+ Diclorvos (fumigante) 2.17 4.57 0.51+0.15 10.49 35.79 0.08 £ 0.02
Cipermetrina (contacto)  (1.53 - 3.81) (3.21-8.75) (0.10-19.96) (21.98 —84.37)

Los resultados de toxicidad fumigante de las mezclas predichas para esta via de exposicion del
insecto, muestran que las combinaciones M1, M2, M3, M5 y M21 presentaron las CLso mas bajas,
inferiores a la del control positivo, diclorvos (2.47 mg/L). Estas mezclas se caracterizan por contener
como componente a R-(+)-pulegona (C1), sin embargo, dichas concentraciones no son
significativamente diferentes a la CLso exhibida por C1 de manera individual (0.58 mg/L). A pesar
de no observarse una potencializacién significativa de la actividad fumigante en las mezclas que
contienen C1, es importante resaltar que la mezcla racémica de pulegona no causé una pérdida en la
actividad fumigante. Lo anterior podria ser aprovechado a nivel industrial en caso de lograrse obtener
un agente fitosanitario para el control de S. zeamais basado en pulegona, pues el hecho de poder
utilizar la mezcla de enantiébmeros seria un factor positivo a nivel econdémico. Por otra parte, la
mezcla M20 constituida por 2S,5R-isopulegona (C23) y 8-3-careno (C15) también presentd un alto
potencial fumigante, con una CLso similar a la causada por el control positivo. En este caso se
observo que la actividad insecticida de la mezcla fue mayor que la del componente mas activo (C23),
lo que indica que la combinacion binaria potencid la actividad fumigante. De las mezclas predichas
con el modelo fumigante, la M12 fue la Unica que exhibié una actividad insecticida mucho menor
gue el control positivo, no obstante, se resalta que la CLso de la mezcla es aproximadamente 1.7
veces menor que la CLso del componente mas activo, hecho que conlleva a afirmar que esta mezcla

ternaria permitié potenciar el efecto fumigante.

Al analizar los resultados de toxicidad por contacto de las mezclas predichas por MSR para esta via
de ingreso al insecto, se encuentra que en el caso de las mezclas MC1 y MC8 la dosis letal media
fue muy superior a la del compuesto mas activo, lo que indica que no se logré una potencializacion
del efecto toxico por contacto. Contrario a lo anterior, en MC6 la DLso de la combinacion fue

ligeramente menor que la del componente mas activo, lograndose una potencializacion del efecto
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insecticida. De las mezclas predichas por el MSR para toxicidad por contacto, solo MC6 y MCS,
presentaron una accion insecticida menor que el control positivo cipermetrina (DLso: 10.49
pg/adulto). Adicionalmente, se logré determinar que 8 de las 10 mezclas exhibieron toxicidad por
las dos vias de ingreso al insecto, siendo las mezclas MC6 y M12 activas solo en el modo de accién
por el cual fueron establecidas. Estas mezclas estan constituidas por compuestos activos de una sola
via de acceso insecticida, estando MC6 (DLso: 18.33 pg/adulto) constituida por dos compuestos sin
efecto fumigante, el fenilpropanoide C26 y el aldehido C33, y lamezcla M12 (CLso: 39.22 pg/adulto)
conformada por los hidrocarburos monoterpénicos C15, C21 y C18 (sin efecto por contacto). Asi
mismo, fue posible establecer que la mezcla con mayor potencial fumigante y contacto fue M2 (CLso:
0.48 mg/L, DLso: 6.36 pg/adulto), constituida por cetonas monoterpénicas con efecto multimodal,
C1 (CLso: 0.58 mg/L, DLso: 4.85 pg/adulto), C2 (CLso: 0.97 mg/L, DLso: 7.44 pg/adulto) y C3 (CLso:
2.87 mg/L, DLso: 12.68 pg/adulto). Finalmente, se resalta que la mayoria de las mezclas, a excepcion
de M12, MC6 y MCS8, presentaron una accion insecticida comparable con los controles positivos
diclorvos (CLso: 2.17 mg/L) y cipermetrina (DLso: 10.49 pg/adulto).

Para verificar el tipo de interaccién de los componentes de las mezclas optimizadas por el MSR, se
implementé el modelo del efecto mediano de la ley de accion de masas. En el analisis de interaccion
se obtuvieron coeficientes de correlacién lineal mayores a 0.97 para todas las mezclas y compuestos,
comprobando que los datos se ajustaron al modelo. Lo cual permitié calcular los indices de
combinacion (IC) que se presentan en la tabla 3.5 y construir al mismo tiempo los gréaficos de indice
de combinacién, para observar la interaccién de los compuestos a cuatro diferentes niveles de dosis-
efecto (CLso, CLso, CLssy CLgo). En estos graficos los valores por debajo de la linea de aditividad
(IC = 1) sugieren sinergismo y los valores por encima indican antagonismo para los dos efectos

insecticidas evaluados (Anexos D.2 y D.3).

Tabla 3.5: Interaccion de constituyentes quimicos de AEs frente a S. zeamais, basado en el efecto
mediano de la ley de accion de masas

Mezclas Toxicidad Fumigante Toxicidad por contacto
Cod. A+B+C Lo ”
(Proporcion) CLsy; CLsgijr IRD  ICso Interaccién DLso; DLsg;j; IRD 1Cso Interaccién
C1(0.73) 0.58 1.41 Sinergismo 4.85 0.70 .
M1 €3 (0.27) 287 0.54 18.1 0.77 moderado 1268 9.17 477 1.63 antagonismo
M2  C1(0.65) 0.58 1.89 4.85 1.02
C2(0.14) 0.97 0.48 143 0.64 sinergismo 7.44 6.36 7.43 1.10 aditivo

€3 (0.21) 2.87 27.7 12.68 7.04
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M3

GOT 0% e P aw MO AR g 12w o
" €1(074) 0.58 0.65 1.17 0.86  sinergismo leve 4.85 9.33 0.68 1.47*  antagonismo
C16 (0.26) 88.69 ’ 511.1 - ’ 123.4 ’
M12 (C18(0.46) 68.65 3.71
C21(0.31) 107.95 39.22 840 0.51 sinergismo - - - - -
€15 (0.23) 80.35 8.40
M2 Eﬁ Eg;g; 820.?375 2.06 292213 0.26 Sinergismo fuerte 11:14 15.61 (2)795 1.09* aditivo
m21 C1(0.50) 0.58 0.63 1.77 0.91 aditivo 4.85 8.17 1.15 1.42 antagonismo
C2(0.50) 0.97 : 290 7.44 ' 1.80 ' moderado
mc1 C1(0.79) 0.58 1.56 0.45 2.19% antagonismo 4.85 2.5 0.83 1.40 antagonismo
C25(0.21) - ' 732.7 © 8.71 : 5.54 : moderado
Mce C26 (0.70) - ) ) ) ) 20.90 18.33 1.59 0.78 sinergismo
C33(0.30) - 36.94 : 6.62 ' moderado
mcs C29 (0.60) - 48.87 8.00 0.82* Sinergismo leve 26.25 42.43 0.97 1.42 antagonismo
C11(0.40) 30.46 : 1.44 45,59 : 2.54 : moderado

*valor estimado con una CLs,= 150 mg/L para los componentes que no presentan toxicidad fumigante, o con DLs, = 50ug/adulto,
para los componentes que no evidencian toxicidad por contacto

Los valores de los IC calculados indican que en seis de las siete mezclas fumigantes predichas se
lograron obtener efectos sinérgicos desde leves hasta fuertes, encontrandose el mayor sinergismo en
las combinaciones M12 (IC= 0.54) y M2 (IC= 0.64), mientras que para la mezcla M21, constituida
por los enantiomeros de la pulegona, el valor de IC sugiere un efecto aditivo. Adicionalmente se
encontrd que para MC8 también se consiguié un sinergismo leve en el modelo fumigante, pese a que
esta mezcla fue predicha por toxicidad topica. Es importante resaltar que en la mezcla MC1, a pesar
de que su efecto insecticida fue muy prometedor (CLso: 1.56 mg/L), el valor de IC (2.19) indica que

el efecto de la combinacién es antagénico.

Por otra parte, se calcularon los indices de reduccion de dosis (IRD), los cuales indican cuantas veces
se puede reducir la dosis de cada compuesto de una interaccion sinérgica en el efecto del 50%, en
comparacion con cada uno de los componentes de la mezcla (tabla 3.5). Ademas, para visualizar
estos IRD en los cuatro niveles de dosis-efecto sometidos (30, 50, 75 y 90%), se construyeron los
gréaficos de Log IRD para los dos modos de acceso al insecto (anexos D.2 y D.3) [129]. En este
sentido, para la mayoria de los compuestos presentes en las combinaciones que exhibieron efecto
fumigante se encontraron valores de IRD superiores a 1, lo que indica que las reducciones de dosis
son favorables. La Gnica mezcla en la que se obtuvo un IRD < 1 fue en MC1, para su componente
R-(+)-pulegona (C1, IRD= 0.45), aumentando progresivamente su efecto desfavorable hacia la CLgo

(Anexo D.1-h). Sin embargo, para carvacrol (C25, IRD= 732,7) se obtuvo el mayor valor de indice
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de reduccion de dosis, indicando que su combinacion con C1 es muy favorable para mejorar la
actividad fumigante de este compuesto (C25). Teniendo en cuenta que comercialmente 1 kg de
carvacrol (C25) se consigue por un precio similar al de 100 g de R-(+)- pulegona (C1), indicando
gue la combinacion de estos dos compuestos es econdmicamente favorable para la elaboracion de
productos bioinsecticidas con base en esta mezcla (MC1). También se resaltan los resultados
obtenidos para M5, una mezcla con efecto sinérgico que present6 el segundo mayor IRD fumigante
en uno de sus componentes, el limoneno (C16, IRD = 511.1). Este compuesto es econémico y de
facil acceso, ya que puede extraerse en altas cantidades del pericarpio del limén y la naranja por
procesos de expresion o arrastre de vapor, hecho que puede ser una ventaja desde el punto de vista
economico, para la fabricacion de un producto basado en la combinacion M5. Finalmente, es
importante destacar a la mezcla enantiomérica de pulegona, M21, pues presenta un efecto aditivo en
la accion fumigante con valores de IRD favorables para sus dos componentes, en todos los niveles
de dosis evaluados (anexo D.2—g) y resulta ser mas efectiva que el control positivo, confirmando que
la separacion de los enantiomeros no seria estrictamente necesaria para obtener una buena

efectividad insecticida frente a S. zeamais.

En contraste con lo observado para la actividad fumigante, en la accién insecticida topica, se
encontré que para seis mezclas se obtuvieron valores de IC > 1.2, que indican una interaccién
antagonica insecticida mediante esta via de acceso al insecto, mientras que para la mezcla MC6 (IC=
0.76) se logr6 un efecto sinérgico moderado y un efecto aditivo en las mezclas M2 (IRD= 1,10) y
M20 (IC= 1,09), observandose que la interaccion en M20 presenta una tendencia sinérgica
progresiva hacia la efectividad del 90% (anexo D.3-€). En MC6 y M2 se evidenci6 una reduccion
favorable en las dosis de todos los componentes que las conforman, sin embargo, solo en MC6 se
mantuvo la reduccidn de dosis favorable en todos los niveles de dosis-efecto evaluados (anexo D.3—
h). Lo anterior sugiere que la toxicidad topica sobre S. zeamais, solo se encuentra significativamente
potenciada (sinergismo), con la combinacion de compuestos volatiles que presentan efecto

insecticida por la via de contacto Gnicamente.

Teniendo en cuenta los resultados descritos anteriormente, es posible proponer a las mezclas M2,
M1, M20, M3 y M21 como las mas prometedoras, ordenadas de manera descendente, pues
presentaron los mejores efectos sobre S. zeamais por las dos rutas de exposicion en el insecto
(fumigante y contacto) y los mayores efectos sinérgicos en el modelo fumigante, a excepcion de la

mezcla enantiomeérica de pulegona (M21) que present6 un efecto aditivo.
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3.3 Efecto de las mejores mezclas y sus componentes sobre
enzimas desintoxicantes y de funcion motora de S. zeamais

3.3.1 Caracterizaciéon del homogenizado proteico de S. zeamais en
enzimas desintoxicantes y de funcion motora
Los 3 homogenizados de la extraccion de proteinas de S. zeamais se caracterizaron de forma
independiente para cada enzima, cuantificando el contenido de proteinas y la actividad enzimética
especifica de la enzima evaluada, el primero para AChE, el segundo para GST y el Gltimo para CAT.
Los resultados obtenidos para cada uno de los extractos proteicos se resumen en la tabla 3.6, en la
cual se observa que la catalasa es la enzima con mayor expresién dentro del insecto, al determinarse
una actividad especifica de 491.50 U/mg de proteina. convirtiéndola en un blanco molecular

importante, ya que con pequefias inhibiciones se lograria debilitar fisiologicamente al insecto.

Tabla 3.6:Caracterizacion de los homogenizados proteicos obtenidos de S. zeamais

Contenido de Caracterizacion enzimatica
Extracto . Enzima que se — . — .
proteico proteinas caracterizé Actividad enzimatica  Actividad especifica
mg/mL u/mL U/mg de proteina
1 0.82 +0.04 AChE 2.50 +0.03 3.05 +0.04
2 0.84 +0.03 GST 29.18 +0.12 33.55+0.03
3 0.84+0.03 CAT 412.86 +0.05 491.50 +0.02

Después de determinar la actividad enzimética en cada uno de los homogenizados, se evaluaron
diferentes diluciones en %v/v del extracto proteico, escogiendo la menor concentracion que
permitiera desarrollar los ensayos con éxito, para no subutilizar la enzima. El estudio cinético de las
enzimas AChE y GST, que se resume en la figura 3.8, permitio seleccionar una concentracion del
75% v/v al mantener una pendiente similar al del extracto al 100% (mayor a 0.020), equivalente a
0.31 U/mL de AChE y 0.59 U/mL para GST en ensayo. Ademas, se eligié un rango de tiempo de 35
min para la AChE y 8 min para GST, con el fin de obtener la mayor velocidad de reaccion al trabajar
en el curso de tiempo lineal del ensayo. En el caso de la catalasa se utilizo el extracto al 60%

equivalente a 24.77 U/mL, en ensayo, al encontrarse dentro del rango lineal de detencidn, asegurando
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una diferencia de absorbancia mayor a 0.25, entre los pmoles de H2O. adicionados y los

transformados por la catalasa [113,152].
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Figura 3.8: Estudio de algunas condiciones del ensayo de inhibicion para cada una de las enzimas.
a) Acetilcolinesterasa, b) glutation-S-transferasa c) Catalasa.

Empleando la concentracidn de extracto seleccionada para cada enzima, se determindg graficamente

la constante de Michaelis-Menten (km), que corresponde a la concentracion de sustrato ([S])

necesaria para alcanzar la mitad de la velocidad maxima (Vmax), tal como se representa en la figura
3.8. Los valores de las constantes determinados indican que la enzima AChE tiene la mayor afinidad

por el sustrato empleado en el ensayo, mientras que la enzima catalasa presenta la menor afinidad

por el sustrato, indicando que en este caso el complejo [ES] es muy inestable y por eso los tiempos
de ensayo son tan cortos. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se eligié una [S] equivalente
a 2 veces la km, puesto que las enzimas funcionan mejor como catalizadores con [S] cercana o
superior a sus constantes de Michaelis, de lo contrario, su potencial catalitico seria subutilizado,
ademas esta es la region de concentracion donde el sistema exhibe un orden de reaccion fraccional
[141]o inhibir la enzima por sustrato a altas concentraciones de este [117]. Por tanto, se utilizé una
concentracién de 600 uM de yoduro de acetiltiocolina (AThChl), 1.6 mM de glutatién reducido
(GSH) y 80 mM de H,O; equivalente a 80 umol en el ensayo (anexo E.1).
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Figura 3.9: Evaluacion cinética de Michaelis-Menten del extracto proteico de S. zeamais para cada

una de las enzimas.
a) AChE con yoduro de acetiltiocolina, b) GST con glutatién reducido y c) CAT con peroxido de hidrégeno

3.3.2 Efecto de las mezclas y sus componentes sobre enzimas
desintoxicantes y de funcion motora en S. zeamais

Una vez caracterizados los extractos enzimaticos fuente de las enzimas AChE, GST y CAT, se

evaluo la capacidad de las 10 mezclas insecticidas y sus 14 componentes para inhibir la actividad

catalitica de estas enzimas, como una aproximacion a los mecanismos de accién.

= Efecto de las mezclas y sus componentes sobre acetilcolinesterasa en S. zeamais

En la figura 3.10 se presentan los resultados del efecto inhibidor sobre la actividad catalitica de la
AChE de las mezclas y sus constituyentes evaluados a 120 mg/L y 15 mg/L. En el estudio del efecto
inhibitorio preliminar a una concentracion de 120 mg/L (barras de color azul) se observa que siete
mezclas y ocho de sus componentes inhibieron significativamente la AChE de S. zeamais, al causar
una disminucién de la actividad igual o superior al 50%. Dentro de los compuestos que presentaron
un efecto neurotdxico sobre la AChE se hallan los monoterpenoides oxigenados (C2, C3, C7, C29).
No obstante, se encontrd que el efecto promedio inhibitorio de C1, C2 y C3 es alrededor de 14 veces
mayor que el de C23, sugiriendo que las cetonas moterpénicas con un doble enlace conjugado al
carbonilo puede ser determinante en la inhibicion enzimética. Adicionalmente, los resultados del
tamizaje indicaron que la enzima presenta una estereoselectividad por el enantiomero -S- de
pulegona (C2), pues este causa una inhibicion de la actividad catalitica 2.3 veces mayor que C1. En
el mismo modo, el estudio preliminar del efecto neurotdéxico mostré que los monoterpenoides de
tipo hidrocarburo derivados de cation a-terpinilo (C15 y C16) causaron en promedio un 20% mas de
inhibicion que los provenientes del cation a-terpinen-4-ilo (C21 y C18). Un efecto similar se

identificé en los fenilpropanoides derivados del acetato de cumarilo (C11 y C29), los cuales causan
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una inhibicion alrededor de 2.6 mayor que los provenientes del acetato de coniferilo (C26). Dentro
de los compuestos que presentaron un efecto neurotéxico moderado a bajo, se encuentra C25 (46.85
%), compuesto que presenta reportes previos con Clso = 19.4 uM (aprox. 118 mg/L) sobre la AChE
del insecto de estudio, valor que concuerda con este trabajo, dado que es muy cercano a la
concentracién implementada para el tamizaje [117]. Ademas, se logro establecer que a pesar de que
C2 fue el Unico enantiémero de pulegona que actué mediante este mecanismo de accién (75.53 %),
su mezcla racémica M21 (75.70 %) mantiene inalterado el efecto de C2 sobre la AChE. En este
sentido se puede inferir que, pese a que las mezclas que contienen a C1 son las de mayor efecto
insecticida, las bajas inhibiciones sobre AChE que se obtienen con este compuesto (33.52 %), y la
mayoria de las mezclas que lo contienen (M1: 43.49%, M2: 43.67 % y M3: 34.18 %), indican que
la interaccién con este blanco no es su mecanismo de accion principal. Lo anterior puede estar
relacionado con la presencia de la insaturacion exociclica, puesto que un efecto similar se observé

en C18 (29.11 %) que también posee este tipo de insaturacion.

100 - o

WLLLUANRRL. LD

A 3 o o o
COd OO PR PPEPEIIPIPPIPLCLE
B 120mg/L I 15mg/L

Inhibicién de AChE Ry, (%)
N Ul ~
(92} o o
L)
]
'
[ ]
"
)
1
»
1
b
1
]
4 H
]
]
2
— ]
L]
L)
]
'

Figura 3.10: Efecto de las mezclas y sus componentes sobre la actividad de AChE en S. zeamais

Las mezclas que causaron efectos de inhibicion mayores o iguales al 50% a 120 mg/L, se evaluaron
a 15 mg/L, tanto la mezcla como sus componentes, ya que es una concentracion intermedia entre las
CLso exhibidas por los compuestos de los grupos fumigante alto y fumigante medio-alto del analisis
cluster. Ademas, la evaluacion de esta concentracion permite establecer un rango de 8 a 10 puntos

en las curvas dosis-respuesta para estimar las Clso. Por consiguiente, en los resultados obtenidos se
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aprecia que las mezclas M12 y M20 presentaron un porcentaje de inhibicion mayor al 78% a las dos
concentraciones evaluadas, probablemente, por incluir al compuesto C15 en su composicion, el cual
fue la Unica sustancia que causo una inhibicion del 100% a las dos concentraciones evaluadas. Las
razones anteriormente descritas sugirieron que la AChE es un mecanismo de accion esencial para el

compuesto C15 (determinante en el efecto sinérgico insecticida) y sus mezclas.

Finalmente se resalta a este estudio como la primera descripcion del efecto en la actividad catalitica
de AChE en S. zeamais de los compuestos C7, C11, C15, C16, C21, C23, C26, C33, los enantibmeros
C1y C2 por separado y de todas las mezclas. Posteriormente a las 15 sustancias entre mezclas y
compuestos puros, que presentaron potencial actividad inhibitoria sobre la actividad de AChE en S.
zeamais, se les determind la Clso a partir de las curvas dosis-efecto que se muestran en el anexo E.2,
presentando los resultados en la tabla 3.7.

Tabla 3.7: Efecto de las mezclas y sus componentes en la inhibicion de AChE de S. zeamais
Efecto inhibitorio sobre AChE (mg/L)

Cod Compom?r,\te Componentes Mezcla
(Proporcion)
Cley + 5 kE+ 5 Tipoinh €Iz + 5 kE+ 5 Tipo inh
C1(0.74) - - -
M5 30.19+5.78 207.85+2.05 C
C16 (0.26) 26.69 + 2.90 79.64 +0.55 NC
C18 (0.46) - - -
M12 C21(0.31) - - - 0.81+0.06 3.27 £0.06 NC
C15 (0.23) 0.19 £ 0.06 2.85+0.05 NC
C23(0.74) - - R
M20 0.61+0.05 1.44+0.003 C
C15 (0.26) 0.19 £ 0.06 2.85+0.05 NC
C1(0.50) - R
M21 C 30.24 +4.60 159.15+7.35 C
C2(0.50) 36.60 £ 3.29 50.27 £+ 0.74
C1(0.79) - - -
mMc1 22.32+6.78 94.46 +3.57 C
C25(0.21) - - R
€26 (0.70) - - -
Mce6 4.45+0.68 30.45+3.51 C
C33(0.30) 7.72+0.78 198.55 + 3.51 C
€29 (0.60) 4.24 £0.36 43.65 + 3.46 C
mcs 5.28+0.72 44.61+1.64 C
C11 (0.40) 27.41+1.64 159.17 +6.34 C
c3 C3 (1.00) 66.27 £4.35 56.76 £0.18 C - - -
c7 C7 (1.00) 18.15+0.64 282.43+4.14 C -
C+ C+(1.00) 9.60x10°3 + 2.08x1073 - - - - -

Tipo inh: tipo de inhibidor, C: inhibidor competitivo, NC: inhibidor no competitivo

Las mezclas M12 (Clso: 0.81 mg/L) y M20 (Clso: 0.61 mg/L) fueron las combinaciones que

evidenciaron mayor efecto neurotdxico, igualmente, los compuestos con mayor actividad inhibitoria
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fueron C15 (Clso: 0.19 mg/L), seguido de C29 (Clso: 4.24 mg/L), resultados que se resumen en la
Tabla 3.7. En la cual se aprecia que los isémeros de posicion C29 (Clso: 4.24 mg/L) y C11 (Clso:
27.41 mg/L), coinciden con su actividad tdxica por contacto, ya que el isémero C29 (DLso: 26.25
mg/L) también evidencia una mayor toxicidad, precisando, que las insaturaciones de tipo terminal
parecen disminuir tanto la accion neurotdxica como la insecticida por contacto. En este sentido, el
alto efecto inhibitorio de las mezclas M12 y M20 sobre la enzima de funcion motora se puede atribuir
a su componente C15, al ser la sustancia evaluada con mayor actividad sobre la AChE en S. zeamais.
Los efectos obtenidos también indicaron que la combinaciéon de un monoterpeno con un carbono
carbonilo y otro monoterpenoide con grupo fenol, potencia la accion inhibitoria sobre la AChE,
como sucede en las mezclas MC1 (Clso: 22.32 mg/L), compuesta por C1y C25, y MC6 (Clso: 4.45
mg/L) por C26 y C33 . Caso contrario ocurre en la combinacion entre monoterpenoides con funcién
organica cetona y alcohol, viéndose opacada la actividad de compuestos como C7 (Clso: 18.15 mg/L)
perteneciente a la mezcla M3y C3 (Clso: 66.27 mg/L), perteneciente a las mezclas M1y M2, mezclas

que causaron una inhibicion moderada a la maxima concentracion evaluada (%inh < 43.7%).

Las mezclas M12 (Clso: 0.81 mg/L) y M20 (Clso: 0.61 mg/L) fueron las combinaciones que
evidenciaron mayor efecto neurotoxico, mientras que los compuestos con mayor actividad
inhibitoria fueron C15 (Clso: 0.19 mg/L) y C29 (Clso: 4.24 mg/L), sin embargo, ninguno de los
compuestos y mezclas lograron causar una inhibicion comparable con la del control positivo. El alto
efecto inhibitorio de las mezclas M12 y M20 sobre la enzima de funcién motora se puede atribuir a
su componente C15, al ser la sustancia evaluada con mayor actividad sobre la AChE en S. zeamais.
Los efectos obtenidos también indicaron que la combinacién de un monoterpeno con un carbono
carbonilo y otro monoterpenoide con grupo fenol, potencia la accién inhibitoria sobre la AChE,
como sucede en las mezclas MC1 (Clso: 22.32 mg/L), compuesta por C1y C25, y MC6 (Clso: 4.45
mg/L) por C26 y C33. Caso contrario ocurre en la combinacion entre monoterpenoides con funcion
organica cetona y alcohol, viéndose opacada la actividad de compuestos como C7 (Clsp: 18.15 mg/L)
perteneciente a la mezcla M3y C3 (Clso: 66.27 mg/L), perteneciente a las mezclas M1y M2, mezclas
que causaron una inhibicion moderada a la maxima concentracion evaluada (%inh < 43.7%).
Finalmente, comparando los resultados de inhibicién sobre AChE obtenidos para los isomeros de
posicion C29 (Clso: 4.24 mg/L) y C11 (Clso: 27.41 mg/L), es posible establecer que la extension de
la conjugacion del anillo aromatico en el compuesto C29 favorece la actividad inhibitoria, puesto
que C29 es aproximadamente 6.5 veces mas activo que C11, resultado que coincide con su toxicidad

por contacto (C29 con DLso: 26.25 mg/L), sugiriendo que la posicion del doble enlace de la cadena
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propenilica de los fenilpropanoides también puede ser determinante en el mecanismo de accion

neurotoxico.

Adicionalmente, se realizé un estudio cinético para estimar los tipos de inhibidor y las constantes de
inhibicién de interaccion enzima-inhibidor (Ki), mediante los graficos de Linewiaver-Burk (figura
3.11, tabla 3.7). Este estudio permitié establecer como inhibidores de tipo competitivo a todos los
compuestos oxigenados que se seleccionaron por su alto efecto neurotdxico, independientemente si
son de tipo monoterpenoide o fenilpropanoide, que incluyena C2, C3, C7, C11, C29y C33. De igual
forma, las mezclas que contenian algiin compuesto con sustituyentes oxigenados, sin discrepar en
que dicho compuesto hubiese inhibido de forma significativa o no la AChE, también se determinaron
como inhibidores de tipo competitivo, este fue el caso de M5 (R-(+)-pulegona + DL-limoneno).
Estos resultados concuerdan con algunos reportes de literatura que sefialan a los monoterpenoides
con funcién orgénica cetona y alcohol como inhibidores de la actividad catalitica de la AChE de
forma competitiva en otras especies de insectos plaga [25,74,153]. No obstante, el valor de la Clsg
de C3 (0.441 mM) no coincide con publicaciones previas que presentan un efecto mucho menor al
obtenido (2.183 mM), a pesar de que la mayor diferencia con el ensayo publicado es el uso de una
concentracién menor de sustrato (0.25 mM), lo cual podria dar prioridad en el equilibrio hacia la
unién con el inhibidor, ocasionando que el efecto hubiese sido mayor al que se determiné en este
trabajo. Por lo cual se espera que la divergencia en los resultados pueda deberse a las unidades de

enzima implementadas en el ensayo, al método de extraccion de proteinas, entre otros [74].
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Figura 3.11: Graficos Lineweaver-Burk del estudio cinético de las mezclas y sus componentes sobre
AChE en S. zeamais
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En contraste, para los monoterpenos de tipo hidrocarburo y las mezclas conformadas Gnicamente
por esta clase de compuestos (C15, C16 y M21) se determind que ejercen una inhibicion de tipo no
competitivo. Lo anterior sugiere que este tipo de sustancias se unen a un sitio alostérico o en la

entrada del sitio activo de la enzima, ocasionando un cambio conformacional que impide la union
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con el sustrato. En este sentido cobra relevancia hacer un estudio mas exhaustivo quizas de tipo
computacional y/o genético, en el cual se pueda comprobar que el efecto neurotoxico esta delimitado
a insectos, ya que esta clase de compuestos (monoterpenos tipo hidrocarburos) podrian estar
interactuando con el residuo de cisteina (especifico para insectos), principalmente con su grupo tiol,
dado que es un grupo muy reactivo y suele actuar como nucle6filo en reacciones enzimaticas. Quizas
esta es una de las razones por la cual C15 y sus mezclas fueron las sustancias méas efectivas del
estudio de neurotoxicidad, puesto que la estructura biciclica de C15, puede estar ocasionando algun
efecto estérico, haciéndolo excepcionalmente activo sobre la AChE [25,154].

Finalmente, se construyeron las graficas de IC e IRD que se muestran en el anexo E2, con el fin de
verificar el tipo de interaccion de los compuestos volatiles en las mezclas, sobre la inhibicion de
AChE, utilizando las Clso estimadas, junto con los resultados experimentales del efecto causado a
120y 15 mg/L. Todas las combinaciones evaluadas presentaron buena conformidad con el IC de la
ley de accién de masas, al obtener valores de r>0.940 [33]. En la Tabla 3.8 se resumen los resultados
de interaccion, exponiendo en general un mayor efecto neurotdxico en las mezclas, comparado con
sus componentes individuales (menos las que contienen a C15). También se evidencia que en cinco
de las siete mezclas estudiadas se lograron obtener interacciones sinérgicas, siendo solo las mezclas
M12 (IC: 1.95) y M20 (IC: 2.31) las que presentaron una interaccion antagonista, sefialando que en
M12 solo a dosis efectivas mayores al 90% se lograria una interaccion sinérgica (anexo E3-b). Pese
a que fueron las combinaciones que causaron las mayores inhibiciones sobre AChE. El efecto
antagonico en estas mezclas esta relacionado con el valor de IDR encontrado para C15, pues
establece que la reduccidn de dosis de este compuesto no es favorable. Lo cual indica que la mezcla
M20 debe estar actuando andlogamente mediante otro mecanismo de accion al encontrarse
subutilizado la combinacién de C23 en este blanco molecular, el cual es un compuesto con alto efecto
insecticida fumigante y por contacto. Ademas, los IRD de los otros componentes de M12 y M20 son
los mas altos en todas las combinaciones evaluadas (C23: 42279.60, C18: 4268.45), sefialando que

las reducciones de dosis para estos compuestos son muy favorables.
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Tabla 3.8: Efecto de la interaccion sinergista inhibitoria de los componentes de las mezclas sobre
AChE en S. zeamais.

Efecto sobre AChE (mg/L) Interaccién de los componentes en las
Cod Componente Clso £+ S mezclas
(Proporcion) —
Componentes Mezcla IRDso 1Cso Interaccién
C1(0.74) - 109.80 inerai
M5 30.19+5.78 0.21 sinergsmo
C16 (0.26) 26.69 £ 2.90 5.10 fuerte
C18 (0.46) - 4268.45
M12 C21(0.31) - 0.81 +0.06 786.24 1.95 antagonismo
C15(0.23) 0.19 £+ 0.06 0.51
C23(0.74) - 42 279.60
M20 0.61 +0.05 231 antagonismo
C15 (0.26) 0.19 +0.06 0.43
C1(0.50) - 162.21 i i
m21 30.24 £ 4.60 0.29 Sinergismo
C2 (0.50) 36.60 £ 3.29 3.53 fuerte
C1(0.79) - 139.10 i i
Mc1 22.32£6.78 0.04 “inergismomuy
€25(0.21) - 28.14 fuerte
C26 (0.70) - 81.17 i i
MC6 4.4510.68 0.13 Sinergismo
C33(0.30) 7.72+0.78 8.75 fuerte
C29 (0.60) 4.24 +0.36 2.37
mMc8 5.28 +0.72 0.52 Sinergismo
C11(0.40) 27.41+1.64 9.70

Los resultados de interaccién neurotdxica también sefialaron que las mezclas entre monoterpenoides
con carbono carbonilo y compuestos aromaticos potencian el efecto de inhibicion catalitica sobre
AChE, tal como se observa en la mezcla MC1 (Clso: 22.32 mg/L) que evidencia sinergismo muy
fuerte con IC: 0.04, conformada por C1 y C25, y MC6 (Clso: 4.45 mg/L) que presenta sinergismo
fuerte con IC: 0.36, constituida por C26 y C33 (Clso: 7.72 mg/L). Este aumento de actividad en las
mezclas podria estar relacionado con algunos estudios del efecto de CQs de AEs el cual sugiere que
la unién del primer compuesto puede estar favoreciendo la union del segundo, promoviendo una
mayor inhibicién de AChE [25,34]. Otras mezclas que presentaron un sinergismo fuerte en su efecto
inhibitorio sobre la AChE son M5 (Clso: 30.29 mg/L), M21 (Clso: 30.24 mg/L) y MC1, que contienen
en comudn a C1, exhibiendo un IC = 0.21 y 0.29, respectivamente, y reducciones de dosis favorables
para todos sus componentes, a inhibiciones entre el 30 y 95%, tal como se muestra en el anexo E3.
Adicionalmente, se pudo determinar que las combinaciones M5, M21 y MC1 evidenciaron una Clsg
mucho mas altas que la CLs estimada (0.65, 0.63 y 1.56 mg/L respectivamente). por tanto, se espera
que estas mezclas posean un efecto multidiana, ya que su efectividad insecticida también estaria

relacionada otro mecanismo de accion.



Resultados y Discusion 91

= Efecto de las mezclas y sus componentes sobre catalasa en S. zeamais

En la figura 3.12 se presentan los resultados del efecto inhibidor de las mezclas y sus constituyentes
evaluados a 120 mg/L sobre la actividad catalitica de CAT, para hacer una aproximacion a los efectos
gue tienen dichas sustancias sobre el sistema antioxidante de S. zeamais. En este trabajo se describe
por primera vez el efecto en la actividad catalitica de CAT en S. zeamais de todos los compuestos y

mezclas evaluados.
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Figura 3.12: Efecto de las mezclas y sus componentes sobre la actividad de catalasa en S. zeamais

Durante el estudio 3 mezclas que contienen componentes oxigenados y 2 compuestos oxigenados
presentaron los mayores efectos de inhibicién de CAT en S. zeamais, al causar una disminucion de
la actividad entre el 19 y 29%. Los resultados obtenidos coinciden con estudios donde compuestos
oxigenados como la mentona han causado una disminucion alrededor del 30% de la actividad de
CAT en S. oryzae [116]. Al analizar el efecto causado por los compuestos se encontré que C29
presenta una accion inhibitoria cerca de 8 veces mayor que su isomero C11, coincidiendo con los
resultados obtenidos para AChE, sugiriendo que la insaturacion de tipo terminal en los
fenilpropanoides puede estar disminuyendo tanto la accion desintoxicante por CAT, la accion
neurotdxica y la actividad insecticida por contacto. En general los resultados indicaron que el efecto
inhibidor de este sistema antioxidante se debe principalmente a compuestos de tipo fenilpropanoide,
como son C26 (19.9 %) y C29 (23.3 %) y las mezclas que los contienen, MC6 (26.1%) y MC8 (20.0
%). Al comparar el efecto de las mezclas con el de sus componentes individuales, se observa un

efecto inhibidor muy similar, sugiriendo que estas mezclas podrian estar presentando efectos de
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interaccion aditivos sobre este blanco molecular. Las razones anteriormente descritas también
indican que el mecanismo de accion gue involucra a CAT deberia estar directamente relacionado
con la toxicidad por contacto, ya que fue el Unico método insecticida en el cual estos compuestos
mostraron una letalidad significativa (mayor al 60%). La otra mezcla que evidencid una inhibicion
moderada sobre CAT fue la combinacion enantiomérica M21 (28.6%), con un efecto sobre el sistema
antioxidante alrededor de 6 veces mayor que sus componentes individuales C1 (4.3%) y C2 (2.4%).
Estos resultados indican que la combinacion de estos compuestos favorece la actividad inhibitoria
sobre CAT, siendo una mezcla en la que se podria profundizar en los efectos causados sobre catalasa,
para corroborar que esta potencializacion inhibitoria se mantiene en otros niveles de dosis-efecto.
En este sentido, el estudio indicé que la inhibicion de esta enzima, encargada principalmente de la
eliminacion de H,O, subproducto del transporte de electrones mitocondrial y de participar en la
oxidacion con donores de hidrogeno (R-OH), probablemente, se encuentra relacionada con la
mortalidad del insecto mediante contacto. A pesar de que la CAT no seria el principal mecanismo
de accién por el que esta sustancias bioactivas afectan al organismo, si parece ser un aspecto

importante en la reduccion de posible generacién de resistencia en el insecto.

= Efecto de las mezclas y sus componentes sobre glutation-S-transferasa en S.
zeamais

Los resultados del efecto de inhibicion metabdlico de las mezclas y sus constituyentes a 120 mg/L
sobre el sistema de desintoxicacion GST en S. zeamais se resume en la figura 3.13. El presente
estudio describe por primera vez el efecto en la actividad catalitica de GST en S. zeamais de todos

los compuestos y mezclas evaluados.
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Figura 3.13: Efecto de las mezclas y sus componentes sobre la actividad de glutation-S-transferasa
en S. zeamais

En el estudio se encuentra que 2 mezclas y 5 compuestos presentaron los mayores efectos de
inhibicién de GST en S. zeamais, al causar una disminucion de la actividad catalitica entre el 19y
26 %, evidenciando una posible disminucién metabdlica en la desintoxicacion de xenobioticos del
insecto. Al analizar los resultados obtenidos se encontr6 que C3 'y C23 fueron en promedio 2.5 veces
mas activas que C1y C2, indicando que la insaturacion exociclica conjugada al carbonilo disminuye
el efecto inhibidor sobre GST. Contrario a los resultados encontrados en el efecto fumigante, los
monoterpenoides de tipo hidrocarburo derivados del catién a-terpinen-4-ilo (C21, C18), en promedio
mostraron una inhibicion aproximadamente 3.5 veces mas alta que los provenientes
biosintéticamente del catién a-terpinilo (C15 y C16). Del mismo modo se identifico que el efecto de
C11(17.6%) y C29 (17.5%) es muy similar, indicando que la posicion del doble enlace en la cadena
propenilica de los fenilpropanoides, no interviene en su interaccion con la GST. Pese a los resultados
obtenidos, este blanco molecular evidencia una relacion nula con alguna de las vias de acceso
insecticidas evaluadas, puesto que las sustancias que mostraron algun efecto moderado sobre la
actividad catalitica de GST, incluye compuestos que fueron toxicos solo por una de las vias de acceso
insecticida. Entre estos compuestos se encuentran C18 (22.0 %) y C21 (25.9 %) que son toxicos por
inhalaciony C26 (24.3 %) y C29 (17.5 %) que son tdxicos por contacto. Durante el estudio del efecto
de este sistema antioxidante se encontré que las combinaciones MC6 (20.3%) compuesta por C26
(24.3%) y C33 (4.3%) y MC8 (23.6%) conformada por C11 y C29, exhibieron los mayores

porcentajes de inhibicidn, atribuido principalmente a los compuestos de tipo fenilpropanoide. No
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obstante, el efecto causado por las mezclas fue muy cercana al de los componentes individuales,
indicando que no hay una potencializacién en la actividad, a la concentracion evaluada.
Adicionalmente, se identifica que el compuesto C23 (19.4%), presenta un efecto inhibitorio leve
sobre la GST, el cual es muy semejante al de su mezcla M20 (16.4%), sugiriendo que a pesar de que
este no es el mecanismo insecticida principal de estas sustancias, su efecto sobre la GST si puede
estar aportando en la reduccion de posible generacion de resistencia. En general ninguna de las
mezclas causo un efecto mayor en comparacion con sus componentes individuales, sobre este
sistema desintoxicante, por el contrario, la actividad de compuestos con C3, C7, C18 y C21 se vio
opacada en las diferentes combinaciones.

A pesar de que el estudio no muestra altos porcentajes de inhibicidn sobre GST, las pequefias
inhibiciones obtenidas pueden ser resultados favorables por la importancia de este blanco molecular.
Se ha investigado extensamente la importancia de GST como sistema antioxidante, pues cataliza la
conjugacion de una amplia variedad de electréfilos con glutation reducido (GSH) para formar
sustancias menos téxicas solubles en agua, que se pueden excretar facilmente, no solo en insectos
sino también en mamiferos y humanos, ademas, es una enzima propuesta como un indicador de
estrés oxidativo. No obstante, para hacer un acercamiento sobre la baja toxicidad de estas sustancias
se requiere de mas estudios sobre una enzima de GST homologa a la de los seres humanos y ademas

de otros estudios de toxicidad, bioacumulacién y persistencia.

En este sentido, al analizar la toxicidad de los componentes de las mezclas mas promisorias para ser
utilizadas como bioinsecticidas, correspondientes a M2 (C1 + C2 + C3) y M20 (C18 + C23), se
encuentran algunos estudios de sus compuestos individuales. En M2 los compuestos C1 y C2 se
encuentran categorizados como no carcingenos o bioacumulativos en niveles superiores o iguales
al 0,1% segln el IARC y la EPA con una DEsy = 24.4 mg/L a 48.h en Daphnia pulex, apoyados por
el HSDB con una dosis letal en humanos mayor a 15 mL (250 mg/Kg) [155]. A diferencia, en el
caso de C3, sus estudios de toxicidad son escasos a pesar de que Su UsO como aromatizante y
adyuvante en la industria alimenticia es permitido [156]. Para el caso de la mezcla M20, se encuentra
informacién acerca de C15, que indica su baja toxicidad al ser utilizado y permitido como
aromatizante y adyuvante en la industria alimenticia segin el CFSAN [156], sin embargo los efectos
toxicos de C23 son nulos. De este modo, las dos mezclas que evidenciaron la mejor accion
insecticida con una interaccidn sinérgica se resaltan como potenciales principios activos de

bioinsecticidas, destacando a la mezcla M20, al indicar un efecto multidiana, debido a los resultados
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de interaccidn en el IRD, obtenidos en el efecto neurotoxico y al presentar una pequefia disminucion
de la actividad catalitica de GST.



4. Conclusiones y Recomendaciones

4.1 Conclusiones

El presente estudio hace un aporte a la busqueda de sustancias con potencial aplicacion en el control

de Sitophilus zeamais, mediante la evaluacion de la accidn insecticida de constituyentes quimicos

presentes en aceites esenciales y un estudio de potencializacion téxica mediante la elaboracién de

mezclas, con una aproximacion a los mecanismos de accién sobre enzimas desintoxicantes y de

funcion motora. Los resultados obtenidos permiten concluir:

Este estudio contribuye a la caracterizacion de la actividad téxica fumigante y por contacto sobre

S. zeamais de algunos constituyentes quimicos presentes en aceites esenciales bioactivos.

La accion insecticida fumigante y por contacto contra S. zeamais de metabolitos volatiles, se
encuentra mayormente influenciada por compuestos de tipo monoterpenoide monociclicos con
funcidn organica cetona e insaturacion exociclica, resaltando como los compuestos con mayor
actividad a los enantiémeros de pulegona con CLsy < 7.0 UM y DLso < 7.5 pg/adulto, mejores

gue los controles diclorvos y cipermetrina.

La presente investigacion describe un estudio de potencializacion del efecto insecticida sobre S.
zeamais de compuestos volatiles, empleando el modelo de superficie de respuesta,
estableciéndose varias mezclas con accién insecticida de doble via de acceso y con efectos
sinérgicos fumigantes. Se destacan las mezclas M2 (R-(+)-pulegona, S-(-)-pulegona, R-(-)-
carvona), M20 (isopulegona, 8-3-careno) y M5 (R-(+)-pulegona, DL-limoneno), al presentar un

mayor efecto fumigante que sus componentes individuales y los controles positivos.

El estudio de las mezclas y sus componentes sobre enzimas desintoxicantes y de funcién motora
en S. zeamais permitio determinar que el principal mecanismo de accion no esta relacionado con

la inhibicién de las enzimas CAT y GST, al no superar el 30% de afectacion a la méxima
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concentracién evaluada. Sin embargo, algunas mezclas y sus componentes presentan una

inhibicién de tipo competitiva y no competitiva, importante, sobre la AChE.

e Las mejores mezclas con accidn insecticida fumigante y por contacto sobre S. zeamais
corresponden a M2 y M20, pues ademas del potencial efecto fumigante y la interaccion aditiva
por contacto, exhiben un alto efecto neurotéxico sobre la AChE y una inhibicion leve de la GST.
No obstante, las dos mezclas indican mecanismos de accion multidiana atribuidos a sus
resultados de indice de combinacion (IC) e indice de reduccion de dosis (IRD) del estudio

neurotoxico.

4.2 Recomendaciones

e Evaluar las enzimas metabdlicas antioxidantes mediante ensayos in-vivo, con el fin de
establecer efectos inductivos de actividad, reveladores de mecanismos de resistencia que se

pueden estar generando frente a los compuestos establecidos como activos insecticidas.

e Evaluar otros mecanismos de accién importantes en los insectos como la citocromo-c-
oxidasa, citocromo P450, moduladores de receptores GABBA y del sistema
octopaminérgico, con el fin de hacer una mejor aproximacion a los mecanismos de accién

de las mezclas activas y sus componentes.

e Evaluar otros efectos de las mezclas sobre los insectos como la actividad repelente y
antialimentaria, asi como probar metodologias de encapsulacion para desarrollar ensayos en
silo simulado

o Realizar un estudio de estabilidad sobre las mejores mezclas preparando varios lotes para al

menos dos condiciones de almacenamiento y realizar pruebas de toxicidad en mamiferos.
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6. Anexos

A. Anexo: Revision de constituyentes quimicos de AEs con
Anexo A.1 AEs bioactivos sobre S. zeamais estudiados por el equipo de investigacion
Aceite Esencial 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26
(%2} e 7 [%) n
= (%2} S 38 ‘B E 3 =
s | £ S |oe| 8 S | . = c3| 5 3|5 el | e| 3 Ele |88
* = o) S 8 o | d|XI|S52L S|12= 5 | E|S| 3«5 8|5 |58 8|5|S|°|g
2 o < % |85l 2| 2|2 |6212z|2 || 2 =S |c|c|PB3E|2|&8|2|5|8|s|<|2
= by = s |BE| D | Q e T=E|o2| E [S5] © = 59 3 2|25 |5|8|9g|.8
= = = S |22/ 8| E| £ |8®a8 =< = < | &S| @ | B |22 « 1S c|2|c|2|8|3|2
3] £ o S s aol o | = =] &U SE @ c > g @ = o [~&| = = S o = [9) QU a | .2
3] = = c EBlo|O |2 |TE0E| 5l & | 5|2 |o|~8 8|8 | 8| a9 | o|I
= © - I o = o T2 8 INE © = | 2 [72) = | E o | .= - |2 | a
(| = S =23 Q @ = @ =% o| © 5] [S) | o | = o |=|a @ e [
%] ] o o SO |»vw | O o o | =
o | = o 1S (@) =13 =
o T IS < o O
5 -
ﬁielfl’f_lzri‘:éa 533 | 733 | 70 | 833 | 80 |83.3[86.7| 90 |83.3|73.3100.0] 18 |38.0|76.7|80.0|96.7|66.7|76.7 | 20.0 | 40.0 |73.3|80.0 | 96.7 | 80.0 | 90.0 | 80.0
% Mortalidad
Contacto 0,15 | 90.0 | 63.3 | 100.0| 96.0 |100.063.3|36.7| 0.0 |33.0|26.7 | 33.0 | 20.0 | 13.0 |200.0| 56.7 |100.0| 66.7 | 93.3 | 96.7 | 73.3 | 80.0{100.0| 33.3 |100.0| 93.3 |100.0
pL/adulto
Fumigante | o) 51 437 | 2541 | 303.4 |304.4422.3427 8223 5|463.1]481.6643.9] 73.3 |280.5|483.6|593.0|642.6
CL 50 - pL/L aire
Nonano - - - - | - | - |ssos{es9| - | - | - | - - - - - -] - -
a-Pineno 6.60 |23.20| 0.08 | 2.80 |0.69[24.71] 0.29 |25.28(45.52|16.89| 8.48 | 3.10 | 4.00 | 0.18 | 7.12 |24.01| 2.00 | 0.66 | 0.26 | 0.03 |0.90|6.14|0.81| - | - |0.14
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Aceite Esencial 1 2 3 4 5|6 | 7|8 |9 |10 |11 |12 |13 |14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26
Sabineno - | 016 | - 0.19 |0.33/5.08(0.29|0.32| - |9.39(0.46(2570| - |0.12|3.62| - - |045| - |005(023| - [018] - -] -
B-Pineno 011 | 487 | - 0.54 |0.80(36.04| - |3.60|2.86|0.46|027| - - |0.26(11.42(3.19|1.22 | 5.33{0.02 | 0.09 |2.01|0.34 | 1.55| - - 173
a-Felandreno - | 289 | - 007 | - |L71]| - | - - |051(43.47/1.00|470| - |2.02| - |086| - |008| - |028]248| - | - - |o.07
a-Terpineno - | 069 | - 0.09 | - - | - | - |007|485(021|1.40]| - - 1039/016(011| - [005| - |510[036| - | - - 092
p-Cimeno 0.76 | 0.55 | - 050 | - |340| - |0.14|055(1.90|4.96| - - - |120/190|006| - |[010| - |055[473| - | - - |12.26
Limoneno 6.50 | 3.72 | 53.10 | 1.73 |1.84|3.04(91.22|0.28|1.90 | 6.58 [19.36| - |0.90 [1.05| - |593|2.82|1.48|2.33|0.07|0.61|6.59|0.24|5.94| - |056
1,8-Cineol 66.65 [ 23.22| - | 17.12| - |10.06| - - - - - |9.20| - |014| - |174|630| - |027]|026]| - - - - - -
Terpinoleno 003 | 082 | - 0.33 [007(006| - | - |0.21|658|2.87|250|74.0/0.22|0.15|3.67|0.07| - - - |234|009| - |008| - [0.08
y-Terpineno - | 159 | - 0.09 | - - |005| - [023|572|0.24|250(070| - |047|021|020| - |0.09| - |9.81|039| - | - - |2.93
Fenchona - - - 27.77 | - - - - - - - - - - - 022 - - - - - - - - - -
Linalool 0.04 | 0.09 | 007 | 355 | - - 127 - - | - - - - |064]|222| - - - - |217| - |2243[026| - |1.35| -
3-Careno - - - 399 | - |003| - - - [11.93 - - |360]| - - - |020| - |022| - [0.24{0.07|0.03| - - -
B-Cariofileno - | 647 | 012 | - [1651{0.14| - [2.01|13.59/0.26 [0.17|1.00|4.90|2.17|1.02| - |0.50|1.99| - - |709| - |478| - | - |476
Alcanfor - 1319 - |[2799| - - - - - (021 - - - - - |1.36(0.08|041]| - - - |o10| - - - -
a-Terpineol 191 (092 | - | 068 | - | - | - | - | -] - |- |350| - |016] - |4429| - | - | - SR T N IR I I
Estragol - - - - T I e I I I - - - - - - (11608178 - | - | - | - | - | -
Decanal - - - - - - |063| - |054| - - - - - - - - - - - 047 - - 021 - -
Pulegona - - - - |4185 - - - - - - - - [38.61] - - - - - R - - -
Carvona - - 2794 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |0.06]| - -
Acetato de terpinilo| 1220 | - - - - |009| - | - | - |28 - | - | - | - | - |183] - | - | - S T I I
Piperitona - - | 089 - |oe| - | - | - - - - - SO T - 457 - - - | - 4546 - | - | - | -
Geranial - - - - - - 042 - - - - - - - - - - - - - - - - |2.08|44.62| -
Citronelal - - - - - - 010 - - - - - - - - - - - - - - - - [39.41] - -
Anetol - - - - |076| - - - - - - - - - - - - - 193.40(0.07 | - - - - - -
2-undecanona - - - - - - -] - - |- - - - - - - - - - - -] - |o07| - - -
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Aceite Esencial
Safrol

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22 | 23| 24 | 25

26

0.03

0.28

Timol

52.17

Carvacrol

7.85

Eugenol

0.22

Acetato de geranilo

Metil eugenol

Terpinen-4-ol

o-Farneseno

Isopulegona

Acetato de mentilo

E-E Farnesol

Neral

0.28

Nonanal

0.48

Metil isoeugenol

Miristicina

38.12

1.16

36.68

a-Tujeno

1.60

Cluster

Fumigante - Repelente

Fumigante - No contacto

Fumigante moderado - Contacto -
Repelente

Contacto - Repelente
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Anexo A.2 Potenciales constituyentes quimicos de AEs con actividad insecticida frente a S. zeamais

St Determinadas por el equipo de investigacion Reportes del compuesto frente a S. zeamais
— % abundancia en la .
cgirgg);tie\%oss Crlte_r!o especie donde se AEIMIEER B6 /15 EETS e encuentra E Actividad y metodologia Efecto reportado ref.
seleccion compuesto frente a S. zeamais
encuentra
MONOTERPENOIDES - HIDROCARBURO
1. 1,2 Xylopia discreta Fumigante: A (CL50 422,3 uL/L aire) Fumigante:
o -pineno (24,71%) Contacto: B (%M 63,3% - 0,15 pL/adulto) | vial en vial CLgo 56,2 mg/L [28]
H Repelente: A (%RP 83,3% - 14 pL/L aire) | Sin evitar contacto (medio) 120 pL/L [86]
_ . : CLoy 170 uL/L
Cupressus sempervirens | Fumigante: B (CL50 481,6 pL/L aire) Sin evitar contacto CLs, 264 mg/L [82]
(16,89%) Contacto: D (%M 26,7% - 0,15 pL/adulto) | contacto:
: Repelente: A (%RP 73,3% - 14 pL/L aire) | T¢pjco (etanol) 24 h DLs, 0,347 mgladulto
C.H i i i : Papel con medio 32,40 pL [84]
10t16 Hypericum mexicanum Fumigante: A (CL50 223,5 pL/L aire) Topico (etanol)7 dias 227  pg/mg
(25,28%) Contacto: D (%M 0% - 0,15 pL/adulto) DLy 1223  pg/mg [81]
Repelente: A (%RP 90,0% - 14 pL/L aire)
AChE: B (C150 620 ppm) Papel filtro 24h %M 0 % [77]
Medio de cultivo 0 % [95]

Hypericum myricarifolium| Fumigante: A (CL50 463,1 puL/L aire)
(45,52%) Contacto: C (%M 33,0% - 0,15 pL/adulto)
Repelente: A (%RP 83,3% - 14 pL/L aire)

Rosmarinus officinalis Fumigante: A (CL50 243,7 puL/L aire)
(23,20%) Contacto: B (%M 63,3% - 0,15 pL/adulto)
Repelente: A (%RP 73,3% - 14 pL/L aire)

Ocotea sp Fumigante: C (CL50 642,6 pL/L aire)
(24,01%) Contacto: A (%M 100% - 0,15 pL/adulto)
Repelente: A (%RP 96,7% - 14 pL/L aire)
Piper el-metanum Fumigante: C (CL50 643,9 uL/L aire)
(8,48%) Contacto: C (%M 33,0% - 0,15 pL/adulto)
Repelente: A (%RP 100% - 14 uL/L aire)
Eucalyptus sp. Fumigante: A (CL50 184,3 uL/L aire)
(6,60%) Contacto: B (%M 63,3% - 0,15 pL/adulto)

Repelente: B (%RP 73,3% - 14 uL/L aire)
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Cédigo Determinadas por el equipo de investigacion Reportes del compuesto frente a S. zeamais
— % abundancia en la .
cgirgg);tie\%oss Crlte_r!o especie donde se ABILELICE S EITEEES encuentra & Actividad y metodologia Efecto reportado ref.
seleccion compuesto frente a S. zeamais
encuentra
Piper aduncum Fumigante: D
(6,14%) Contacto: A (%M 100% - 0,15 pL/adulto)
Repelente: A (%RP 80,0% - 14 pL/L aire)
Coleonema album Fumigante: B (CL50 593,0 pL/L aire)
(7,12%) Contacto: B (%M 56,7% - 0,15 pL/adulto)
Repelente: A (%RP 80,0% - 14 pL/L aire)
2. 1,2 Xylopia discreta Fumigante: A (CL50 422,3 uL/L aire) Fumigante:
(36,04%) Contacto: B (%M 63,3% - 0,15 pul/adulto) | Sin evitar contacto (medio)  CLgo 172 pL/L [86]
Repelente: A (%RP 83,3% - 14 pL/L aire) CLgg 262 pL/L
Vial en vial con barrera CLgo 172 mg/cm? [146]
Coleonema album Fumigante: B (CL50 593,0 pL/L aire)
(11,42%) Contacto: B (%M 56,7% - 0,15 plL/adulto) K Contacto:
Repelente: A (%RP 80,0% - 14 pL/L aire) | Papel con medio DLso 26,365 uL [84]
C1oH1s Tépico (etanol) 7 dias 113 pg/mg [81]
Ambrosia cumanensis Fumigante: D _ DLgy 853 pg/mg
(5,33%) Contacto: A (%M 93,3% - 0,15 pl/adulto) | Papel filtro %M 46% (0,27 mg/cm?) | [77]
Repelente: A (%RP 76,7% - 14 uL/L aire) = Medio de cultivo 50% (0,38 mL/100g) | [95]
3. 1,2 Xylopia discreta Fumigante: A (CL50 422,3 pL/L aire) Fumigante:
Sabineno (5,08%) Contacto: B (%M 63,3% - 0,15 puL/adulto) |PTFE CLso 9,12 mg/L
i Repelente: A (%RP 83,3% - 14 pL/L aire)
Contacto: [94]

Cupressus sempervirens
(9,39%)

Zanthoxylum
monophyllum
(Fruto)
(25,70%)

Fumigante: B (CL50 481,6 pL/L aire)
Contacto: D (%M 26,7% - 0,15 pL/adulto)
Repelente: A (%RP 73,3% - 14 pL/L aire)

Fumigante: A (CL50 73,3 puL/L aire)
Contacto: D (%M 26,7% - 0,15 pL/adulto)
Repelente: D (%RP 18,0% - 0,126uL/cm?)
Antialimentario: D (IDA 8,7% - 500ppm)

Tépico (etanol) 7 dias

DLy 23,98 pg/adulto
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Cédigo Determinadas por el equipo de investigacion Reportes del compuesto frente a S. zeamais
— % abundancia en la .
com pugstos Crlte_r!o especie donde se BTG B A2 CEE S ¢ AL, E Actividad y metodologia Efecto reportado ref.
bioactivos seleccion compuesto frente a S. zeamais
encuentra
4. 2 Rosmarinus officinalis Fumigante: A (CL50 243,7 uL/L aire) Fumigante:
Canfeno (8,71%) Contacto: B (%M 63,3% - 0,15 ul/adulto) | Sin evitar contacto (medio)  CLsq 95,0 puL/L [86]
% Repelente: A (%RP 73,3% - 14 pL/L aire) CLgg 125,0 pL/L
C10H16
5. 1,2 Cupressus sempervirens | Fumigante: B (CL50 481,6 pL/L aire) Fumigante:
3-3-careno (11,93%) Contacto: D (%M 26,7% - 0,15 pl/adulto) | Vial en vial CLso 57,6 mg/L [28]
& Repelente: A (%RP 73,3% - 14 pL/L aire) | Vial en vial con barrera  CLg, 3,69 mg/cm? [146]
\E>< Contacto:
? Papel con medio DLs, 4,85 plL/petri [84]
CroHie Medio de cultivo %M 0,0 % (0,03 mL/100g) | [95]
6. 1,2 Cupressus sempervirens | Fumigante: B (CL50 481,6 uL/L aire) Fumigante:
a-terpineno (4,85%) Contacto: D (%M 26,7% - 0,15 pL/adulto) | Vial en vial CLso 56,2 mg/L [28]
Repelente: A (%RP 73,3% - 14 uL/L aire) | Vial en vial con barrera CLg, 1,31 mg/cm? [146]
5,46 mg/L [87]
Sin evitar contacto(medio) 46,76 mg/L [107]
Contacto:
Tépico 7 dias DLsy 3,47 ng/g [87]
C10H16
7. 1,2 Piper el-metanum Fumigante: C (CL50 643,9 pL/L aire) Fumigante:
a-Felandreno (43,47%) Contacto: C (%M 33,0% - 0,15 pL/adulto)  Vial en vial CLso 72,7 mg/L [28]
Repelente: A (%RP 100% - 14 uL/L aire)
CioH16
8. 1,2 Eucalyptus sp. Fumigante: A (CL50 184,3 pL/L aire) Fumigante
Limoneno (6,50%) Contacto: A (%M 90,0% - 0,15 pL/adulto) | Vial en vial CLg, 41,42mg/L [28]
Repelente: B (%RP 53,3% - 14 uL/L aire) [82]
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Cédigo Determinadas por el equipo de investigacion Reportes del compuesto frente a S. zeamais
— % abundancia en la .
cgirgg);tie\%oss Scejlr;;iiré% especie donde se ACtl\ggr?::)SgltﬁErgr??ed; Ze ;:::;Z?;ra E Actividad y metodologia Efecto reportado ref.
encuentra :
Lippia alba Fumigante: A (CL50 254,1 uL/L aire) Sin evitar contacto 122 mg/L [94]
(53,10%) Contacto: A (%M 100 % - 0,15 plL/adulto) | PTFE 48,18 mg/L
Repelente: A (%RP 70,0% - 14 pL/L aire)
Contacto [82]
Citrus sp. Fumigante: A (CL50 427.8 uL/L aire) Topico etanol 24h DLs, 0,187 mg/adulto [84]
CooH (91,22%) Contacto: C (%M 36,7% - 0,15 pL/adulto) | Papel con medio 15,062uL [78]
1076 Repelente: A (%RP 86,7% - 14 pL/L aire) | Papel filtro 24 h. %M 0% (1,44 mg/cm?)
Cupressus sempervirens | Fumigante: B (CL50 481,6 uL/L aire) _ D-limoneno
(6,58%) Contacto: D (%M 26,7% - 0,15 uL/adulto) | Fumigante
Repelente: A (%RP 73,3% - 14 uL/L aire) P TFE (medio) CLso 48,18mg/L [69]
- . Contacto
Ocotea sp. Fumigante: C (CL50 642,6 puL/L aire) s .
(5.93%) Contacto: A (%M 100% - 0.15 uL/adulto) | | OPIC0 7 dias DLso 29,86 pg/adulto
Repelente: A (%RP 96,7% - 14 pL/L aire) DLgg 44,86 pg/adulto
9 1,2 Cupressus sempervirens | Fumigante: B (CL50 481,6 pL/L aire) Fumigante
y-terpineno (5,72%) Contacto: D (%M 26,7% - 0,15 pL/adulto) | Vial en vial CLsy 45,9 mg/L [28]
Repelente: A (%RP 73,3% - 14 pL/L aire) | Sin evitar contacto (medio) 32,58 mg/L [107]
Contacto
Piper nubigenum Fumigante: D Sin reporte
(9,81%) Contacto: A (%M 80,0% - 0,15 pL/adulto)
Repelente: A (%RP 73,3% - 14 pL/L aire)
C10H16
10. 1,2 Cupressus sempervirens | Fumigante: B (CL50 481,6 puL/L aire) Fumigante
terpinoleno (6,58%) Contacto: D (%M 26,7% - 0,15 pL/adulto) | Vial en vial con barrera CLgy 1,3 mg/lcm? [146]

Ocotea longifolia
(74,0%)

Repelente: A (%RP 73,3% - 14 pL/L aire)

Fumigante: A (CL50 280,5 pL/L aire)
Contacto: D (%M 13,0% -)

Repelente: C (%RP 38,0% - 0,126uL/cm?)
Antialimentario: C (IDA 27,5% - 500ppm)



120 Estudio de la accion insecticida de constituyentes quimicos presentes en aceites esenciales y su efecto sobre enzimas desintoxicantes

y de funcién motora para Sitophilus zeamais

Cédigo Determinadas por el equipo de investigacion Reportes del compuesto frente a S. zeamais
— % abundancia en la .
m . . .
compuestos Crlte_r!o especie donde se AEIMIEER B6 /15 EETS e encuentra E Actividad y metodologia Efecto reportado ref.
bioactivos seleccion compuesto frente a S. zeamais
encuentra
11. Fumigante:
8-4-careno Sin evitar contacto CLsg 14,02 mg/L [87]
H
} Contacto:
) Tépico 7 dias DLgo 3,55 ng/g
%
C10H16
12. Contacto:
B-citroneleno Papel con medio %M 28,856 pug [84]
CioHisg
13. 2 Fumigante:
B-Mirceno Sin evitar contacto CLgo 14,02 mg/L [82]
Contacto:
| Tépico (etanol) 24h DLg, 0,372 mg/adulto
| Papel con medio 53,801 puL [84]
CioHie
MONOTERPENOIDES - AROMATICO
14. 1,2 Lippia sp. Fumigante: D Fumigante:
p-cimeno (12,26%) Contacto: A (%M 100% - 0,15 pl/adulto) | Sin evitar contacto CLso 23,28 mg/L
Repelente: A (%RP 80,0% - 14 pL/L aire)
Contacto: [87]
Tépico 7 dias DLso 23,18 ng/g

(@]
=
1)

o]
flry
IS
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Cédigo Determinadas por el equipo de investigacion Reportes del compuesto frente a S. zeamais
— % abundancia en la .
compuestos . . .
mpue Crlte_r!o especie donde se AEIMIEER B6 /15 EETS e encuentra E Actividad y metodologia Efecto reportado ref.
bioactivos seleccion compuesto frente a S. zeamais
encuentra
15. Fumigante
0-cimeno Grasa de nailon CLgo 42,3 uL/L [76]
Contacto
Papel filtro 24h. CLgo >200 pg/ cm? [74]
C10H14
MONOTERPENOIIDES - FENOL
16. 1 Lippia sp. Fumigante: D Sin reportes
Timol (52,17%) Contacto: A (%M 100% - 0,15 pL/adulto)
Repelente: A (%RP 80,0% - 14 pL/L aire)
OH
C10H14O
17. 1 Lippia sp. Fumigante: D Sin reportes
Carvacrol (7,85%) Contacto: A (%M 100% - 0,15 pL/adulto)
Repelente: A (%RP 80,0% - 14 pL/L aire)
OH
C10H14O

MONOTERPENOIDES - ALCOHOL
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Cédigo Determinadas por el equipo de investigacion Reportes del compuesto frente a S. zeamais
— % abundancia en la .
Cg{gg;?\%zs Crlte_r!o especie donde se AEIMIEER B6 /15 EETS e encuentra E Actividad y metodologia Efecto reportado ref.
seleccion compuesto frente a S. zeamais
encuentra
18. 1,2 Piper aduncum Fumigante: D Fumigante
Linalool (22,43%) Contacto: A (%M 100% - 0,15 pL/adulto) | Sin evitar contacto CLso 16,0 mg/L [82]
OH Repelente: A (%RP 80,0% - 14 pL/L aire) 10,02 mg/L [83]
PTFE 10,46 mg/L [94]
| 10,02 mg/L [91]
Contacto
| Topico (etanol) 24h. DLs, 0,034 mg/adulto [82]
C.H.0 Tdpico 24h. 24,88 pg/adulto [83]
107718 Papel con medio 2,445 pL/petri [84]
Topico 7 dias 24,88 pg/adulto [91]
13,9 pg/adulto [94]
19. 1,2 Ocotea sp. Fumigante: C (CL50 642,6 uL/L aire) Fumigante
a-terpineol (44,29%) Contacto: A (%M 100% - 0,15 uL/adulto) | PTFE CLsoy 7,45 mg/L [90]
Repelente: A (%RP 96,7% - 14 pL/L aire) CLgy 12,18 mg/L
Sin evitar contacto (medio) CLsy, 4,1 mg/L [107]
Contacto
o Papel con medio DLsy 7,680 ng [84]
C1oH160
20. 3* Zanthoxylum Fumigante: A (CL50 73,3 puL/L aire) Fumigante
terpinen-4-ol monophyllum (Fruto) Contacto: D (%M 26,7% - 0,15 plL/adulto) | PTFE CLsy 4,79 mg/L [90]
(3,50%) Repelente: D (%RP 18,0% - 0,126ul/cm?) CLyy 8,37 mg/L
Antialimentario: D (IDA 8,7% - 500ppm) | Sin evitar contacto (medio) CLs, 45,0 pL/L [86]
CLgO 61,0 HL/L
CLgy 3,22 mg/L [107]
OH Contacto
ConHeaO Papel con medio %M 100% (10 pL/petri) [84]
108 Tépico (etanol) 7 dias DLsy 10,0 pg/mg [81]
DLgg 21,0 pg/mg
Medio de cultivo %M 2,0% (0,05 mL) c

Papel filtro 24 h 0,0 % (1,44 mg/cm?)| [78]
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Cadigo
compuestos
bioactivos
21.
Geraniol
N
| OH
C10H180
22.
Isoborneol
OH
C10H180
23.
Borneol
OH
Cy0H180
24,
Fenchol

Cl() H180

Criterio
seleccion

4

Determinadas por el equipo de investigacion

% abundancia en la
especie donde se
encuentra

Actividad del AE donde se encuentra el
compuesto frente a S. zeamais

Reportes del compuesto frente a S. zeamais

Actividad y metodologia

Fumigante
PTFE 24h.
Sin evitar contacto

Contacto
Tdpico 24h.

Fumigante:
Sin evitar contacto (medio)

Contacto
Papel con medio

Contacto
Papel con medio

Efecto reportado

CLsy 19,2 mg/L
15,11 mg/L

DLsq 15,11 pg/adulto
15,8 pg/adulto

CLsy 73,0 pL/L
CLoo 133,0 pL/L

DLSO 8,992 I.Lg

DLsy 7,395 pl/petri

ref.

[75]

(83]

[75]

(86]

(84]

(84]
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Cadigo
compuestos
bioactivos

Criterio
seleccion

24,
Mentol

25.

OH

C1oH150

Determinadas por el equipo de investigacion

% abundancia en la
especie donde se
encuentra

Actividad del AE donde se encuentra el

compuesto frente a S. zeamais

Reportes del compuesto frente a S. zeamais

Actividad y metodologia

Contacto
Papel con medio

Contacto
Papel con medio

Contacto
Papel con medio

Efecto reportado

7,521 pg/petri

6,903 plL/petri

28,207 plL/petri

ref.

(84]

[84]

(84]
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Cédigo Determinadas por el equipo de investigacion Reportes del compuesto frente a S. zeamais
— % abundancia en la .
compuestos Crlte_r!o especie donde se AEIMIEER B6 /15 EETS e encuentra E Actividad y metodologia Efecto reportado ref.
bioactivos seleccion compuesto frente a S. zeamais
encuentra
27. Contacto
B- Citronelol Papel con medio DLgo 21,939 pL/petri [84]
éj\OH
C1oHz0
28. 4 Sin reportes
Isopulegol
OH
/\
C1oHz00 ) )
MONOTERPENOIDES - ETER / EPOXIDO
29. 1,2 Eucalyptus sp. Fumigante: A (CL50 184,3 uL/L aire) Fumigante
1,8-cineol (66,65%) Contacto: A (%M 90,0% - 0,15 pL/adulto) | Vial en vial CLsy 28,3 mg/L [28]
Repelente: B (%RP 53,3% - 14 pL/L aire) | Vial envial con barrera  CLs, 1,57 mg/cm? [146]
PTFE 2,96 mg/L [90]
Q Rosmarinus officinalis Fumigante: A (CL50 243,7 uL/L aire) CLgy 5,46 mg/L
(23,22%) Contacto: B (%M 63,3% - 0,15 pL/adulto) | PTFE 24h. CLso 5,90 mg/L [75]
Repelente: A (%RP 73,3% - 14 pL/L aire) | Sin evitar contacto CLsy 2,96 mg/L [83]
Sin evitar contacto (medio) 48 uL/L [86]
C10H150 Lavandula stoechas Fumigante: A (CL50 303,3 uL/L aire) CLoo 63 uLL
(17,12%) Contacto: A (%M 96,0% - 0,15 pL/adulto)
Repelente: A (%RP 83,3% - 14 pL/L aire) | Contacto
AChE: B (CI50 569 ppm) Topico 24h. DLsy 16,34 pg/adulto [83]
15.8 pg/adulto [75]
Xylopia discreta Fumigante: A (CL50 422,3 pL/L aire) _Pr"’}p‘?' “on drT‘Ed'o' 4é’389 “L//Pet“ Egﬂ
(10,06%) Contacto: B (%M 63,3% - 0,15 pL/adulto) | ' °PICO 7 dias DL 1930 “gg /Egg
Repelente: A (%RP 83,3% - 14 pL/L ai 20 ’ H
epelente: A (%RP 83,3% - 14 uL/L aire) - oo filtro 24h. %M 540 % (0,46mg/cm?) [77]
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Cédigo Determinadas por el equipo de investigacion Reportes del compuesto frente a S. zeamais
— % abundancia en la .
m . . .
compuestos Crlte_r!o especie donde se AEIMIEER B6 /15 EETS e encuentra E Actividad y metodologia Efecto reportado ref.
bioactivos seleccion compuesto frente a S. zeamais
encuentra
Zanthoxylum Fumigante: A (CL50 73,3 pL/L aire) 0,0 % (0,10 mg/cm?) | [78]
monophyllum (Fruto) Contacto: D (%M 26,7% - 0,15 pL/adulto)
(9,20%) Repelente: D (%RP 18,0% - 0,126uL/cm?)
Antialimentario: D (IDA 8,7% - 500ppm)
Fumigante
1,4 — Cineol PTFE CLso 21,43 mg/mL
Contacto [93]
Tépico 7 dias DLs, 50,86 pg/adulto
C10H180
Contacto
OXIdO de limoneno Papel con medio. DLsy 3,235 uL [84]
C10H160
MONOTERPENOIDES - ALDEHIDO
Cymbopogon nardus Fumigante: D Contacto
Citronelal (39,41%) Contacto: A (%M 100% - 0,15 uL/adulto) |Papel con medio DLs, 8,086 uL [84]

i\ Repelente: A (%RP 80,0% - 14 pL/L aire)

C10H150
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St Determinadas por el equipo de investigacion Reportes del compuesto frente a S. zeamais
— % abundancia en la .
compuestos Crlte_r!o especie donde se BTG B A2 CEE S ¢ AL, E Actividad y metodologia Efecto reportado ref.
bioactivos seleccion compuesto frente a S. zeamais
encuentra
33. 1 Cymbopogon citratus Fumigante: D No reportes
Citral (44.62 %) Contacto: A (%M 93,0% - 0,15 pL/adulto)
Repelente: A (%RP 90,0% - 14 pL/L aire)
X
o
C1oHi80
MONOTERPENOIDES - CETONA
34. 1 Lavandula stoechas Fumigante: A (CL50 303,3 pL/L aire) Contacto
Fenchona (27,77%) Contacto: A (%M 96,0% - 0,15 pL/adulto) | Papel con medio. DLgo 2,445 uL [84]
o Repelente: A (%RP 83,3% - 14 pL/L aire)
AchE: B (C150 569 ppm)
C10H160
35. 1,2 Rosmarinus officinalis Fumigante: A (CL50 243,7 uL/L aire) Fumigante
Alcanfor (13,19%) Contacto: B (%M 63,3% - 0,15 pl/adulto) | Sin evitar contacto (medio) CLg, 78,0 uL/L [86]
Repelente: A (%RP 73,3% - 14 pL/L aire) CLgy 153,0 pL/L
PTFE CLso 21,67 mg/L
Lavandula stoechas Fumigante: A (CL50 303,3 pL/L aire) _ CLgo 43,54 mg/L [90]
(27,99%) Contacto: A (%M 96,0% - 0,15 uL/adulto) | Grasa de nailon CLsy >600,0 uL/L
o Repelente: A (%RP 83,3% - 14 pL/L aire) | Contacto [74]
C10H160 AchE: B (CI50 569 ppm) Papel con medio DLs,  4,867ng
Toépico (etanol) 7 dias 137,0 pg/mg [84]
DLgy 555,0 pg/mg [81]
Papel filtro 24h. CLso>200 g/ cm?
%M 70,43 % (0,07 mg/cm?) | [74]
[78]
36. 1 Minthostachys Fumigante: A (CL50 304,4 uL/L aire) Fumigante
Pulegona septentrionalis Contacto: A (%M 100% - 0,15 pL/adulto) | Grasa de nailon CLgy 11,81 pL/L [76]
(41,85%) Repelente: A (%RP 80,0% - 14 pL/L aire) |PTFE 7 dias CLsq 3,47 mg/mL [92]

AchE: C (CI150 720 ppm)
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Determinadas por el equipo de investigacion Reportes del compuesto frente a S. zeamais

C()digom t - % abundancia en la .
c[c))i 05;?3025 Crlte_r!o especie donde se AEIMIEER B6 /15 EETS e encuentra E Actividad y metodologia Efecto reportado ref.
seleccion compuesto frente a S. zeamais
encuentra
Satureja viminea Fumigante: B (CL50 483,6 pL/L aire) Contacto
(38,61%) Contacto: A (%M 100% - 0,15 uL/adulto) | Tépico 7 dias DLso 33,47 pg/adulto [74]
Repelente: A (%RP 76,7% - 14 uL/L aire) | Papel filtro 24h. CLgq 53,60 pg/ cm?
(0]
|
C1oH160
37. Lippia alba Fumigante: A (CL50 254,1 pL/L aire) Contacto
Carvona (27,94%) Contacto: A (%M 100 % - 0,15 pL/adulto) |Papel con medio %M 100% [84]
Repelente: A (%RP 70,0% - 14 pL/L aire) R-Carvona
o Fumigante
Grasa de nailon CLgy 17,56 pL/L [76]
PTFE 2,76 mg/L [69]
CLgy 4,56 mg/L
C. H..0 Con.tacto
107714 Topico 7 dias DLsg, 2,79 pg/adulto [69]
DLgq 3,93 pg/adulto
S-Carvona
Fumigante
Grasa de nailon CLso 28,10 pL/L [76]
Contacto
Papel filtro 24h. CLso 25,5 pg/ cm? [74]
38. Piper aduncum Fumigante: D Fumigante
Piperitona (45,46%) Contacto: A (%M 100% - 0,15 puL/adulto) | Grasa de nailon CLso 70,3 pL/L [74]

Cl() H16O

Repelente: A (%RP 80,0% - 14 pL/L aire)

Contacto
Papel filtro 24h.

CLSO 29,4 ].J.g/cmz
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Determinadas por el equipo de investigacion Reportes del compuesto frente a S. zeamais

Salie % abundancia en la
compuestos iteri . ivi . .
mpue Crlte_r!o especie donde se AEIMIEER B6 /15 EETS e encuentra & Actividad y metodologia Efecto reportado ref.
bioactivos seleccion compuesto frente a S. zeamais
encuentra
3 Satureja viminea Sin Reportes
Isopulegona (0,04%)
C10H160
40. Fumigante
Mentona PTFE CLgo 10,32 mg/mL [92]
Grasa de nailon 85,46 uL/L [76]
Contacto [74]
) Papel filtro 24h. CLgo 87,6 pg/ cm? [92]
Topico 7 dias DLsy 14,46 pg/adulto [84]
Papel con medio %M 100 % (10 uL/petri)
C1oHy0
41. Fumigante
a-tujona Grasa de nailon CLg, 65,53 puL/L [76]
Contacto
o] Papel filtro 24h. CLg 165,0 pg/ cm? [74]
C1oH160
Fumigante
D|h|drocarv0na Grasa de nailon CLgo 30,5 uL/L [74]
Contacto
Papel filtro 24h. CLgg 71,3 pg/ cm?
Papel con medio %M 100 % (10 pL/petri) [84]

C10H160
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Cadigo
compuestos
bioactivos

43.
Timoquinona

(@)

C10}-{1202

44,
acetato de geranilo

[¢]
éj/\ )J\
(E) O
|

C12 HZZ OZ

45,
acetato de linalilo

Determinadas por el equipo de investigacion
% abundancia en la
especie donde se
encuentra

Criterio
seleccion

1 Cymbopogon nardus

(15,93%)

Actividad del AE donde se encuentra el
compuesto frente a S. zeamais

Reportes del compuesto frente a S. zeamais

Actividad y metodologia Efecto reportado ref.

Fumigante
Grasa de nailon

Contacto
Papel filtro 24h.

MONOTERPENOIDES - ESTER (ACETATO)
Fumigante: D

Contacto: A (%M 100% - 0,15 pL/adulto)
Repelente: A (%RP 80,0% - 14 pL/L aire)

Contacto
Papel con medio

Contacto
Papel con medio

CLs, 13,8 uL/L [74]

CLSO 16,5 ,J.g/ sz

DLso 11,831 uL/petri [84]

DLso 35,024 plL/petri [84]



Anexo A. Revisién de constituyentes quimicos de AEs con actividad insecticida frente a S. zeamais

131

Cédigo Determinadas por el equipo de investigacion Reportes del compuesto frente a S. zeamais
— % abundancia en la .
compuestos . . .
mpue Crlte_r!o especie donde se AEIMIEER B6 /15 EETS e encuentra E Actividad y metodologia Efecto reportado
bioactivos seleccion compuesto frente a S. zeamais
encuentra
3 Minthostachys Fumigante: A (CL50 304,4 pL/L aire) Sin reportes
acetato de mentilo septentrionalis Contacto: A (%M 100% - 0,15 pl/adulto)
(1,84%) Repelente: A (%RP 80,0% - 14 pL/L aire)
AchE: C (CI50 720 ppm)
C12H2202
47. 1 Eucalyptus sp. Fumigante: A (CL50 184,3 uL/L aire) Sin reportes
acetato de terpinilo (12,20%) Contacto: A (%M 90,0% - 0,15 pL/adulto)
O‘< Repelente: B (%RP 53,3% - 14 uL/L aire)
o
|
C12H2002
Contacto
Acetato de nerilo Papel con medio DLgy 7,364 puL

éf\

C12 HZZ OZ

ref.

[84]
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Cadigo
compuestos Criterio
bioactivos seleccion
49.

Acetato de bornilo

[¢]

PN

C1oH50

50. 1,2
B-cariofileno

=

C15H24

Determinadas por el equipo de investigacion

% abundancia en la
especie donde se
encuentra

Minthostachys
septentrionalis
(16,51%)

Hypericum myricarifolium
(13,59%)

Piper nubigenum
(7,09%)

Piper pertomentellum
(4,78%)

Lippia sp.
(4,76%)

Actividad del AE donde se encuentra el
compuesto frente a S. zeamais

Contacto

Papel con medio

SESQUITERPENOIDES - HIDROCARBURO
Fumigante: A (CL50 304,4 pL/L aire) Contacto

Contacto: A (%M 100% - 0,15 pl/adulto) | Papel filtro 24h.

Repelente: A (%RP 80,0% - 14 pL/L aire)
AchE: C (CI50 720 ppm)

Fumigante: A (CL50 463,1 pL/L aire)
Contacto: C (%M 33,0% - 0,15 pL/adulto)
Repelente: A (%RP 83,3% - 14 pL/L aire)

Fumigante: D
Contacto: A (%M 80,0% - 0,15 pL/adulto)
Repelente: A (%RP 73,3% - 14 pL/L aire)

Fumigante: D
Contacto: C (%M 33,3% - 0,15 pL/adulto)
Repelente: A (%RP 96,7% - 14 pL/L aire)

Fumigante: D
Contacto: A (%M 100% - 0,15 pL/adulto)
Repelente: A (%RP 80,0% - 14 pL/L aire)

Actividad y metodologia

Reportes del compuesto frente a S. zeamais

Efecto reportado ref.
DLsy, 9,161 pl/petri [84]
%M 0% (0,04 mg/cm?) [78]
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Cédigo Determinadas por el equipo de investigacion Reportes del compuesto frente a S. zeamais
— % abundancia en la .
m . . .
compuestos Crlte_r!o especie donde se AEIMIEER B6 /15 EETS e encuentra E Actividad y metodologia Efecto reportado
bioactivos seleccion compuesto frente a S. zeamais
encuentra
51. Fumigante
a- Humeleno Sin evitar contacto CLsy >382 mg/L
A Contacto
Tépico (etanol) 24h DLs, 0,040 mg/adulto
Topico (etanol) 7 dias 20,0 pg/mg
C151-124
52. 2 Piper el-metanum Fumigante: C (CL50 643,9 pL/L aire) Sin reportes
a-farneseno (1,43%) Contacto: C (%M 33,0% - 0,15 pl/adulto)
Repelente: A (%RP 100% - 14 pL/L aire)
SESQUITERPENOIDES - ALCOHOL
53. 4 Fumigante
Nerolidol PTFE CLso 353,0 mg/L
HO,
X Contacto
Tépico 7 dias DLz 29,30 pg/adulto

CysH260

ref.

(82]

(81]

[93]
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Cédigo Determinadas por el equipo de investigacion Reportes del compuesto frente a S. zeamais
— % abundancia en la .
com pugstos Crlte_r!o especie donde se BTG B A2 CEE S ¢ AL, E Actividad y metodologia Efecto reportado ref.
bioactivos seleccion compuesto frente a S. zeamais
encuentra
54. 2 Zanthoxylum Fumigante: A (CL50 73,3 pL/L aire) Sin reportes
Farnesol monophyllum (Fruto) Contacto: D (%M 26,7% - 0,15 pL/adulto)
(1,30%) Repelente: D (%RP 18,0% - 0,126uL/cm?)
X Antialimentario: D (IDA 8,7% - 500ppm)
| OH
CisHz,0
FENILPROPANOIDES
55. 2 Piper nubigenum Fumigante: D Fumigante
Safrol (0,28%) Contacto: A (%M 80,0% - 0,15 pL/adulto) | Sin evitar contacto (medio) CLsg, 36,42 mg/L [85]
/) Repelente: A (%RP 73,3% - 14 uL/L aire) |PTFE 7 dias 32,96 mg/L [91]
Contacto
Tépico 7 dias DLg, 8,54 pg/adulto [91]
T\ Papel filtro 6 dias CLgq 0,74 mg/cm? [85]
(0]
C10H1002
56. 2 Cymbopogon nardus Fumigante: D Fumigante
Eugenol (1,14%) Contacto: A (%M 100% - 0,15 pL/adulto) | PTFE 24h CLsy 15,9 mg/L [75]
y/ Repelente: A (%RP 80,0% - 14 pL/L aire)
Contacto
o Tépico 24h DLg, 8,1 pg/adulto
/ 31,0 pg/mg [80]
HO DLgs 47,6 pg/mg

C10H1002
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Cédigo Determinadas por el equipo de investigacion Reportes del compuesto frente a S. zeamais
— % abundancia en la .
compuestos . . .
mpue Crlte_r!o especie donde se AEIMIEER B6 /15 EETS e encuentra E Actividad y metodologia Efecto reportado ref.
bioactivos seleccion compuesto frente a S. zeamais
encuentra
57. 2 Rosmarinus officinalis Fumigante: A (CL50 243,7 puL/L aire) Contacto
metil eugenol (0,13%) Contacto: B (%M 63,3% - 0,15 pL/adulto) | Topico 24h DLgy 29,4 pg/mg [80]
/ Repelente: A (%RP 73,3% - 14 pL/L aire) DLgs 51,9 pg/mg
O
/
—0
C111—11402
58. 4 Contacto
Isoeugenol Tdpico 24h. DLsq 30,7 ng/mg [80]
o DLgs 47,6 ng/mg
O
/
HO
C10H1002
59. 3 Coleonema album Fumigante: B (CL50 593,0 uL/L aire) Sin reportes
Metil isoeugenol (0.15%) Contacto: B (%M 56,7% - 0,15 plL/adulto)
_ Repelente: A (%RP 80,0% - 14 pL/L aire)
o]
/
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Cédigo Determinadas por el equipo de investigacion Reportes del compuesto frente a S. zeamais
— % abundancia en la .
m . . .
compuestos Crlte_r!o especie donde se AEIMIEER B6 /15 EETS e encuentra E Actividad y metodologia Efecto reportado ref.
bioactivos seleccion compuesto frente a S. zeamais
encuentra
60. 1 Ocimum basilicum Fumigante: D Fumigante
Estragol (81,78%) Contacto: A (%M 73,3% - 0,15 pL/adulto) | Sin evitar contacto CLgy 4,00 mg/L [82]
/ Repelente: C (%RP 40,0% - 14 puL/L aire) CLgo 14,10 mg/L [94]
Contacto
Tépico (etanol) 24h DLz, 0,039 mg/adulto [82]
Tépico (etanol) 7 dias 17,63 pg/mg [94]
_-0
Cy0H120
61. 1 Ilicium verum Fumigante: D Sin reportes
Anetol (93,40%) Contacto: A (%M 96,7% - 0,15 pL/adulto)
Repelente: D (%RP 20,0% - 14 pL/L aire)
—
_0
Cy0H120
62. Fumigante
Isosafrol Sin evitar contacto (medio) CLg, 32,66 mg/L
— Contacto [85]
Papel filtro 6 dias CLsy 0,22 mg/cm?
O
L.

C10H1002
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Cadigo
compuestos
bioactivos

63.

Cinamaldehido
O,

64.
Anisol
ED

65.

4-fenil-butanona

C10 HIZ 0

66.

3-octanona
o

/\/\)J\/

Determinadas por el equipo de investigacion

% abundancia en la
especie donde se
encuentra

Criterio

seleccion compuesto frente a S. zeamais

OTROS - AROMATICOS

Actividad del AE donde se encuentra el

Reportes del compuesto frente a S. zeamais

Actividad y metodologia

Contacto
Papel filtro 6 dias

Fumigante
PTFE 24h

Contacto
Tépico 24h

Contacto
Tépico 7 dias

Fumigante
Grasa de nailon

Efecto reportado

CLs, 0,66 mg/cm?

CLs, 14,8 mg/L

DLso >150 pg/adulto

DLsq 6,98 pg/adulto

CLso 219,7 pL/L
CLos 378,2 uL/L

ref.

[79]

[75]

[93]

(89]
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Cédigo Determinadas por el equipo de investigacion Reportes del compuesto frente a S. zeamais
— % abundancia en la .
compuestos . . .
mpu Crlte_r!o especie donde se AEIMIEER B6 /15 EETS e encuentra E Actividad y metodologia Efecto reportado ref.
bioactivos seleccion compuesto frente a S. zeamais
encuentra
67. 4 Fumigante
2-nonanona Vial en vial CLgo 251,1 pmol/L [150]
CoH150
68. 4 Fumigante
2-decanona Vial en vial %M 0% (90,1 puL/L) [150]
° Grasa de nailon CLgo 0,26 mmol/L [157]
ClOHZOO
69. 2 Piper pertomentellum Fumigante: D Fumigante
2-undecanona (0,07%) Contacto: C (%M 33,3% - 0,15 pl/adulto) | Vial en vial %M 0% (90,1 pL/L) [150]

Repelente: A (%RP 96,7% - 14 pL/L aire)

C11H220
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Cédigo Determinadas por el equipo de investigacion Reportes del compuesto frente a S. zeamais
— % abundancia en la .
compuestos . . .
mpue Crlte_r!o especie donde se AEIMIEER B6 /15 EETS e encuentra E Actividad y metodologia Efecto reportado ref.
bioactivos seleccion compuesto frente a S. zeamais
encuentra
70. 4
4-undecanona
O,
C111—1220
71. 3 Citrus sp. Fumigante: A (CL50 427.8 puL/L aire) Repelente
Decanal (0,63%) Contacto: C (%M 36,7% - 0,15 pL/adulto) | A5 pL/disco %RP 74,0% [158]
~ Repelente: A (%RP 86,7% - 14 pL/L aire)
ClOHZOO
72. 1 Hypericum mexicanum Fumigante: A (CL50 223,5 pL/L aire) Sin reporte
Nonano (53,08%) Contacto: D (%M 0% - 0,15 uL/adulto)

Repelente: A (%RP 90,0% - 14 pL/L aire)
AChE: B (CI50 620 ppm)

CoHzg
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Cadigo
compuestos Criterio
bioactivos seleccion

73. 3
Nonanal

o,

x

CyH;1g0

74.
1-octen-3-ol
OH

/\/\)\/

CgH160

75.

3-octanol
OH

/\/\)\/

CgH150

Determinadas por el equipo de investigacion
% abundancia en la
especie donde se
encuentra

Actividad del AE donde se encuentra el
compuesto frente a S. zeamais

Repelente:
A5 pL/disco

Fumigante
Grasa de nailon

Fumigante
Grasa de nailon

Actividad y metodologia

Reportes del compuesto frente a S. zeamais

Efecto reportado

%RP 62,4%

CLso 27,7 uL/L
CLgs 42,4 uL/L

CLso 43,2 uL/L
CLgs 60,2 uL/L

ref.

[158]

(89]

[89]

Clasificacion: A: muy activo (%M = 70-100) (CLso 0 Clso = 0.1 — 470 pL*L1), B: moderadamente activo (%M = 50 -69) (CLso 0 Clso = 480 - 600 pL*L), C: poco activo (%M
=15 -49) (CLso 0 Clso > 610 puL*L) y D: sin reportes.
Criterios: 1. Componentes mayoritario (> 4.0 %), 2. componentes minoritarios en dos 0 mas AEs bioactivos, 3. componentes minoritarios sin reporte bibliogréficos, 4.
Componentes con similitud estructural a los compuestos seleccionados

*compuestos con reportes inhibitorios sobre una de las enzimas de interés del insecto.



B. Anexo: Aislamiento y sintesis de
algunos constituyentes guimicos
presentes en AEs

Anexo B.1 Estragol aislado de Artemisia dracunculus.

El aceite esencial proveniente de las partes aéreas de Artemisia dracunculus (Estragol al 88.5%)
[159], fue adquirido comercialmente de la empresa Suaga Organic Herbest, ubicada en Ubaté,
Cundinamarca. Del aceite esencial se tom6 1 g y este fue sometido a fraccionamiento mediante
cromatografia flash (CF) utilizando como fase estacionaria silica gel P60 (40-63 pm, SiliCycle® Inc,
Canada) y como sistema de elucién n-hexano. Obteniéndose 40 fracciones que fueron finalmente
reunidas en 4, de acuerdo con el estudio realizado en cromatografia en capa delgada (CCD) con
placas de aluminio cubiertas con silica gel 60 F254 (SiliCycle® Inc, Canada). La fraccion 3 (880
mg) correspondio al estragol obtenido como un aceite de color amarillo (rendimiento del 88%), el

cual fue identificado por analisis de sus espectros RMN y comparacion con los datos de literatura
[160].

Nombre Estragol
0 2 i“ =S Estado Fisico Liquido
HyC |
0o A8 Formula molecular C1oH120
Masa molecular 148.2 g/mol

RMN 'H (400 MHz, CDCI3) 6 (ppm) 7.11 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-3 y H-5), 6.86 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H-2 y H-6), 5.96
—6.06 (M, 1H, H-8), 5.08 - 5,14 (M, 2H, H-9), 3.81 (s, 3H, OCH3) y 3.34 (d, J = 6.7 Hz, 2H, H-7).

APT (101 MHz, CDCI3) 8 (ppm) 113.8 (CH-2, CH-6), 129.5 (CH-3, CH-5), 132.1 (C-4), 158.0 (C-1), 39.4 (CH2-7),
115.4 (CH2-9) y 137.9 (CH2-8).

Datos descritos en la literatura [160]
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Figura 6.1: Espectros de RMN H (400 MHz, CDCI3) de estragol
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Anexo B.2 Aislamiento de piperitona proveniente del AE de Piper aduncum

El aceite esencial de hojas frescas de Piper aduncum previamente extraido por el equipo de
investigacion mediante la técnica de arrastre con vapor (2 h.), especie colectada en La Sierra
(Cundinamarca) con numero de coleccion COL595171 (piperitona al 45.46%) [27]. Del AEs se tomd
un 1 gy este fue sometido a fraccionamiento mediante cromatografia flash (CF) utilizando como
fase estacionaria silica gel P60 (40-63 um, SiliCycle® Inc, Canada) y como sistema de elucion n-
hexano/acetona 9:1. En total se obtuvieron 50 fracciones que fueron reunidas en 3, de acuerdo con
el estudio realizado en cromatografia en capa delgada (CCD), con placas de aluminio cubiertas con
silica gel 60 F254 (SiliCycle® Inc, Canada). La fraccion 2 (550mg) se purificé por CF utilizando
como fase estacionaria silica gel R60 (20-45 pm, SiliCycle® Inc, Canada) y el mismo sistema de
elucion, obteniendo 3 fracciones de acuerdo con el estudio por CCD. La fraccion 1 (390 mg)
correspondio al compuesto piperitona, un aceite amarillo claro, translucido, el cual fue identificado

por analisis de sus espectros RMN y comparacidn con los datos de literatura 39.0 %.

10 Nombre Piperitona
CH
)\53 Estado Fisico Liquido incoloro
4 "2 6
BL 2 /;L““-o Formula molecular C10H160
HC "7“‘“‘::{.;3 Masa molecular 152.23 g/mol
9

RMN H (400 MHz, CDCI3) & (ppm) 5.83 (dg, J = 2.9, 1.4 Hz, 1H, H-6), 2.40 — 2.23 (m, 3H H-2 y H-4), 2.04 —
1.93 (m, 2H, 3-H), 1.91 (dd, J = 2.1, 1.0 Hz, 3H, H-10), 1.86 — 1.72 (m, 1H, H-7), 0.93 (d, J = 7.0 Hz, 3H, H-8) y
0.84 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H-9).

APT (101 MHz, CDCI3) § (ppm) 201.5(C=0), 161.3(C-7), 126.9(C-8), 51.7 (C-6), 30.5 (C-2), 25.9(C-3),24.2 (C-4),
23,0(C-5), 20,8 (C-9) y 18.7 (C-10).

Datos descritos en la literatura [161]
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Figura 6.3: Espectros de RMN H (400 MHz, CDCI3) de piperitona
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Anexo B.3 Sintesis de isopulegona S-1 a partir del isopulegol

é\ o
—_—
OH CH,Cl,

T,a - 18h.

/\ 89 %

Para la sintesis de S-1 se adiciond (1R,2S,5R)-1sopulegol (1.00 g, 6.54 mmol) a una suspension de

de clorocromato de piridina (PCC) (2.10 g, 9.72 mmol) en 30 mL de diclorometano seco. La mezcla

resultante se agité durante 18 h a 25 °C y en atmésfera de nitrégeno. Transcurrido este tiempo se

filtré a través de Celita y la fase organica resultante fue eliminada mediante destilacion a presién

reducida. El crudo resultante (1.12 g), se purific6 mediante CF utilizando CH>Cl, como sistema de

elucion, lo que condujo a la obtencidn de un aceite incoloro correspondiente a isopulegona S-1 (880.0

mg, 89.2%,), el cual fue identificado pro andlisis de sus espectros RMN y comparacion con los datos

de literatura [162,163].

9

Nombre

Isopulegona

Estado Fisico

Liquido incoloro

Formula molecular

C10H160

HC

Masa molecular

152,23 g/mol

RMN H (400 MHz, CDCI3) 5 (ppm) 4.92 (s, 1H, H-8), 4.70 (s, 1H, H-8), 2.94 (dd, J 13.1, 5.4 Hz, 1H, H-6), 2.40
(ddd, J =13.3, 3.6, 2.4, 1H, Hec-2), 2.09 — 1.97 (M, 2H, Hax-2 y Hec-5), 1.96 — 1.83 (M, 2H, Hec-4 y H-3), 1.80 (qd, J
13.1, 3.3, 1H, Hax-5), 1.73 (s, 3H, CH3-9), 1.49 — 1.30 (M, 1H, Hax-4) y 1.02 (d, J 6.24, 3H, CH3-10).

APT (101 MHz, CDCI3) & (ppm) (101 MHz, CDCI3) 3 = 210.3 (C=0), 143.6 (C-7), 112.9 (C-8), 57.8 (C-6), 50.7 (C-
2), 35.4 (C-3), 34.0 (C-4), 31.3 (C-5), 22.4 (C-9) y 21.4 (C-10).

Datos descritos en la literatura [163].




146 Estudio de la accion insecticida de constituyentes quimicos presentes en aceites esenciales y

su efecto sobre enzimas desintoxicantes y de funcion motora para Sitophilus zeamais

Figura 6.5: Espectros de RMN *H (400 MHz, CDCI3) de isopulegona
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Anexo B.4 Sintesis de pulegona S-2 a partir del isopulegona S-1

KOH/MeOH
.
o 68°C -15 h. | o

S-1 S-2

Para la sintesis de S-2, se disolvié S-1 (0.66 mmol) en 4.6 mL de KOH (4.58 mmol, en metanol 1
M). La mezcla resultante se agitdé durante 15 horas a 70°C en reflujo. Transcurrido este tiempo se
adicionaron 3 mL de HCI 1.6 M. El producto se extrajo con CH2Cl; (3 x10 mL), se lav6 con salmuera
(3 x10 mL), se seco sobre sulfato de sodio anhidro (Na2SO4) y la fase organica resultante se eliminé
mediante destilacion a presion reducida. El crudo resultante se purifico mediante CF utilizando
CH_Cl, /n-hexano 7:3, como sistema de elucion. Lo que condujo a la obtencion de un aceite amarillo
claro, correspondiente a R-pulegona S-2 (50.1 mg, 49.87%), el cual fue identificado por anélisis de

sus espectros RMN vy rotacion Optica, al comparar con los datos de literatura [163,164].

3 Nombre Pulegona
s . ——
4.\ Estado Fisico Liquido incoloro
3 B
[ Formula molecular C10H160
e 7 "o Masa molecular 152,23 g/mol

RMN H (400 MHz, CDCI3) 6 (ppm) 2.69 (dt, J 15.3, 4.1, 1H, H-3¢c); 2.47 (dd, J 2.0, 1H, H-6ec); 2.31-2.13 (m, 1H,
H3ax) 2.04-2.95 (m, 2H, H-6axy H-5); 1.90 (s, 3H, CH3-9); 1.88-1.80 (m, 1H, H-4<c); 1.76 (s, 3H, CHs-8); 1.41-1.21
(m, H4ax) y 0.98 (d, 3H, CH3-10).

APT (101 MHz, CDCI3) é (ppm) 204.41 (C=0 -1), 141.96 (C-7), 131.99 (C-2), 50.99 (C-6), 32.93 (C-4), 31.74 (C-
5), 28.76 (C-3), 23.12 (C-9), 22.23 (C-8) y 21.89 (C-10).

Rotacion éptica [o] D + 22.5°

Datos descritos en la literatura [165]
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Figura 6.7: Espectros de RMN *H (400 MHz, CDCI3) de pulegona
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C.

Anexo: Analisis cluster

Anexo C.1 Pardmetros para el andlisis cluster de la toxicidad fumigante

Parametros para establecer los clusters

Rasgos de caracterizacion para los clusters

Compuesto ¢ Chso Clso Cloo B: Esqueleto Precursor biosintético Tipo de Funcidn organica P\:::i:rn
carbonado compuesto

(me/L ai) (Pa)
R-(+)-Pulegona C1 0.44 0.58 0.93 3.72  monociclico cation a-terpinilo monoterpenoide cetona 16.4
S-(-)-Pulegona Cc2 0.68 0.97 1.68 1.80 monoaciclico cation a-terpinilo monoterpenoide cetona 16.4
R-(-)-Carvona C4 112 1.42 2.16 1.73  monociclico cation a-terpinilo monoterpenoide cetona 13.7
2S,5R-1sopulegona C23 176 2.37 3.88 0.85  monociclico cation a-terpinilo monoterpenoide cetona 18.7
R-(-)-terpinen-4-ol C5 1.04 2.82 7.15 0.30 monociclico  cation a-terpinen-4-ilo monoterpenoide alcohol 6.2
S-(+)-Carvona C3 1.87 2.87 5.32 0.52  monociclico cation a-terpinilo monoterpenoide cetona 133
ap-tujona C6 3.64 4.38 6.19 0.52 biciclico cation a-terpinen-4-ilo monoterpenoide cetona 54.9
Piperitona C22 1.04 4.73 7.15 0.71  monociclico cation a-terpinilo monoterpenoide cetona 15.9
1R,2S,5R-Isopulegol  C7 7.19 9.09 13.73 0.52 monociclico nonacétido alifatico alcohol 9.3
2-Nonanona C9 3.33 4.34 6.81 0.28 aciclico cation a-terpinen-4-ilo monoterpenoide cetona 83.2
1R-(-)-Fenchona C8 7.95 10.59 17.06 0.20 biciclico cation pinilo monoterpenoide cetona 108.9
1.8-Cineol C10 9.4 12.97 21.69 0.15 biciclico cation a-terpinilo monoterpenoide éter 253.3
P-cimeno Cl2 212 28.68 46.96 0.07 aromatico cation a-terpinilo monoterpenoide aromatico 96.3
Estragol Cl1 19.42 30.47 57.46 0.05 aromatico acetato de cumarilo fenilpropanoide éter 22.7
Terpinoleno C24 4553 60.24 96.19 0,03 monociclico  cation a-terpinen-4-ilo monoterpenoide hidrocarburo 98.7
a- Terpineno C13 3711 52.12 88.83 0.04 monociclico  cation a-terpinen-4-ilo monoterpenoide hidrocarburo 145.3
Sabineno C18 50.93 66.43 104.3 0.03 biciclico cation a-terpinen-4-ilo monoterpenoide hidrocarburo 351.0
8-3 Careno Cl5 57.81 80.44 135.75  0.02 biciclico cation a-terpinilo monoterpenoide hidrocarburo 464.0
DL-Limoneno Cl6 69.28 88.69 136.14 0.03 monociclico cation a-terpinilo monoterpenoide hidrocarburo 206.6
R-(-)-a-Felandreno Cl4 66.91 88.87 142,53 0.02 monociclico cation a-terpinilo monoterpenoide hidrocarburo 186.7
B- Pineno Cl7 756 97.6 151.34  0.02 biciclico cation pinilo monoterpenoide hidrocarburo 390.6
v- Terpineno C21 75.92 106.97 18286 0.02 monociclico cation o-terpinen-4-ilo monoterpenoide hidrocarburo 145.3
n-Nonano C20 837 10898 170.75  0.02 aciclico nonacétido alifatico alcano 593.3
a- Pineno C19 8238 11038 17881 0.02 biciclico cation pinilo monoterpenoide hidrocarburo 633.3

Dato de presion de vapor (Pv), tomado de https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ y http://www.chemspider.com/
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Anexo C.2 Coeficiente de aglomeracion en el andlisis cluster toxico fumigante

Método de aglomeracion

| promedio |

Unico

| completo |

Ward's

Coeficiente de aglomeracion | 0.9175499 | 0.8695218 | 0.9544167 | 0.9768186

Anexo C.3 Determinacion del nimero de clusters en la toxicidad fumigante

N

indice D y Hubert

Frecuencia de todos los indices

e :clc_,: = i‘. Opsmal sumber of chisters <k = 3
:&E ’;I z (B
'g ‘:’ il 3,
¢ r? -1 U
e} = ’é & : 3
2 o A5 oy €
£ o i 8 ¥ :
"3 S ! 'S = ¢
JA "allln.
2 K 4 1) G 7 2 a 4 5 (5 7 . - . -
] { %
Number of clusters Nurnbes of clusters Moty of chaters
Anexo C.4 Parametros para el anélisis cluster de la toxicidad por contacto
Parametros para establecer los clusters Rasgos de caracterizacion para los clusters
Compuesto C ) i
Dl DLs DLw B Esqueleto Funcion Tipo compuesto Precursor Log
carbonado  organica Kow
pg/adulto
R-(-)-Pulegona Cl 381 485 740 050 monociclico cetona monoterpenoide cation o-terpinilo 3.08
S-(+)-Pulegona C2 654 744 964 058 monociclico cetona monoterpenoide catién a-terpinilo 3.08
Carvacrol C25 676 871 1345 027 monociclico alcohol — monoterpenoide  C2tion e-terpinen-d-ilo 3 49
Piperitona C22 731 945 1470 0.24 monociclico  cetona monoterpenoide catién a-terpinilo 2.85
2S,5R-Isopulegona C23 819 1099 17.83 0.19 monociclico  cetona monoterpenoide cation o-terpinilo 257
S-(-)-Carvona C3 836 1268 2324 0.12 monociclico cetona monoterpenoide catién a-terpinilo 271
R-(-)-Carvona C4 1216 1689 2844 011 monociclico cetona  monoterpenoide  cation a-terpinilo 5 79
1R,2S,5R-Isopulegol C7 17.50 1899 24.94 0.17 monociclico alcohol ~ monoterpenoide catién a-terpinilo 2.36
R-(-)-terpinen-4-ol C5 1750 19.66 24.94 024 monociclico alcohol  monoterpencide  cion oterpinen-d-ilo 5 5g
Eugenol C26 16.85 20.90 30.82 0.13 aromatico alect gr:/m fenilpropanoide  acetato de coniferilo  2.49
Citral C27 16.83 2143 3268 0.11 aciclico aldehido  monoterpenoide cation geranilo 2.76
Linalool C28 16.00 21.87 36.23 0.09 aciclico alcohol monoterpenoide cation nerilo 2.97
trans-Anetol C29 1813 26.25 46.08 0.07 aromatico éter fenilpropanoide acetato de cumarilo  3.13
Geraniol C30 2283 2814 4113 0.10 aciclico alcohol monoterpenoide cation geranilo 3.56
Isoeugenol C31 1392 29.10 66.20 0.04 aromatico ter/ fenilpropanoide  acetato de coniferilo  3.04

alcohol
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Parametros para establecer los clusters Rasgos de caracterizacion para los clusters

Compuesto € DLy DLy DLw A Esqueleto  Funcion Tipo compuesto Precursor Log
il carbonado organica Kow

2-Nonanona C9 2865 3185 39.69 0.16 aciclico cetona alifatico nonacétido 3.14
aB-Tujona C6 26.88 32.04 4467 0.10 biciclico cetona monoterpenoide catién a-terpinen-4-ilo  2.52
1R-(-)-Fenchona C8 29.05 3465 4833 0.09 biciclico cetona monoterpenoide cation pinilo 3.52
Safrol C32 1719 36.31 83.04 0.03 aromatico éter fenilpropanoide  acetato de coniferilo  3.02
Citronelal C33 3133 3694 5064 0.09 aciclico aldehido ~ monoterpenoide cation geranilo 3.58
4-Undecanona C34 3013 37.04 5395 008 aciclico cetona alifatico nonacétido 4.05
2-Decanona C35 3020 3803 5717 007 aciclico  cetona alifatico nonacetido 3.73
2-Undecanona C36 3701 4286 57.13 009 aciclico  cetona alifatico nonacétido 4.09
Estragol C11 3111 4507 79.17 0.04 aromaético éter fenilpropanoide acetato de cumarilo  3.47
1.8-Cineol C10 4751 56.82 7958 0.06 biciclico éter monoterpenoide cation a-terpinilo 2.74
';:rzt:?itﬁ) e C37 51.28 7300 126.10 0.02 aciclico éster monoterpenoide cation geranilo 4.04
Cipermetrina C+ 416 855 1927 0.12 biciclico - piretroides Sintético 6.6

Dato de coeficientes de particién ( Log Kow), tomado de https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ y http://www.chemspider.com/

Anexo C.5 Coeficiente de aglomeracion del analisis cluster toxico por contacto

Meétodo de aglomeracion ‘ promedio ‘ Gnico ‘ completo ‘ Ward’s

Coeficiente de aglomeracion ‘ 0.8185494 ‘ 0.6821570 ‘ 0.8899411 ‘ 0.9161978

Anexo C.6 Determinacion del namero de clusters en la toxicidad por contacto
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D. Anexo: Elaboracion y accion insecticida
de las mezclas

Anexo D.1 Analisis de varianza del MSR cuadratico, incluidas estadisticas de
diagnéstico para la fraccion afectada de S. zeamais de matrices con tres

compuestos
Toxicidad fumigante
ANOVA ANOVA
M  Fuente gl SC CM F p Coef M  Fuente gl SC CM F p Coef
Modelo 5 290.33  56.64 271.88 0.000 Modelo 5 121.33 2427 97.07 0.000
Lineal 2 23163 5425 260.40 0.000 Lineal 2 100.23 24.33 97.33 0.000
Cuadratica 3 5870  18.49 88.76 0.000 Cuadratica 3 21.10 7.03 28.13 0.000
c1*C3 1 1651  12.04 57.80 0.000 9.50 c8*C3 1 893 817 32,67 0.000 7.00
C1*cC4 1 2201 1504 72.20 0.000 9.50 C8*C10 1 800 6.00 24.00 0.000 -6.00
M1 c3*ca 1 2016 20.16 96.80 0.000 -11.00 M7 c3*c1o 1 417 417 16.67 0.001 5.00
E. Residual 18 3.75 0.20 E.Residual 18  4.50 0.25
Cor Total 23 293.83 Cor Total 23 125.83
R? 0.987 R? 0.964
R%pred 0.977 R%pred 0.936
R%iu 0.986 R 0.954
Modelo 5 6633 13.27 6823 0.000 Modelo 5 119.21 23.84 49.05 0.000
Lineal 2 4443 2425 12471 0.000 Lineal 2 1623 933 19.20 0.000
Cuadratica 3 21.90 730 37.54 0.000 Cuadratica 3 102.96 34.32 70.61 0.000
ci*c2 1 0.00 1.04 536 0.030 2.50 ci8*c21 1 6509 80.67 165.94 0.000 22.00
c1*C3 1 8400 12.04 61.93 0.000 8.50 ci8*c15 1 3522 37.50 77.14 0.000 15.00
M2 c2+c3 1 1350 1350 69.43 0.000 833| |M12 co1*c15 1 267 267 549 0.031 400
E. Residual 18 3.50 0.194 E. Residual 18 8.75 0.49
Cor Total 23 69.83 Cor Total 23 127.96
R? 0.950 R2 0.932
Rlpreq 0.911 R?pred 0.878
R 0.936 R2iu 0.913
Modelo 5 32919 65.84 2575 0.000 Modelo 5 268.71 53.74 227.61 0.000
Lineal 2 24791  60.59 23.70 0.000 Lineal 2 179.43 96.58 409.06 0.000
Cuadratica 3 81.27  27.09 10.60 0.000 Cuadratica 3 89.27 29.76 126.04 0.000
c1*c3 1 1562 1894 7.1 0.012 1065 c10*Cc16 1 20.09 30.37 128.65 0.000 13.50
c1*C7 1 5820 46.61 1823 0.000 1599 ci0*c19 1 252 0.042 0.8 0.697 -0.50
M3 c3*c7 1 7.44 7.44 291 0.102 660 | | M14 ci6*c19 1 66.67 66.67 282.35 0.000 20.00
E. Residual 17 56.24 2.56 E. Residual 18 425 0.24
Cor Total 27 385.43 Cor Total 23 272.96
R? 0.854 R2 0.984
Rpreq 0.795 R?pred 0.972
R%iu 0.821 R 0.980
M5 Modelo 5 381.33  76.27 305.07 0.000 M18 Modelo 5 213.21 42.64 161.59 0.000
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Toxicidad fumigante
ANOVA ANOVA
M Fuente gl SC CM F p Coef M Fuente gl SC CM F p Coef
Lineal 2 288.03 76.75 307.00 0.000 Lineal 2 186.13 60.75 230.21 0.000
Cuadratica 3 93.30  31.10 124.40 0.000 Cuadratica 3 27.07 9.02 34.20 0.000
c1*C3 1 823  12.04 4817 0.000 8.50 C1*C18 1 27.03 26.04 9868 0.000 12.50
C1*C16 1 7440  63.37 253.50 0.000 19.50 C1*C22 1 004 004 016 0.696 0.50
C3*C16 1 1067 10.67 42.67 0.000 -8.00 c2*ci8 1 000 000 0.0 1.000 -0,00
E. Residual 18 4.50 0.25 E. Residual 18 475 0.26
Cor Total 23  385.83 Cor Total 23
R? 0.988 R? 0.978
R%pred 0.979 R%pred 0.961
R2i. 0.982 R2iu 0.972
Modelo 5 421208 84.242 404.36 0.000 Modelo 5 32321 64.64 150.14 0.000
Lineal 2 304.933 114.083 547.60 0.000 Lineal 2 24803 72.33 168.00 0.000
Cuadratica 3 116.275 38.758 186.04 0.000 Cuadratica 3 75.17 25.06 58.20 0.000
C22*C3 1 57.604 40.042 192.20 0.000 1550 C6*C23 1 043 150 3.48 0.078 3.00
c2*cie 1 1.63 0.000 0.00 1.000 5.7x107° C6*C15 1 2074 10.67 24.77 0.000 -8.00
M6 c3*cis 1 57.04 57.042 273.80 0.000 -1850| |M20 c23*c15 1 54.00 54.00 125.42 0.000 18.00
E. Residual 18 3.75  0.208 E.Residual 18  7.75 0.43
CorTotal 23 424.96 Cor Total 23 330.96
R? 0.991 R? 0.977
R2red 0.984 R2pred 0.958
R2iu 0.989 R 0.970
Toxico por contacto
ANOVA ANOVA
M Fuente DF SC CM F p Coef M Fuente. DF SC CM F p  Coef
Modelo 5 152.33 3047 49.85 0.000 Modelo 5 164.37 32.87 52.60 0.000
Lineal 2 6726 7.58 12.41 0.000 Lineal 2 4866 49.33 78.93 0.000
Cuadratica 3 85.07 2836 46.40 0.000 Cuadratica 3 115.72 38.57 61.72 0.000
Cl1*C24 1 7845 67.43 11035 0.000 17.14 C26 * C36 1 101.46 81.87 130.99 0.000 22.42
C1*C25 1 619 657 10.75 0.004 -6.29 C26 *C27 1 11.44 1314 21.03 0.000 -3.92
MC1 C24*C25 1 042 043 1.00 0.414 -1.60 | | MC7 C36*C27 1 282 282 452 0.000 -1.97
E.Residual 18 11.00 0.61 E.Residual 18 11.25 0.62
Cor Total 23 163.33 Cor Total 23 175.62
R2 0.933 R? 0.936
R2-pred 0.880 R2-pred 0.886
R%-adj 0.914 R%-adj 0.918
Modelo 5 257.83 51.57 36.40 0.000 Modelo 5 51.50 10.30 21.81 0.000
Lineal 2 193.43 56.58 39.94 0.000 Lineal 2 2235 16.08 34.06 0.000
Cuadratica 3 64.40 21.47 15.15 0.000 Cuadratica 3 29.16 9.72 20.59 0.000
C25* C36 1 2401 3504 2474 0.000 14.50 C28* C27 1 073 0.014 0.03 0.865 -0.29
C25* C32 1 37.72 40.04 2826 0.000  15.50 C28* Cl11 1 28.05 26.04 5515 0.000 12.50
MC6 C36*C32 1 267 267 1.88 0.187 400| | MC8 c27*cCl1 1 038 038 081 0379 -0.52
E.Residual 18 2550 1.42 E.Residual 18 850 0.47
Cor Total 23 283.33 Cor Total 23 60.00
R2 0.910 R? 0.858
R2-pred 0.840 R2-pred 0.748
R%-adj 0.885 R%-adj 0.819
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Anexo D.2 Gréficos de la interaccion fumigante de los componentes de las

mezclas.
a) M1- Grafico del efecto mediano M1- Grafico del indice de combinacion M1- Grafico del log IRD
e ‘
b) M2- Grafico del efecto mediano M2- Gréfico del indice de combinacion M2- Grafico del log IRD
o
c) Ms3- Grafico del efecto mediano M3- Gréfico del indice de combinacion M3- Grafico del log IRD

d) M5- Grafico del efecto mediano M5- Grafico del indice de combinacion M5- Grafico del log IRD

]
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e) M12- Grafico del efecto mediano

M12- Grafico del indice de combinacién

M12- Grafico del log IRD

f)  M20- Grafico del efecto mediano

“

M20- Grafico del indice de combinacion

M20- Grafico del log IRD

g) M21- Grafico del efecto mediano

v

M21- Grafico del indice de combinacion

M21- Grafico del log IRD

h) MC1- Grafico del efecto mediano

]

MC1- Gréfico del indice de combinacién

MC1- Grafico del log IRD

i) MC8- Grafico del efecto mediano ]

MCS8- Gréfico del indice de combinacién

(RVSTEVPIPES R 03 O

MC8- Grafico del log IRD
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Anexo D.3 Gréficos de la interaccion fumigante de los componentes de las

mezclas.

a. Ma1- Grafico del efecto mediano
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b. M2- Grafico del efecto mediano
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d. M5- Grafico del efecto mediano

Edlcct Mot

M5- Gréfico del indice de combinacién

Coenizination fndes Pl

M5- Grafico del log IRD

UL Pt B Comdin MY ¢ N




Anexo D. Elaboracion y accidn insecticida de mezclas

159

e. M20- Grafico del efecto mediano
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M20- Gréfico del indice de combinacion
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f.  M21- Grafico del efecto mediano
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M21- Grafico del log IRD

g. MC1- Grafico del efecto mediano
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MC1- Grafico del log IRD
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h. MCS6- Grafico del efecto mediano
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i. MCS8- Grafico del efecto mediano ~ MC8- Grafico del indice de combinacion MCS8- Grafico del log IRD
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E.
funcion motora

Anexo: enzimas desintoxicantes y de

Anexo E.1 Curvas de calibracion para caracterizar el extracto proteico de

S. zeamais

a) Proteinas con BSA, b) acetilcolinesterasa, ¢) glutation-S-transferasa, d) Perdxido de hidrégeno y
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Anexo E.2 Curvas dosis-efecto de inhibicion de la AChE de S. zeamais de las
mezclas y sus componentes
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Anexo E.3 Graficos de la interaccion de los componentes de las mezclas frente
la inhibicion de AChE

a) Mb5- Grafico del efecto mediano M5- Graéfico del indice de combinacion M5- Grafico del log IRD
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b)

M12- Grafico del efecto mediano M12- Gréfico del indice de combinacion M12- Grafico del log IRD
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c) M20- Grafico del efecto mediano ~ M20- Gréfico del indice de combinacion M20- Grafico del log IRD
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d) M21- Grafico del efecto mediano ~ M21- Gréfico del indice de combinacion M21- Grafico del log IRD
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e) MCI1- Grafico del efecto mediano ~ MC1- Grafico del indice de combinacién MC1- Grafico del log IRD
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f)  MCS6- Grafico del efecto mediano ~ MC6- Gréfico del indice de combinacion MC6- Grafico del log IRD
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g) MCS8- Grafico del efecto mediano  MC8- Gréfico del indice de combinacion MCS8- Grafico del log IRD
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