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Resumen y abstract

RESUMEN

El uso de insecticidas sintéticos tradicionales para el control de Tribolium castaneum ha
generado problemas de salud publica debido a su alta toxicidad y baja selectividad,
haciéndose necesario el desarrollo de nuevos agentes fitosanitarios que sean seguros y
eficientes. En esta investigacion se determind el potencial fumigante de algunos AEs
obtenidos de especies aromaticas colombianas. Asimismo, se evaluaron los posibles
mecanismos de accion a través de la inhibicion de la actividad catalitica de enzimas vitales
y desintoxicantes de T. castaneum. Por medio del método experimental desarrollado se
logré evaluar la accion fumigante de 45 aceites esenciales (AEs) mediante el método de
vial en vial. Los valores CLso, CLso y CLgo de los AEs mas activos fueron determinados

mediante un analisis PROBIT y se caracterizaron quimicamente mediante GC-MS.

La letalidad y composicién quimica de los AEs se utilizé para establecer grupos a través de
un analisis cluster. El grupo de los AEs promisorios fue sometido a evaluacion para
determinar su efecto inhibidor sobre la actividad catalitica de las enzimas acetilcolinesterasa
(AChE), glutation-s-transferasa (GST) y catalasa mediante métodos espectrofotométricos.
Como resultados se encontré que 23 de 45 AES mostraron ser promisorios ya que tuvieron
CLso entre 16.23 y 264.59 pL/L aire. La composicion quimica de los AEs mas activos fue
muy variada, observandose principalmente aceites monoterpénicos y fenilpropanicos. El
analisis cluster agrup6 los 23 AEs en dos grupos principales, encontrandose que en el grupo
uno estan los AEs mas activos y aquellos en los que los fenilpropanos son los componentes
mas significativos. En este grupo destacan el aceite de Foeniculum vulgare con ClLso de
16.23 pL/L aire, seguido por Artemisia dracunculus con CLsp 22.78 uL/L aire. Con respecto
al segundo grupo, los AEs son menos activos y del tipo monoterpénico, como el caso de
Citrus sinensis y Coleonema album con valores de ClLso de 138.32 y 264.59 uL/L aire,
respectivamente. Estos resultados sugieren que la fumigancia de los AEs puede mejorar

con un mayor contenido de fenilpropanos.

De igual manera, se cuantificaron las enzimas de importancia metabdlica en
homogenizados proteicos obtenidos de T. castaneum, donde se evidencié que en dicho
extracto estan, en diferentes proporciones, las enzimas de interés; destacadndose en mayor
proporcion la catalasa. Para determinar la inhibicion de la actividad catalitica de dichas
enzimas, se usOG una concentracion de 500 ppm de cada uno AE promisorios. Como

resultados se encontr6 que, para el caso de la AChE, los 23 AEs promisorios tuvieron



variados efectos de inhibicién, sobresaliendo los AEs de Piper nigrum y Rosmarinus
officinalis con porcentajes superiores al 60 %. Con respecto a la inhibicién de la GST, los
AEs tuvieron un rango de inhibicion entre 10 y el 57 %, destacandose los AEs de Citrus

sinensis, Piper aduncum y Zanthoxylum monophyllum.

Del mismo modo se evidencié una inhibicion catalitica de la catalasa entre el 30 y el 80 %,
por parte de los AEs promisorios sobresaliendo los de las especies de Schinus molle,
Lavandula angustifolia e Hypericum juniperinum. Con base en estos resultados es posible
concluir que los AEs evaluados en la presente investigacion pueden llegar a tener variados
mecanismos de accién relacionados con la mortalidad de T. castaneum, lo que los convierte
en un buen reservorio de sustancias que, en primer lugar, controlen la plaga en cuestion y,
en segundo, prevengan los inconvenientes de los insecticidas convencionales como la

resistencia.



Resumen y abstract

ABSTRACT

The use of synthetic insecticides for the control of Tribolium castaneum has generated
public health issues such as high toxicity and low selectivity, making necessary the
development of new phytosanitary agents that are safe and efficient. In this investigation,
the fumigant potential of some essential oils extracted from Colombian aromatic species
was determined. Likewise, the possible mechanisms of action were evaluated through the
inhibition of vital and detoxifying enzymes catalytic activity from T. castaneum. Throughout
the developed experimental method, it was possible to evaluate the fumigant action of 45
essential oils (AEs) through the “vial en vial” method. The CL30, CL50 and CL90 values
from the most active AEs were determined by a PROBIT analysis and they were chemically
characterized through GC-MS.

The AEs lethality and the chemical composition were used to establish activity groups by
means of cluster analysis. The group of promising AEs was evaluated to determinate its
inhibitory effect on catalytic activity of the enzymes acetylcholinesterase (AChE),
glutathione-s-transferase (GST) and catalase according to spectrophotometric methods. As
results, 23 from the 45 AEs showed promising activity with CL50 values between 16.23 and
264.59 uL/L air. The composition of the most active AEs was very varied, observing mainly
monoterpenes and phenilpropanoids oils. The cluster analysis grouped these 23 AEs into
two main groups finding that in the group number one are found the most active AEs and
those in which the phenylpropanes are the most significant components. In this group, stand
out the Foeniculum vulgare oil with CL50 of 16.23 pL/L air, followed by Artemisia
dracunculus with CL50 of 22.78 uL/L. In regards the second group, the AEs are less active
and monoterpenic type, such as Citrus sinensis and Coleonema album with CL50 values of
138.32 y 264.59 uL/L air, respectively. These results suggest the AEs fumigant activity can

be improved with a higher phenylpropanes content.

In the same way, the enzymes with metabolic importance were quantified in protein
homogenates obtained from T. castaneum, where it was found that, in that extract there is
activity of the enzymes of interest, in different proportions, being the catalase the one with
prominent proportion. To determine the catalytic activity inhibition of theses enzymes, a
concentration of 500 ppm of each promising AEs was used. The results show that for the
AChE case, the 23 promising AEs had different inhibition effects, with the AEs of Piper



nigrum and Rosmarinus officinalis standing out with percentages higher than 60%.
Regarding the GST catalytic activity inhibition, the AEs had a range of inhibition between 10
and 57%, highlighting the AEs of Citrus sinensis, Piper aduncum y Zanthoxylum

monophylum.

Alike, an inhibition of catalytic activity of catalase between 30 and 80% was evidenced by
the promising AEs especially those of Schinus mole, Lavandula angustifolia and Hypericum
juniperinum. Based in these results, it is possible to conclude that the AEs evaluated in the
present investigation may have various mechanisms of action related to the mortality of T.
castaneum, which make them a good reservoir of substances that, in first place, control the
plague indicated and secondly, prevent the inconveniences of conventional insecticides

such as resistance.
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INTRODUCCION

Colombia es un pais con una ubicacion privilegiada en la region tropical del planeta, por lo
tanto, tiene el potencial de producir durante todo el afio un sinfin de alimentos y convertirse
en una nacién superproductora. Esta potencialidad se ha venido aprovechando por los
ultimos gobiernos ya que, segun cifras del Departamento Administrativo Nacional de
Estadistica (DANE), para el afio 2017 el producto interno bruto (PIB) de Colombia tuvo un
crecimiento del 1,8% impulsado, principalmente, por el sector agropecuario que, para el
mismo periodo de tiempo, crecié un 4.9%. En particular, los cultivos con mayor crecimiento
y que representan un renglén importante de este sector econémico fue el de los cereales,
con un incremento del 8.4% (DANE, 2018).

Por consiguiente, en Colombia la actividad agricola de cereales se ha desarrollado en alto
porcentaje del total del territorio nacional. Lo que ha conllevado a que el cultivo de maiz,
trigo, arroz, cebada, sorgo, entre otros haya tomado gran importancia, en primer lugar, por
la extension de tierra que se ha destinado a su produccién, en segundo, porque son la base
alimenticia del colombiano y, en tercero, porque hacen parte de la cultura gastronémica del
pais. Sin embargo, pese a lo anterior, el nimero de hectareas para la siembra de cereales
como el trigo, el sorgo y la cebada han disminuido sustancialmente en los Gltimos 45 afios.
Por ejemplo, segun la Federacion Nacional de Cultivadores de Cereales (FINAGRO), para
el aflo 1970 el area de siembra total de dichos cereales era de 800.000 hectareas, en
contraposicion, para el afio 2015 sélo llegaron a las 300.000 hectareas. Siguiendo esta
tendencia se encuentra el cultivo del maiz que pasd, en ese mismo periodo de tiempo, de
600.000 a 295.000 hectareas sembradas (DANE, 2018).

Ahora bien, con respecto a su produccion, los cereales en Colombia, también han tenido
un descenso significativo, dado que entre los afios 2012 al 2015 la produccién pas6 de
1.850.000 a 650.000 toneladas (FINAGRO, 2016). Esta disminucién sustancial en la oferta
ha llevado al aumento de las importaciones, debido a que la produccion nacional no logra
cubrir la demanda; por ende, el pais ha tenido que comprar gran cantidad de cereales a
otras regiones del mundo como Estados Unidos y Canada. Solo en el periodo comprendido
entre enero a diciembre del afio 2016 entraron al pais, aproximadamente, 7 millones de

toneladas de cereales con unos costos de US$850 millones (DANE, 2016).
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Entre las causas de la produccién insuficiente de cereales en Colombia estan los altos
costos que representa para los productores su cultivo, donde alrededor del 50% del costo
total de produccién es invertido en fertilizantes y plaguicidas, y sumado a esto, factores
como el dafio en los suelos, el cambio climatico, la presencia de plagas en campo y
almacén, muchas de ellas resistentes como resultado del abuso de insecticidas, hacen que
la actividad agricola enfocada al cultivo de cereales sea cada vez menos atractiva
(FINAGRO, 2016). Asi mismo, es importante destacar que la temporalidad que presentan
los cultivos de cereales han conllevado a que los agricultores implementen técnicas de
almacenamiento deficientes que generan grandes pérdidas para la produccion,

especialmente por el ataque de hongos, aves e insectos (Garcia et al., 2007).

Asi mismo, es importante destacar que el pais tiene la necesidad de dar cumplimiento al
objetivo de Desarrollo Sostenible suscrito en la Asamblea General de Naciones Unidas, que
establece “reducir a la mitad el desperdicio de alimentos per capita mundial en la venta al
por menor y a nivel de los consumidores y reducir las pérdidas de alimentos en las cadenas
de produccién y suministro, incluidas las pérdidas posteriores a la cosecha” (DNP, 2016).
Este tipo de convenios no son extrafios de suponer ya que, en Colombia, para el afio 2016,
se perdieron 9,76 millones de toneladas de alimentos, lo cual equivale al 34% de la
produccion total. Es de acotar que, del total perdido o desperdiciado, el 64 % corresponde
a pérdidas que se ocasionan en las etapas de produccion, postcosecha, almacenamiento y
procesamiento industrial. Particularizando en los cereales, en la postcosecha y
almacenamiento se tienen pérdidas del 19,8y el 15,6% respectivamente. Esto significa que,
en promedio, se estan perdiendo al afio 1,8 millones de toneladas de cereales, lo que es

equivalente a la produccién nacional de arroz en un afio (DNP, 2016).

Por lo tanto, es muy importante implementar estrategias que permitan lograr estos objetivos
y reducir la pérdida, especialmente, en el almacenamiento debido a que las condiciones
climaticas del pais son idéneas para lo proliferacion de plagas en los almacenes y silos
(Dubey et al., 2011). Una de las estrategias que pueden ser prometedoras para aumentar
la produccion y el rendimiento de los cereales involucran la disminucién de pérdidas por el
ataque de plagas y enfermedades y la reduccién de los costos asociados a los plaguicidas
(Ministerio de Agricultura, 2016).

En este orden de ideas, es necesario conservar la integridad de los granos almacenados,

cuidando que factores abioticos como la temperatura y la humedad sean 6ptimos y, como
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ya se menciond, manteniéndolo a salvo de plagas como los insectos, que son las especies
que han conseguido una mayor adaptacion a las condiciones del almacén y que son los
gue causan los dafios méas cuantiosos (Dayan et al., 2009). Entre los insectos que mayores
problemas generan en el almacenamiento se hallan los coledpteros (Garcia et al., 2011;
Boyer et al, 2012); por lo tanto, el control de éstos se hace prioritario, aunque
desafortunadamente no es una tarea facil, y mas cuando dichos insectos tienen una tasa
de reproduccion relevante. Asi pues, algunas especies de coledpteros se han clasificado
segun los dafios que propician en los granos almacenados y en los productos de molienda
(Prieto, 2012).

De igual manera estan las especies primarias que, aunque pueden ser pocas, son capaces
de dafar granos enteros y tienen gran importancia econémica, como es el caso del
Sitophilus zeamais, conocido también como el gorgojo del maiz (Talukder et al., 2009). Por
otra parte, se encuentran las especies secundarias, aquellas que atacan granos partidos o
que previamente han sido dafiados por las primarias, las cuales se multiplican con facilidad
en los productos obtenidos de la molienda de graneros. Tal es el caso de Tribolium
castaneum; que es una plaga cosmopolita que se encuentra entre los insectos que
propician mayor impacto negativo, en el procesamiento de granos e instalaciones de

almacenamiento de productos alimenticios alrededor del mundo (FAO, 2016).

Existen diversos métodos para el control de este tipo de colebpteros, entre los que se
destacan el control biolégico, el control fisico y el control quimico, siendo este ultimo el de
mayor uso (Olmedo et al., 2015). El control quimico se realiza mediante el uso de
insecticidas sintéticos como la fosfina, el diclorvos y el bromuro de metilo. Sin embargo,
dado a su uso indiscriminado a lo largo de los afios, han generado graves efectos
secundarios como: el desarrollo de lineas de insectos resistentes, la afectacion de
organismos no objetivo, pérdidas de la calidad del agua, dafos a la capa de ozono y riesgos
para la salud humana (Lorini et al., 2007). Es asi, que desde la década de los noventas se
han realizado importantes estudios en la blusqueda de nuevos agentes fitosanitarios para
el uso agricola que sean derivados del metabolismo secundario de las plantas; esto con el
animo de reemplazar los plaguicidas sintéticos téxicos (Dayan et al., 2009; Cantrell et al.,
2012). Partiendo de este hecho, las plantas se convierten en una excelente alternativa para
la busqueda de estos nuevos agentes fitosanitarios que permitan el control de colebpteros
como T. castaneum en los almacenes, graneros y molinos. Dicho control se puede atribuir

a la coevolucién que ha existido entre los insectos y las plantas a través de los afios, lo que
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ha generado una gran diversidad de metabolitos secundarios que les han permitido
subsistir, ya sea mediante la produccion de sustancias que atraigan insectos para la
polinizacion o en la produccion de sustancias que disuaden a los atacantes (Isman, 2006).
Tal es el caso de los aceites esenciales (AE) que son mezclas complejas de dichos
metabolitos que se caracterizan por su rapida accion neurotoxica sobre insectos, por su
baja toxicidad en otros animales y, ademas, tienen una menor probabilidad de generar

resistencia debido a que poseen distintos mecanismos de accion insecticida (Prieto, 2012).

Bajo esta dptica, el presente trabajo se planted con el objetivo de contribuir en la busqueda
de aceites esenciales (AES) que tengan un potencial uso, en el sector agrario de Colombia,
para el control del insecto plaga Tribolium castaneum cuyos resultados haran parte de la
investigacion de un 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 accién.”, financiado por Colciencias en
convenio entre la Pontificia Universidad Javeriana y la Universidad Nacional de Colombia
sede Bogota. Por tales motivos, el trabajo esta dividido en tres capitulos. El capitulo |
describe el estado actual del tema sobre el cual se investigd. En el capitulo Il se describe
la seleccion de los AEs, su evaluacion como sustancias con potencial actividad fumigante,
la caracterizacion quimica de los constituyentes que los conforman y un agrupamiento bajo
criterios de homogeneidad para facilitar su estudio, contribuyendo asi a las investigaciones
fitoquimicas y de actividad insecticida de las plantas utilizadas. Por ultimo, en el capitulo
Il se aproximé a los posibles mecanismos de inhibicién de la actividad catalitica de enzimas
de importancia vital para el insecto como la acetilcolinesterasa, glutatién-S-transferasa y
catalasa; y con esto hacer una aproximacion a los mecanismos de accion, de los AEs, en

la mortalidad del insecto en cuestion.



CAPITULO I: Estado actual del tema

El T. castaneum es una de las plagas méas importantes que afecta a alimentos que pueden
ser almacenados como es el caso de los cereales y productos de su molienda ya que
genera cuantiosas pérdidas tanto a nivel nutricional como comercial. Por lo tanto, en el
presente capitulo se hara un breve resumen de dichas implicaciones destacandose la
necesidad de encontrar nuevas sustancias fitosanitarias para el control de dicho insecto y
que remplacen los insecticidas sintéticos tradicionales que tienen grandes desventajas por

su inadecuada manipulacion y abuso.

1.1. Laimportancia del almacenamiento de cereales y productos de su

molienda

La agricultura es una actividad que ha permitido la pervivencia de la humanidad, de igual
manera ha sido considerada como motor para su desarrollo social, politico y econémico.
Actualmente, sigue siendo la principal fuente de recursos de los paises en via de desarrollo,
ya que estos han fortalecido sus economias con la produccién y comercializacién de
alimentos y productos derivados de estos (Dubey, et al., 2011). Sin embargo, en el planeta
tierra existen limitantes para la produccién de alimentos que impiden cumplir con la
seguridad alimentaria del total de la poblacién. Por un lado, estan los factores asociados al
clima y al cambio climatico que, en las regiones frias y templadas del planeta, hacen que la
produccién de alimentos sea estacionaria e intermitente y, por otro lado, estan los factores
de indole social y econdmico que ocurren principalmente en las regiones tropicales que, a
pesar de tener una producciéon de alimentos constante durante todo el afio, pueden
considerarse como las partes del planeta con mayores indices de pobreza y crecimiento
poblacional (Augusto, et al., 2008). Por lo tanto, son consideradas como las regiones que
tienen la mayor demanda de alimentos. Ademas, por sus caracteristicas ambientales, son
los lugares mas propensos a que exista competencia con otras especies por los mismos

recursos.

Lo anterior ha llevado a que los gobiernos alrededor del mundo traten de sobrellevar dichos
problemas con planes y propuestas que propendan por la seguridad alimentaria de la

poblaciéon, comprendiendo este asunto como una obligacion social y econémica. Una
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manera de materializar dichos planes ha sido la implementacién de estrategias como el
buen almacenamiento, que es una pieza fundamental en la produccién de los alimentos ya
que con este se garantiza su conservacion y posterior uso. Un caso particular es el de los
cereales y los productos derivados de su molienda (harinas) que son una fuente econémica
e importante de nutrientes que, ademas, poseen la enorme ventaja de que no pierden sus

cualidades durante dicho periodo (Garcia, et al., 2007).

Colombia se ha caracterizado por ser productor de cereales, especialmente de arroz y maiz
con un 60%, y 36,8%, de la produccion total. De igual manera se producen, aunque en
menor proporcion, el sorgo, el trigo y la cebada con 2.4, 0.7 y 0.2%. (FENALCE, 2018). No
obstante, un amplio margen de esta produccién se pierde por condiciones ineficientes de
almacenamiento ya que hacerlo requiere de grandes esfuerzos, tanto técnicos como
financieros, que no dependen exclusivamente del agricultor, sino de todos los eslabones
gque hacen parte de la cadena de su produccién y comercializacion; debido a que se debe
evitar, en cualquier momento, que se pierda el caracter comercial, el aspecto estético y el
valor nutricional de dichos alimentos (Hernandez, 1998). Por consiguiente, en el
almacenamiento deben primar unas condiciones generales que le permita a los cereales y
harinas mantenerse protegidos. Para hacerlo, existen diferentes maneras como los son el
almacenamiento en sacos que, como su nombre lo indica, es cuando el producto se
almacena en bolsas fabricadas, usualmente, de fibras naturales como el fique, papel o de
materiales sintéticos como la tela. Dichos empaques, aunque puedan ser econémicos, no
brindan una proteccion adecuada contra la humedad y algunas plagas pueden atravesarlos

facilmente.

Por otro lado, esta el almacenamiento al granel, que se caracteriza por ser mecanizable
y facilita la manipulacién y control de los productos que se almacenan. Sin embargo, se
requieren de amplios espacios para su implementacién y la posibilidad de ataques o
proliferacién de roedores aumenta. Del mismo modo esta el almacenamiento hermético
que, de los métodos expuestos, es el que garantiza mejores resultados por la proteccion
gue brinda a los cereales y productos de molienda ya que evita el intercambio de agua y
aire con el medio exterior. En este caso se aprovecha que, en la respiracion del grano,
harina u otros seres vivos, se consume todo el oxigeno presente dentro del contenedor, lo
que causa, primero, la muerte de posibles plagas y segundo, que la actividad metabdlica

de dichos alimentos se reduzca; conllevando a que perduren por mas tiempo que en otras
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condiciones de almacenamiento. No obstante implementar este tipo de tecnologias es
costoso y requiere de altos requerimientos tanto humanos como técnicos (Garcia et al.,
2007).

1.2. Pérdidas de los cereales como productos almacenados

El almacenamiento es la actividad de concentrar la produccion de un cereal (0 sus harinas)
en lugares estratégicamente seleccionados, que cuentan con las condiciones fisicas y
ambientales pertinentes para la preservacion del producto, de igual manera es el lugar en
el que reposan dichos alimentos mientras se comercializan. Sin embargo, estos son
material biolégico que, bajo condiciones ambientales favorables, tienden a aumentar su
actividad metabdlica, como la respiracion, que es el principal fendmeno responsable de su
deterioro (FAO, 2016b). De igual manera, dichos productos se comportan como un
ecosistema, donde interactian varios factores que favorecen la proliferacion de seres vivos
como hongos y bacterias, que pueden generar la pérdida del vigor de las semillas, la pérdida
de su capacidad de panificacién, el incremento de la acidez, su endurecimiento entre otros

problemas (Tripathi, Upadhyay, Bhuiyan, & Bhattacharya, 2009).

Las anteriores caracteristicas han hecho que alimentos como cereales y productos de su
molienda se vean afectados en toda su produccién. No obstante, como se puede apreciar
en la Figura 1.1, es en el almacenamiento donde se originan las mayores pérdidas por

problemas referentes a aspectos biolégicos y de conservaciéon del producto (FAO, 2016b).
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Figura 1.1. "La tuberia del alimento" que muestra las diferentes pérdidas que sufren los alimentos en su
cadena de produccién. Tomada de: http://www.fao.org/3/AC301S/ac301s03.htm

Estas pérdidas se acentlan en paises tropicales donde el 25 % de los cereales poscosecha
se pierden a causa de la manipulaciéon inadecuada, deterioro y plagas (FAO, 2017).
Colombia no es ajena a esta situacién, dado que anualmente se estan perdiendo 9.76
millones de toneladas de alimentos, que equivalen a un 34 % de la produccion total (28.5
millones de toneladas). Estos valores indican, grosso modo, que por cada 3 toneladas de
produccién de alimento se pierde o se desperdicia una tonelada (Departamento General de
Planeacion (DNP), 2016). De igual manera, la Figura 1.2 muestra que en el
almacenamiento y poscosecha se pierden casi un 20 % de los alimentos producidos, con

un total de 1.93 millones de toneladas.
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Figura 1.2. Distribucion de pérdida y desperdicio por eslabén de la cadena alimentaria. Tomada de:
https://mrv.dnp.gov.co/Documentos%20de%?20Interes/Perdida_y_Desperdicio_de_Alimentos_en_colombia.pdf

Bajo esta misma tendencia se pueden apreciar las pérdidas por grupos de alimentos, ya
que, de las 9.76 millones de toneladas perdidas y desperdiciadas, 772.000 corresponden a
cereales (Departamento General de Planeacion (DNP), 2016). No obstante, existe un
agravante para estas perdidas y es que Colombia no alcanza a satisfacer, con su
produccion interna, el consumo de algunos cereales representativos como el maiz amarillo,
el trigo y la cebada; que para el afio 2018 fueron de 521.347, 162.171 y 3.375 toneladas,
respectivamente (FENALCE, 2018)

Lo que conlleva a que se estén importando dichos alimentos para satisfacer la demanda
nacional tal y como se aprecia en la Figura 1.3. También, en dicha gréfica se aprecia, que
las pérdidas en este reglon de la economia son altisimas, lo que permite inferir que se estan
perdiendo alimentos importados. Este tipo de situaciones se reflejan directamente en la
parte econémica ya que se esta teniendo un sobrecosto para al pais, debido a que una gran
parte de los cereales no los esta consumiendo la poblacién nacional (Departamento
General de Planeacion (DNP), 2016).
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Figura 1.3. Participacion de pérdida y desperdicio vs. participacion de importaciones por grupos de alimentos. Tomado
de: https://mrv.dnp.gov.co/Documentos%20de%20Interes/Perdida_y_Desperdicio_de_Alimentos_en_colombia.pdf

Por otro lado, es importante destacar el descenso que ha tenido el area de siembra de
cereales en los Ultimos afios. Solo entre el afio 2016 y 2017 se pas6 de 230.011 a 202.000
km?2 observandose una reduccion del 11 %. Esta tendencia se sigue evidenciando en el afio
2018 especialmente con los cereales que se denominan “menores” como es el caso del
sorgo, el trigo y la cebada que tuvieron reducciones entre el 17 y el 60 % (FENALCE, 2017).
Las anteriores cifras demuestran la importancia de preservar, tanto en cantidad como en
calidad, los cereales que se producen en el pais para evitar primero pérdidas econémicas

y segundo para garantizar la alimentacion de la nacion.

1.3. Las plagas como principales responsables de las perdidas en los
productos almacenados.

Como se mencioné anteriormente una gran parte de las pérdidas en la cadena de
produccion de alimentos se da por la proliferacion de organismos vivos durante el periodo
de almacenamiento. Por tal razén, una de las principales preocupaciones de los
productores a la hora de conservar dichos alimentos, esta en controlar la presencia de
organismos plagas, ya que estos son las causantes del mayor indice de deterioro y pérdida
(Augusto, et al., 2008). Se sabe que las principales plagas que pueden afectar los productos

almacenados son los hongos, roedores, aves e insectos (FAO, 2017). En la Figura 1.4 se
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puede apreciar que estos Ultimos son los responsables de pérdidas de hasta el 20 % de la
produccién total de cereales, como es el caso del maiz que es un alimento base para la
alimentacion de un alto porcentaje de la poblacidén nacional y que es muy representativo de

la idiosincrasia latinoamericana (Garcia & Bergvinson, 2007).

Enfermedades foliares
Pudricion de mazorca I
Plantas parasitas IEEG—_—_—_—_—
Barrenadores de tallo I
Infertilidad del suelo N
|

Insectos de poscosecha
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Figura 1.4. Principales factores bidticos y abitticos que afectan la produccién y almacenamiento de maiz a
nivel mundial. Tomado de: http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0568-
25172007000200008

Asi pues, existen mas de mil especies de insectos que infestan los productos almacenados
en todo el mundo, estos pertenecen a érdenes muy diversos. Sin embargo, aquellos que
han conseguido una mayor adaptacion a las condiciones del almacén y que ademas causan
cuantiosos dafios, son los que pertenecen al orden Coledptera, quienes a su vez son los
que generan mayores problematicas por infestacién, demandando grandes esfuerzos en la
busqueda de alternativas para su control. Lo cual no ha sido una tarea facil dado que dichos
insectos se caracterizan por ser pequefos, atacan los granos o harinas en cualquiera de
sus etapas de desarrollo, se alojan en grietas muy reducidas y en sitios oscuros, tienen una
elevada capacidad de reproduccion y, por lo tanto, pocos de ellos pueden formar una

poblacion considerable en muy poco tiempo (Caballero, et al., 2014).

Los coledpteros en su mayoria presentan cuatro estadios principales en su desarrollo estos

son: huevo, larva, pupa y adulto (Triplehorn & Johnson, 2005). Los mencionados estadios
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de desarrollo del insecto se conocen como metamorfosis y segun en la etapa en la que se
encuentren afectan de manera distintita los productos almacenados. De ahi que, en el
estado de huevo y pupa los insectos son generalmente dificiles de controlar, porque estan
inactivos, no se estan alimentando, se encuentran inmoviles y frecuentemente se localizan
en lugares de dificil acceso como hendiduras. En los otros estadios de la metamorfosis,
como son la larva, los insectos son pequefios, estan activos y son vulnerables, por lo tanto,
es la fase en la que se puede ejercer un mayor y mejor control. Finalmente, cuando los
insectos se encuentran en la ultima fase, es decir adulto, debido a su tamafo, son faciles
de ver y es cuando causan mayor dafio; son mas resistentes a los insecticidas y podrian

haber ya depositado huevos para producir una nueva generacion.

Por otro lado, cabe destacar que algunas especies de coledpteros se han clasificado segun
los dafios que propician en los alimentos almacenados, pueden ser especies primarias,
que, aunque puedan ser pocas, son capaces de dafiar granos enteros y tienen gran
importancia econémica. Ejemplo de este tipo de plagas es Sitophilus zeamais conocido
también como el gorgojo del maiz. Las especies secundarias, son aquellas que atacan
granos partidos o que previamente han sido dafiados por las primarias y se multiplican con
facilidad en los productos obtenidos de la molienda de graneros. Tal es el caso del Tribolium
castaneum. Este insecto es una plaga cosmopolita y esta entre las plagas de insectos mas
importantes de procesamiento de granos y otras instalaciones de almacenamiento

alrededor del mundo (Bingham, et al., 2017).

1.3.1 Tribolium castaneum como plaga en los productos almacenados

Tribolium castaneum, conocido comunmente como como el gorgojo rojo de la harina, es un
insecto, perteneciente a la orden coledptera. Dicho insecto en su fase adulta es delgado y
mide de 3 a 4 mm de largo; es de un color que va de rojizo castafio a marrén negruzco cuyo
ciclo de vida puede durar unas siete semanas. Dicho insecto se puede identificar, de otras
especies del mismo género, por los Ultimos tres segmentos antenales, ya que estos son
proporcionalmente mas anchos y mejor definidos que los anteriores tal y como se puede
observar en la Figura 1.5. La hembra pone de 300 a 500 huevos en el exterior de los
productos que infestan y su desarrollo completo necesita 30 a 35 dias en condiciones
favorables como lo son una temperatura de 30 = 2 °C y 60 + 3 % de humedad relativa (HR)
(Devi & Devi, 2015).
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Figura 1.5. Fotografia del T. castaneum. Tomado de: http://coleoptera.org.uk/node/21993

Este escarabajo es holometabolo, por lo tanto, posee varias fases en su ciclo de vida:
huevo, larva, pupa y adulto, tal y como se muestra en la Figura 1.6. Los huevos recién
puestos son pequefios y eclosionan en un periodo de 5 a 12 dias; son blanquecinos y con
frecuencia tienen trozos de harina pegados a su superficie haciéndolos dificiles de ver. En
su fase de larva es de color blanco cremoso hasta tornarse amarillo marrén, y generalmente
miden 10 mm de longitud en su ultimo instar el cual esta completamente maduro

aproximadamente en 30 dias (Devi & Devi, 2015).

Huevos

Pupa Adulto

Larva

Figura 1.6. Diferentes estadios del ciclo de vida del T. castaneum. Tomado de:
http://www.notesonzoology.com/pest-management/12-major-insect-pests-occurring-in-india/10
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T. castaneum se puede reproducir muy facilmente en instalaciones de procesamiento de
alimentos, como molinos, plantas de manufactura y almacenes ya que se puede alimentar
de cereales, harinas e incluso de granos rotos y deteriorados (Bingham, et al, 2017). Por
tales razones, la infestacion por T. castaneum, es una de las principales causas de la
pérdida de cereales y de otros productos durante el almacenamiento, causando una pérdida
cuantitativa de aproximadamente 20 a 30% (Rajendran, 2002).

No obstante, T. castaneum puede atacar un amplio espectro de otros productos como
galletas, frijoles, especias, pastas, mezclas para pasteles, alimentos secos para mascotas,
flores secas, chocolate y nueces lo que provoca terribles pérdidas econémicas en varios
renglones de la economia. De ahi que sea considerado una plaga devastadora de
productos almacenados principalmente, en las regiones tropicales y subtropicales del
planeta, lugares privilegiados para su adaptabilidad (Abou-Taleb, et al., 2016; Hu, et al.,
2019). Es importante destacar, que ésta se considera una plaga secundaria, que requiere
una infestacién previa por plagas primarias. Ademas, las larvas y los adultos se alimentan
de polvo de grano y grano roto, y no de los granos enteros o no dafiados y pasan todo el

ciclo de vida fuera de los granos (Karunakaran, et al., 2004; Devi y Devi, 2015).

Entre otras caracteristicas que hacen a dicho insecto una plaga importante, esta su
capacidad de volar lo que lo que le permite proliferar facilmente en otros ecosistemas donde
las condiciones sean favorables y ser considerada como cosmopolita. De igual manera, su
comportamiento canibal hace que pueda resistir prolongados tiempos de inanicién
(Sreeramoju, et al., 2016). Otro fendbmeno que se presenta en los lugares de infestacion es
la presencia de otros organismos como hongos y bacterias. De igual manera genera olores
y colores desagradables en los productos debido a la secrecién de benzoquinonas por las
glandulas abdominales y a la gran cantidad de exuvias que libera en su metamorfosis
(Rees, 2004). Ademas, T. castaneum tiene una tasa de reproduccion muy alta, lo que
conlleva a producir infestaciones severas en poco tiempo, haciendo que productos como
las harinas se vuelvan grisaceas y con olor acre. Siendo estas Ultimas caracteristicas

organolépticas desagradables y no aptas para el consumo humano. (Prakash et al., 1987).

Otro aspecto importante de referenciar de T. castaneum es que éste es uno de los insectos
plagas de mayor resistencia ante la implementacion de diferentes insecticidas, utilizados
actualmente para su control. Lo anteriormente expuesto, se logra evidenciar ya que en
estudios recientes, se ha reportado que dicho insecto es inmune a aproximadamente a 33

insecticidas entre los que se destacan el malation y la fosfina (Talukder, 2009). Por esta
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razon se ha optado el control quimico con altas concentraciones de insecticidas, que
aumentan la contaminacion y los riesgos para la salud humana, por tanto, se deben buscar
nuevas alternativas que favorezcan un manejo integrado de esta plagas (Ringuelet, et al.,
2014).

1.4 Métodos de control de T. castaneum

Desde el momento en que se comenzaron a almacenar los cereales, los seres humanos
idearon estrategias para el control de los insectos y otras plagas, tal es el caso de los
egipcios, que desde hace 4500 afios ya usaban técnicas para su conservacion (Bolivar,
2007). Aun cuando en muchas zonas del planeta se contindan implementando técnicas
artesanales como las usadas por los egipcios; en la actualidad dichas técnicas han
evolucionado y han derivado en la busqueda de nuevas y mejores maneras para el control
de plagas y con esto reducir el uso de sustancias quimicas, que generan probleméaticas
ambientales. Dicha busqueda ha permitido el desarrollo de un manejo integral de plagas
(MIP) el cual permite destacar varios tipos de control para T. castaneum, como los métodos
artesanales, mecanicos, fisicos, bioldgicos y feromonas (ICA, 2009).

1.4.1. Métodos artesanales o culturales

Son métodos de facil ejecucion y se fundamentan principalmente en la deshidratacién de
los productos a tratar. Pese a esto, son los que tienen peores resultados en cuanto al control
del insecto se refiere. Entre estos métodos se puede nombrar 1) la exposicion al sol que
consiste en reducir la humedad de los granos colocandolos sobre superficies limpias y
cementadas, aun asi, no se controlan huevecillos y larvas que permanecen en el interior de
los granos o semillas. 2) mezclas con arena o ceniza que controle la presencia del insecto,
generando también su muerte por asfixia. 3) Ahumado donde se utiliza el humo y el calor

para repeler los insectos que puedan presentarse (Hernandez & Carballo, 2018).
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1.4.2. Control mecéanico

Son métodos que tienen amplia aceptacion, ya que son amigables con el medio ambiente.
A pesar de ello, este tipo de control es utilizado en areas reducidas o en situaciones muy
especificas (Navarro, 2014). En particular, contra el T. castaneum, se tienen barreras fisicas
como mallas o cedazos. De igual manera, se tienen medidas de proteccion como la
reduccion manual de semillas partidas en el endospermo y polvo de los granos (que son
las fuentes de alimento predilectas del insecto), ademas de remover el insecto del producto
infestado con limpiadoras o manualmente (Patifio, 2017).

1.4.3. Control fisico

Estos métodos se caracterizan por controlar variables de tipo fisicos o abiéticos que son
indispensables para el desarrollo y vida de los insectos que atacan los productos
almacenados. No obstante, este método acarrea altos costos econdmicos y requieren
grandes inversiones tanto en personal especializado - tecnificado como en infraestructura.
Entre los factores fisicos que se utilizan para el control de T. castaneum esta 1) Controlar
latemperatura: es recomendable mantener los productos almacenados a una temperatura
méaxima de 15 °C ya que por debajo de esta el insecto no se pueden desarrollar — reproducir
o, por el contrario, mantenerlos a una temperatura mayor a los 60°C ya que a las
temperaturas elevadas se reducen su supervivencia y ovoposicion (Navarro, 2014). 2)
Controlar la humedad: La humedad relativa 6ptima para el desarrollo del T. castaneum
esta entre el 60-90%. Controlar dicho parametro permitira que el insecto no se desarrolle
del (FAO, 2016b). 3) Controlar el ambiente. El uso de gases inertes y atmosferas
controladas para provocar la muerte del insecto, pese a esto, la aplicacién de gases tales
como el diéxido de carbono o el nitrégeno son muy costosos; requieren de instalaciones
herméticas, provisibn de gas, etc., factores que hacen engorrosa su implementacion
(Patifio, 2017). 4) Implementar tierra de diatomeas: Las diatomeas son antiquisimas y
microscopicas algas, huecas y con carga eléctrica negativa que perforan los cuerpos
gueratinizados de los insectos de sangre fria, los cuales mueren por deshidratacion (Prieto,
2012). 5) Uso de ozono: se ha determinado que el ozono puede eliminar al T. castaneum
en bajas dosis sin dafiar la calidad de los granos o los alimentos tratados y ademas no dafia
el medio ambiente (Abdelghaffar, Garamoon, & Gad, 2017). 6) Uso de radiacion

electromagnética: los distintos tipos de radiacion permiten dar solucién al problema de
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plagas, por ejemplo, las microondas calientan el agua de los materiales que irradian, los
insectos al tener mayor contenido de agua se ven perjudicados en mayor medida que los
granos. Las radiaciones UV y visible afectan la visién de los insectos y ademas éstas son
usadas como trampas cromaticas. Su elevado costo y peligrosidad son las principales
limitantes de este método de control. Los rayos X, a, B y y son radiaciones que tiene la
facultad de ionizar tejidos. Los rayos y han sido utilizados ampliamente para el control de
plagas, pues provocan dafios irreparables en el ADN y en los fosfolipidos de la membrana
célula (Hallman, 2013).

1.4.4. Control biolégico

El control biol6gico es realizado por los predadores o parasitos naturales de las plagas que
afectan los productos almacenados (Navarro, 2014). Este se caracteriza por no generar
ningun tipo de efecto nocivo colateral hacia otros organismos, como tampoco se conocen
casos de resistencia en su manejo. No obstante, dichos enemigos naturales se incrementan
con retraso en comparacién a las plagas que atacan, por lo cual no proveen una supresion
inmediata y puede que en muchos casos no se cuente con organismos que cumplan dicha

funcion de control (Gonzélez, et al., 2009).

Investigaciones sobre el control biolégico de plagas de almacén, han dado cuenta de la
presencia de algunos agentes potenciales que pueden controlar eficientemente al T.
castaneum como es el caso de Adelina castana, A. palori, A. picei que son parasitos
protozoarios (Gonzalez et al., 2009). De igual manera, existen reportes de control biolégico
del insecto utilizando hongos entomopatdégenos como el hongo Beauveria bassiana
(Pedrini, et al., 2010) y el parasito Theocolax elegans que han sido empleados para
controlar diferentes plagas de almacén (Prieto, 2012). Otros reportes hablan de organismos
depredadores que son ampliamente utilizados en control de plagas de almacén, entre ellos
el T. castaneum, destacdndose la Cephalonomia tarsalis, Teretriosoma nigrescens y

Xolocoris flavipes
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1.4.5. Interrupcién del apareamiento.

Este método se caracteriza por el uso de feromonas que evitan a los insectos machos
encontrar hembras para aparearse. Las feromonas sexuales, son quimicos liberados por
un insecto hembra, para atraer machos (Navarro, 2014). El uso mas extendido para las
feromonas es en trampas ya que el insecto es atraido a papel corrugado previamente
tratado con insecticidas. No obstante, existen también caAmaras o recipientes cuyo disefio
varia en funcién de la especie considerada. Dichas trampas también pueden estar sobre
el producto almacenado o en el suelo, que al ser penetradas por los insectos estos mueren
en su interior (Prieto, 2012). Para el caso de T. castaneum se tienen en el mercado
productos comerciales de compafiias como Econex ® que es una compariia especializada

en el biocontrol con feromonas y trampas.

1.4.6. Control quimico.

En el almacenamiento se siguen utilizando los productos sintéticos para el control de
insectos plaga como T. castaneum debido a que, en paises en via de desarrollo como
Colombia, los métodos de control fisicos y biolégicos son poco utilizados ya que la gran
mayoria de los productores carecen de los recursos para poder implementarlos. Ademas,
los insecticidas sintéticos se han caracterizado por ofrecer alternativas rapidas y
econémicas para la proteccion de los alimentos (FAO, 2012). El amplio espectro de
sustancias que se han utilizado para el control de plagas de almacén se puede agrupar
gracias a sus caracteristicas principales entre las que se destacan: 1) Por sus modos de
ingreso al insecto (Ingestion, inhalacibn o contacto). 2) Por su toxicidad aguda (de
extremadamente peligrosos a ligeramente peligrosos). 3) Por su vida media (de no
persistentes a permanentes). 3) Por su estructura quimica (organoclorados,
organofosforados, carbamatos, piretroides, inorganicos entre otros) y 4) por sus
mecanismos de accién (inhibicion del sistema nervioso, inhibicion del crecimiento y
desarrollo, inhibicién de la respiracién, accién sobre el sistema digestivo y con mecanismos
no especificados) (Ramirez & Lacasafa, 2001; IRAC, 2019). Algunos de los insecticidas

méas utilizados actualmente para el control de T. castaneum se muestran en la Tabla 1.1.
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Tabla 1.1. Insecticidas utilizados para el control de T. castaneum y sus mecanismos de accion (Ramirez &
Lacasafia, 2001; IRAC, 2019)

Modo de mecanismo de
Nombre Clasificacion y estructura quimica ) .
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Sin embargo, el uso indiscriminado de dichas sustancias han generado graves efectos
secundarios entre los que sobresalen la afectacion a organismos no objetivo (aves, peces
mamiferos y otros insectos), aumento de residuos téxicos en los alimentos tratados,
pérdidas en la calidad de agua y suelo lo que ha conllevado no solo a trastornos en la salud
humana sino también afectaciones en los ecosistemas; como es el caso del bromuro de
metilo que se esta prohibiendo en diferentes paises debido a sus efectos nocivos sobre la
capa de ozono (Abdelgaleil et al., 2012; Olmedo et al., 2015). De igual manera, el uso de
insecticidas sintéticos ha provocado otro serio problema y es la generacion de lineas
resistentes de T. castaneum. Tal es el caso para 33 insecticidas entre los que se
encuentran los mostrados en la Tabla 1.1 y también BHC/ciclodienos, bioresmetrina,
carbaril, clorpirifés, metil-clorpirifés, cianofos, ciflutrina, cihalotrina, cipermetrina, DDT,

diazinon, 1,2-dibromoetano, fenitrotion, lindano, malatién, permetrina, fenotrina, phoxim,
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promecarb, propoxur, spinosad, fluoruro de sulfurilo, temefos, tetraclorvinfos, (APRD,
2007).

1.4.7. Control con insecticidas botanicos

Los recurrentes problemas derivados del uso indiscriminado de insecticidas sintéticos han
hecho que diferentes organismos internacionales como la FAO, la FDA y nacionales como
el ICA, FENALCE y FEDECACAO recomienden que se mitigue el uso de dichas sustancias;
sobre todo con el animo de promover un manejo integrado de plagas (MIP) y una agricultura
sostenible. De igual manera, estas instituciones han venido promoviendo investigaciones
para encontrar nuevas alternativas para reducir los efectos dafinos de plagas y
enfermedades que afectan productos agricolas sin que se alteren los ecosistemas
(Upadhyay, et al., 2018; Abou-taleb, et al., 2015). Bajo esta panoramica, las plantas son
una opcidn viable para encontrar estas alternativas ya que son una fuente promisoria de
metabolitos especializados que pueden tener diversas actividades bioldgicas que la planta
utiliza, en muchos casos, para su defensa. Lo que ha conllevado, en los ultimos 20 afios,
a un aumento vertiginoso en la creacion de insecticidas creados a partir de productos

naturales derivados de plantas (Cantrell, et al., 2012; Boyer, et al., 2012).

Los insecticidas botanicos se consideran utiles porque tienen caracteristicas opuestas a los
sintéticos, es decir, son muy especificos para una plaga (selectividad), son mas
biodegradables, reducen la peligrosidad para el consumidor de los productos que se tratan
y, también, reducen la probabilidad de generar resistencia (Cantrell, et al., 2012). Entre los
insecticidas botanicos que estan disponibles comercialmente para control de plagas de
productos almacenados, entre ellos el T. castaneum, se destacan: 1) Productos derivados
de la azadiractina. Estos son obtenidos de las semillas del arbol del Neem (Azadirachtina
indica) del cual pueden obtenerse diversos tipos de extractos. Sin embargo, para el caso
del T. castaneum es el extracto que contiene el triterpeno azadiractina y sus analogos los
que tienen mayores efectos insecticidas (Nassetta, et al., 1997) 2) Productos derivados
de piretrinas. Son uno de los insecticidas de uso doméstico mas antiguos y tiene efectos
knockdown en los insectos cuyo modo de accidn es tanto por contacto como por ingestion.
Se deriva de semillas o las flores de crisantemo, Chrysanthemum cinerariaefolium y tiene
un amplio rango de actividad contra los escarabajos de productos almacenados. Pese a

esto, tiene una actividad residual muy corta ya que se degrada rapidamente bajo la luz
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solar, el aire y la humedad, por lo que requiere aplicaciones frecuentes (Singh, 2017). 3)
productos derivados de la nicotina. Se obtienen de Nicotiana tabacum y la mayoria de
las plagas de productos almacenados se ven afectados ya que inhibe el sistema nervioso
imitando la acetilcolina (ACh). Sin embargo, es uno de los quimicos mas téxicos entre los
insecticidas botanicos debido a la alta toxicidad en mamiferos (Dayan, et al., 2009). 4)
Productos derivados de avermectinas. Las avermectinas son un grupo de lactonas
macrociclicas de 16 miembros resultantes de la fermentacién del suelo por un hongo
(Streptomyces avermitilis). Su modo de accion en insectos es bloquear el neurotransmisor
GABA, lo que detiene la alimentacion y la ovoposicion. Aun asi, se ha descrito la aparicion
de resistencias al uso de avermectinas, lo cual sugiere que se use con moderacion (Clark,
et al.,, 1994) 5) Productos derivados de spinosads. Se utiliza principalmente para los
escarabajos que se alimentan de las hojas de cereales. Su modo de accién es bloquear la
ACh en los receptores nicotinicos (Singh, 2017). 6) Productos derivados de rotenona. Se
derivan de las raices de dos plantas leguminosas (Lonchocarpus sp. y Derris sp.) y tienen
actividad insecticida en un amplio espectro de gorgojos, entre ellos T. castaneum. Estos
compuestos presentan toxicidad moderada en mamiferos, mientras que toxicidad extrema
en peces, ademas, tienden a ser mas téxicos para los mamiferos que el malation (Pérez,
2012).

1.4.7.1. Aceites esenciales (AES)

Entre los insecticidas botanicos existe otro grupo bastante amplio y es el constituido por los
aceites esenciales (AEs). Estos se derivan de plantas aromaticas que, en el transcurso de
la evolucién, han desarrollado defensas del tipo quimico que les ha permitido defenderse
de toda clase de insectos (Regnault, 1997). En la actualidad, el mercado de AEs ha tenido
el mayor crecimiento en comparacién al resto de los pesticidas botanicos. Esto debido a su
generalizado uso en distintas industrias (cosmética, farmacéutica, entre otras) que han

aumentado la confianza en su seguridad. (Regnault, et al., 2012).

Los AEs estan compuestos generalmente por mezclas complejas de monoterpenos,
sesquiterpenos y fenilpropanos, los cuales se caracterizan por su accion neurotoxica sobre
insectos y por la baja toxicidad para mamiferos y otras especies. Dicho efecto toxico esta
directamente relacionado por los metabolitos especializados (secundarios) que los

componen y ademas por las propiedades fisicas que poseen (Prieto, 2012; Patifio, 2017,
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Campolo, et al,. 2018). Con base en esto, los AEs pueden ser toxicos para el insecto
mediante cuatro vias: 1) Inhalacion: Provocada por su rigueza en compuestos volatiles; 2)
Contacto: Los insectos mueren como consecuencia de la formacién de una pelicula
impermeable, provocando la asfixia del insecto; 3) Absorcién: Debido a su caracter
lipofilico son absorbidos en la cuticula de los insectos; 4) Ingestion: Los insectos sufren
intoxicacion tras ingerir alimento impregnado con el aceite (Isman, 2000). Ademas, existen
amplios reportes en donde se evidencia que los AEs y sus componentes principales poseen
una actividad insecticida prometedora con algunas ventajas frente a otros insecticidas,
como son la baja toxicidad para los mamiferos, la biodegradacién y la disponibilidad en los
paises en desarrollo (El-bakry, et al., 2016).

De igual manera, los AEs y sus compuestos como a-pineno, eugenol, limoneno, terpinol,
citronelol, citronelal, alcanfor, 1,8-cineol y timol se caracterizan por su rapida accién toxica
sobre insectos (Pérez, 2012). Dicha accion se da por varios mecanismos al interior del
insecto, entre los que se han podido estudiar estan 1) La interferencia con el
neuromodulador octopamina 2) el blogqueo de los canales del &cido gamma-aminobutirico
(GABA) 3) inhibicién de acetilcolinesterasa, 4) bloqueo de canales ionicos. 5) inhibicion de
la cadena transportadora de electrones 6) inhibiciéon de la actividad catalitica de enzimas
desintoxicadoras (Tripathi, et al., 2009; Pavela & Benelli, 2016). De la misma manera se ha
establecido que los AEs tienen actividades sinérgicas que pueden afectar dichos
mecanismos de importancia vital en el insecto de manera simultanea, lo que favorece a

prevenir la resistencia en cualquiera de sus tipos (Prieto, 2012).

Otra ventaja que presentan los AEs es su gran potencial para convertirse en una nueva
alternativa econdmica para la poblacién rural de Colombia. Ya que, aunque el pais es rico
en especies de plantas aromaticas, tiene que importar todo tipo de fragancias y AEs. Por lo
tanto, la produccion y comercializacion de los AE puede llegar a ser un nuevo renglén en
una industria que, aunque incipiente ya tiene participacion de algunas regiones colombianas
(Stashenko, 2009), Por ejemplo, para el afio 2016, los principales productores de plantas
aromaticas medicinales condimentarias y afines fueron los departamentos de Antioquia y
Cundinamarca con una participacion del 21% cada uno. Cabe destacarse que este mercado
esta en un latente ascenso debido a que las personas, en los ultimos afios, han tomado

muy en serio el hecho de utilizar nuevas alternativas botanicas y homeopaticas para
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distintos tratamientos contra enfermedades y el sector agricola. Esto se evidencia con el
aumento en el &rea de siembra de especies aromaticas que, para el periodo comprendido
entre los afios 2012 y 2016, tuvo un crecimiento del 18 %. Siendo Cundinamarca uno de
los mayores focos de produccidon con un total de 516 hectareas sembradas y 3690
toneladas producidas para el afio 2016.

Es importante destacar que Colombia es uno de los paises con mayor biodiversidad del
mundo en cuanto a plantas aromaticas se refiere ya que posee un estimado de 400
especies. Muchas de estas especies son introducidas y han tenido una excelente
adaptacion a las condiciones de cultivo, tanto en invernadero como en campo, como es el
caso de la albahaca, la menta, el cebollin el orégano, el tomillo, el laurel y el romero. Estas
especies se exportan principalmente a paises como Estados Unidos, Canada e Inglaterra;
no obstante, aunque estos paises compran un aproximado de 188 millones de doélares
anuales, Colombia solo tiene una participacion del 1% del mercado global de las especies
aromaticas. Por lo que se hace indispensable acogerse a politicas como “Colombia
Siembra” del Ministerio de Agricultura que estan enfocadas en aumentar la oferta nacional
de productos agricolas que, de forma competitiva y sostenible, se incremente su area de

siembra y produccion (Ministerio de agricultura, 2016).

1.4.8. Resistencia en los insectos

Sin duda alguna, una de las consecuencias mas grandes del uso excesivo de insecticidas
sintéticos es la generacién de resistencia. Esta se define como un cambio heredable en la
sensibilidad que posee una plaga y que se refleja en los repetidos fallos de un producto
(insecticida) para alcanzar los niveles de control esperados al ser usado de acuerdo con las
recomendaciones de la etiqueta (IRAC, 2019). Actualmente, se ha reportado que mas de
500 especies de insectos entre los que destacan plagas de almacén como el T. castaneum
han generado algun tipo de resistencia a estos compuestos (Talukder, 2009). La resistencia
a los insecticidas es un cambio genético en respuesta a la presion de seleccion de toxicos
que impiden el control de plagas en el campo (Trdan, 2016). Por lo tanto, no ocurre a menos

gue ocurra un cambio genético estructural que sea hereditario.

Entre los diferentes mecanismos sobresalen cuatro tipos (Pérez, 2012; FAO, 2012; IRAC,

2019): 1) Resistencia por comportamiento. En la que el insecto evita el contacto con el
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insecticida, esta se presenta en especies muy hiperactivas y es un indicador de la
preferencia para descansar en areas no tratadas. 2) Resistencia morfolégica. En este
mecanismo se forman estructuras cuticulares o tejidos que no permiten que el insecticida
penetre la cuticula del insecto, la velocidad de penetracion dependera de las caracteristicas
moleculares del insecticida y de las propiedades del integumento del insecto, la cual varia
considerablemente entre los estadios de vida del insecto. 3) Alteracion del punto diana.
Donde se modifica el punto diana donde ataca el insecticida, este tipo de resistencia se da
por la insensibilidad en el sitio de accién. Un ejemplo muy conocido de este tipo de
resistencia es la acetilcolinesterasa modificada que es menos eficiente al hidrolizar el
sustrato que una enzima normal. Debido a que la alteracién del sitio activo ocasiona una
disminucion en la reactividad con el inhibidor. Estudios de inhibicién sugieren que el acceso
a los centros cataliticos esta restringido por un cambio de conformacion que se debe a una
asociacion con diferentes residuos de aminoacidos. 4) Desintoxicacion mejorada. En
donde hay un mayor metabolismo del insecticida, para esto hay un incremento en la
produccién de sistemas enzimaticos, donde los insecticidas son transformados en
productos menos tdxicos. Las enzimas responsables para la desintoxicacion en los
organismos son transcritas por esterasas, oxidasas y Glutation S-Transferasas (Trdan,
2016).

1.4.9. Enzimas de importancia en T. castaneum

Algunas de las enzimas mas estudiadas en la accion de los insecticidas sobre el T.
castaneum, son acetilcolinesterasa, glutation S-transferasa y catalasa y citocromo C
oxidasa, ya que al inhibir su actividad catalitica pueden ocasionar la muerte de del insecto
por problemas de locomocidn, disminucion en capacidad reproductiva y/o toxicidad celular.
Ademas, la determinacion de la actividad de dichas enzimas después de la aplicacion de
sustancias insecticidas, se ha estudiado ampliamente para comprender mejor los
mecanismos de resistencia y la desintoxicacion de los compuestos xenobibticos que los
alteran (Kiran & Prakash, 2015).

1.4.9.1. Acetilcolinesterasa (AChE)
Es una proteina que puede hidrolizar el éster acetilcolina (ACh) produciendo colina y
acetato. Esta enzima juega un papel importante como mensajero en las funciones

nerviosas y en niveles muy bajos pueden aparecer problemas funcionales por
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sobreestimulacion de la sinapsis colinérgica, provocando la muerte del insecto. La AChE es
el sitio activo para 90 productos insecticidas organofosforados y 30 carbamatos, los cuales
compiten con la hidrolisis de la ACh por fosforilacién o carbamilacion del residuo de serina
(activa por su grupo OH) que se localiza en el subsitio estearico de su centro activo
(Rodriguez, et al., 2018).

El método analitico que se suele emplear para la cuantificacion, determinacion e inhibicion
de la actividad catalitica de la AChE in vitro es de deteccion colorimétrica, basado en la
reaccion de Ellman. Esta utiliza como sustrato el yoduro de acetiltiocolina (AThChl) y el
acido 5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) como revelador de la reaccion. La hidrdlisis
de AThCh libera tiocolina, una molécula con un grupo —SH libre capaz de reaccionar con el
DTNB para dar un producto de sustitucién y el anién 5-tio-2-nitrobenzoato de color amarillo
que presenta un pico de mayor absorbancia a 415 nm en el rango visible del espectro, tal

como se muestra en la Figura 1.7 (Ellman, et al., 1961).

(@]
)k _— I
N - AChE
N(CH3); I
/\/ +
S * HS/\N(CH3)3
OH
Yoduro de acetiltiocolina Acido acético Tiocolina
+
“00C COO0
lon 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzoato
DTNB
H3C)3N¥ -
( 3 )3 \/\S_S‘Q;NO2 + SQNOZ
COO COO
lon 2-Nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina 5-tio-2-nitrobenzoato
Anion amarillo

Figura 1.7. Reaccion para determinar la actividad catalitica de la acetilcolinesterasa (AChE)
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1.4.9.2. Glutation S transferasa (GST)

Las glutation S-transferasas son enzimas importantes en la resistencia a los insecticidas ya
constituyen una superfamilia de enzimas que existen tanto en los organismos procariotas
como en los eucariotas, y participan en muchas actividades fisiol6gicas celulares, como la
desintoxicacion de compuestos xenobibticos y en la proteccidn contra el estrés oxidativo
(Shi et al., 2012). Esta desintoxicacion se realiza principalmente a través de la conjugacion
del glutation con xenobidticos (o endobidticos), convirtiéndolos en compuestos mas
solubles capaces de ser eliminados por el organismo. En la Figura 1.8 se muestra el
tripéptido, de la proteina, que es el responsable de dicha conjugacion debido a que el grupo
sulfhidrilo (SH) de la cisteina es altamente polarizable y es un buen nucledfilo para
reacciones con compuestos quimicos electrofilicos (Vontas et al., 2000).

Figura 1.8. Tripéptido responsable de la conjugacion de xenobidticos en la GST. Tomado de:
https://es.wikipedia.org/wiki/Glutati%C3%B3n

El método analitico que se suele utilizar para determinar la actividad de la enzima glutation—
S-transferasa se basa en monitorear espectrofotométricamente la conjugacion de 1-cloro-
2,4-dinitrobenceno (CDNB) con glutation reducido (GSH), que forman el conjugado 2,4-
dinitrofenil-SG que absorbe a los 340nm a 37°C y cuyo coeficiente de extincion es 9,6 mM

cm (Dowd et al., 2009). La anterior reaccién se muestra en la Figura 1.9
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Figura 1.9. Reaccion para determinar la actividad catalitica de la GST

1.49.3. Catalasa

La catalasa es una enzima presente en la mayoria de los organismos aerobios y cataliza la

dismutacion del peroxido de hidrogeno (H:20:) en agua y oxigeno. Esta enzima es

fundamental en el sistema de defensa antioxidante ya que elimina las especies reactivas

de oxigeno (EROSs) producidas por la actividad de oxidasas en la B-oxidacién de acidos

grasos, en la fotorrespiracion, entre otros. Las EROs pueden dafar las proteinas, los lipidos

y los &cidos nucleicos (Badii & Garza, 2007) . Entre los métodos que se emplean para medir

la actividad de esta enzima, se pueden utilizar técnicas sencillas y econémicas donde se

relaciona la actividad de la enzima con la longitud de la columna de espuma producto de la

reaccion de la catalasa con peréxido de hidrégeno al 30%, tal y como ocurre en la reaccion

mostrada en la Ecuacién 1.1 (lwase et al., 2013).

2H,0, — H,0 + 0,

catalasa

(Ecuacion 1.1)




CAPITULO II: ACEITES ESENCIALES COMO
INSECTICIDAS BOTANICOS PROMISORIOS
PARA EL CONTROL DE T. castaneum.

2.1. INTRODUCCION

Los AEs han sido objeto de estudio para ser implementados en diferentes campos de las
ciencias biologicas ya que han demostrado tener un numero variado de actividades
farmacoldgicas, donde se destacan las actividades: antibacteriana, antifiingica, antiviral,
antinflamatoria, antitumoral, antioxidante e insecticida (Baser & Buchbauer, 2010).
Particularmente, la actividad insecticida esta relacionada con la coevolucion entre las
plantas y los insectos, ya que los AEs han sido los “mensajeros ecoldgicos” que las primeras
generan, bien sea, para favorecer la polinizacién o para disuadir ataques por efectos
repelentes o fumigantes (Regnault et al., 2012).

Dicha especificidad frente a los insectos ha permitido que los AEs hayan alcanzado una
gran popularidad como insecticidas (Gahukar, 2018) debido a que son de bajo riesgo para
otras especies animales como mamiferos, aves y peces, también a que tienden a ser de
baja persistencia en el aire y en el agua, contrario a lo que ocurre con los insecticidas
sintéticos como la fosfina, el diclorvos o compuestos de origen natural como los piretroides
(Tripathi et al., 2009).

Entre otros factores que han permitido el auge de los AEs como fumigantes estan, primero,
la gran diversidad de compuestos que los conforman, ya que estos pueden afectar distintos
puntos diana en el organismo, minimizando con ello la resistencia (Hu et al., 2019).
Segundo, la gran volatiidad que presentan ya que sus constituyentes tienen bajas
polaridades y presiones de vapor, lo que facilita su entrada al insecto en el proceso de
respiracion; lo que conlleva a su vez, a generar una muerte rapida (Boyer, Zhang, &
Lempériére, 2012). Dichos compuestos, constan de diversas y muy variadas estructuras
entre los que se destacan dos tipos: los terpenos y los fenilpropanos. No obstante, es
importante aclarar que estos conjuntos de metabolitos pueden sufrir procesos de oxidacién

atal punto de incorporar a sus esqueletos grupos funcionales como lo son alcohol, aldehido,
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éster, éter, cetonas y acidos carboxilicos, lo que genera graduaciones en los momentos
dipolares de las moléculas a los cuales pertenecen y por lo tanto a que interactien de

maneras diferentes en T. castaneum (E. Stashenko, 2009).

Por lo tanto, la presente investigacion pretende contribuir al estudio de la actividad
insecticida de AEs de plantas colombianas y con ello fortalecer los estudios en este campo
del conocimiento, ya que el pais ha tenido una participacion significativa en los Gltimos afios,
con un 3 % del total de los trabajos reportados sobre AEs en el control de plagas de insectos
en productos almacenados (Campolo et al., 2018). En el presente capitulo se describe la
seleccion de AEs potencialmente activos para el control de T. castaneum, la determinacién
de su potencia fumigante (CLso, CLso Y CLgo) Yy su caracterizacion quimica mediante GC-
MS. Adicionalmente, se presenta un estudio de interrelacién entre los resultados de la
actividad fumigante y la composicién quimica de los AEs activos, para generar grupos por

similitudes y establecer posibles casusas de la letalidad exhibida.

2.2. METODOLOGIA

2.2.1. Disefio experimental

El disefio experimental que se desarrolld en el presente capitulo se dividié en dos fases, las

cuales se citan a continuacion:
Fase |

i)  Se hizo un tamizaje por actividad fumigante al conjunto de AEs (N= 44). El criterio
utilizado se baso en la respuesta de los bioensayos de toxicidad fumigante.
El criterio de seleccién fue con base a la letalidad mayor o igual al 60% de cada uno
de los AEs.

ii)  Del grupo seleccionado en el numeral anterior se establecié la potencia fumigante

mediante la estimacion de las Concentraciones Letales (CLS).

Fase Il

i) Identificacion de los compuestos presentes en los AEs del grupo seleccionado en

el cribado preliminar a través de GC-MS.
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ii)  Caracterizacion y clasificaciéon de los compuestos encontrados en el numeral
anterior.

iif)  Construccion de la tabla de parametros.

iv)  Determinacion de los grupos (cllister) a través de métodos jerarquicos de
agrupamiento.

v)  Caracterizacion estadistica de los grupos resultantes y construccién de los perfiles
de los AEs en funcién de sus caracteristicas.

2.2.2. Seleccion de los aceites esenciales con potencial

actividad fumigante sobre Tribolium castaneum

2.2.2.1. Recoleccién material vegetal y preparacién de muestras.

La Tabla 2.1 muestra las 44 especies vegetales utilizadas en este estudio pertenecientes
a 15 familias: Anacardiaceae, Annonaceae, Apiaceae, Asteraceae, Cupressaceae,
Hypericaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myristicaceae, Piperaceae, Poaceae,
Rutaceae y Zingiberaceae. Estas especies fueron recolectadas en diferentes regiones de
Colombia y algunas se adquirieron en la plaza de mercado Samper Mendoza de la ciudad
de Bogotd D.C. Un espécimen de cada muestra fue llevado al Herbario Nacional
Colombiano, al Herbario JBB del jardin botanico de Bogota, al Herbario de la Universidad
de Antioquia o al Herbario de la Pontificia Universidad Javeriana para su determinacién
taxondmica. Como criterios de seleccion del material vegetal que se tuvo en cuenta primero, Su Uso
tradicional como fumigantes o repelentes de insectos, el segundo, fue el criterio quimiotaxonémico

enfocado una amplia variedad de componentes quimicos presentes en los AEs, y finalmente, se tuvo

en cuenta el criterio de facilidad de acceso al recurso

De las 44 plantas mostradas en la Tabla 2.1, 22 fueron colectadas en este trabajo y las
restantes fueron previamente colectadas por el equipo de investigacion (marcadas con un
triangulo). De estas Ultimas ya se habian obtenido los AEs y se encontraban en stock en el
laboratorio del Grupo de Investigacion en Productos Naturales Bioactivos (QUIPRONAB)

de la Universidad Nacional de Colombia.
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No

10

11

12

13

14

15

Tabla 2.1. Listado de plantas colectadas para la extraccion de los aceites esenciales

Nombre

Familia S
cientifico

Anacardiaceae Schinus molle L4

ISR Xylopia discreta4

Foeniculum

Apiaceae vulgare

Pimpinella
anisum L

Artemisia

Asteraceae dracunculus

Artemisia
vulgaris

Cupressaceae Cupressus sp.

Copaifera
officinalis4
Fabaceae
Copaifera sp4

Hypericum
juniperinum
Hypericaceae
Hypericum
mexicanum

Lavandula
angustifolia

Ocimum
Lamiaceae basilicum
Rosmarinus
officinalis

Mentha
pulegium4

No

coleccién

COoL
518691

COoL
595400

ND

ND

ND

COL
583416

Lugar de colecta

Universidad
Nacional de
Colombia- Bogota

Barrancabermeja-
Santander

Plaza de mercado
Samper Mendoza

Plaza de mercado
Samper Mendoza

Plaza de mercado
Samper Mendoza

Plaza de mercado
Samper Mendoza

Universidad
Nacional de
Colombia- Bogota

Leticia-Amazonas

Acacias-Meta

Usme - C/marca

Usme via Paramo
de Sumpaz

Plaza de mercado
Samper Mendoza

Plaza de mercado
Samper Mendoza

Plaza de mercado
Samper Mendoza

Granada-C/marca

Organo de
extraccion

Hojas y ramas

Frutos

Hojas y ramas
Semillas
Hojas y ramas

Hojas y ramas

Hojas

Hojas y ramas
Hojas y ramas

Hojas y ramas

Hojas y ramas

Hojas y ramas
Hojas y ramas
Hojas y ramas

Hojas

Estado
del
material

Fresco

Secos

Fresco

Seco

Fresco

Fresco

Fresco

Fresco

Fresco

Fresco

Fresco

Fresco

Fresco

Fresco

Fresco
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Ocotea COL - . .
16 longifolia 587616 Lérida-Tolima Hojas Fresco
Aniba puchury- COoL . .
17 minor 566444 Santa Béarbara Hojas Fresco
Beilschmiedia COoL .
18 Laraceae costaricensis A 563246 La Vega- C/marca Hojas Fresco
19 Aniba robusta4 coL La Vega- C/marca Hojas Fresco
587144
Aniba puchury- COL . .
20 minorA 544559 Santa Barbara Hojas Fresco
21 Aiouea dubia4 ND Chingaza-C/marca Hojas Fresco
22 Eucalyptus sp ND Usme - C/marca Hojas Fresco
Myristicaceae Myristica . Plaza de mercado .
23 fragrans Samper Mendoza Semillas Seco
Syzygium . Plaza de mercado 3
%, aromaticum4 Samper Mendoza SEmlEs Fresco
CoL Universidad
25 Piper aduncum4 Nacional de Inflorescencias Fresco
593727 . .
Colombia- Bogota
26 Piper aequale4 o Nocaima- C/marca Hojas Fresco
510622
Piper COL .
27 eriocladumA 517694 Granada-C/marca Hojas Fresco
. . Plaza de mercado
28 Piper nigrum ND Samper Mendoza Frutos Fresco
Piperaceae Piper CoL e -
29 crassinervium4 579924 Acacias - Meta Hojas Fresco
Piper COoL . .
30 nubigenum- 505897 Cascajal Hojas y ramas fresco
. . CoL Mesitas del Colegio .
A
31 Piper holtonii 593726 _ C/marca Hojas Fresco
Piper COL 2 ]
32 bogotenseA 511095 Sopo6-C/marca Hojas Fresco
Piper COL . . .
33 bogotense4 511095 La Uvita- Boyaca Hojas Fresco
Piper COL 2 :
34 asperiusculum-A 579924 San Mateo -Boyaca Inflorescencias fresco
Poaceae Cymbopogon CoL Fusagasuga- .
35 citratus 595393 C/marca Hojas Fresco
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Cymbopogon . .
36 nardus4 ND Manizales-Caldas Hojas Fresco
37 Citrus sinensis . Bogota Cascara del Fresco

fruto
Coleonema COoL .
38 albumA 526771 Plaza de mercado Hojas y ramas Fresco
Rutaceae

39 Zanthoxylum * Fusagasuga - Frutos Fresco

monophyllum C/marca
40 Ruta graveolens . Plaza de mercado Hojas y ramas Fresco
41 Lippia alba4 goslé Pacho- C/marca Hojas Fresco

Verbenaceae 595394
Lippia " i .

42 origanoides Pacho- C/marca Hojas Fresco
43 Zingiberaceae Elettaria . Plaza de mercado Semillas Fresco

cardamomum

ND = No Depositado.
A = AE en stock en el Laboratorio del Grupo de Investigacion en Productos Naturales Bioactivos.

* = Determinacion taxondmica realizada por el herbario de la Pontificia Universidad Javeriana. Son especies comunes que

no fueron depositadas.
* = Numero de coleccion pendiente por asignar por parte del herbario de la Universidad de Antioquia.

2.2.2.2. Extraccion de los aceites esenciales.

Se tomaron 3 Kg de material vegetal los cuales fueron triturados y sometidos a extraccion
por arrastre con vapor de agua durante un periodo de tres horas. Los AEs obtenidos se
secaron con sulfato de sodio anhidro y se almacenaron a una temperatura de 4 °C. Los

rendimientos de los AEs estuvieron entre el 1y 3%.

2.2.2.3. Criadeinsectos.

Los insectos adultos de T. castaneum fueron tomados del pie de cria existente en el
Laboratorio de Bioensayos de la Pontificia Universidad Javeriana, mantenidos en
contenedores de plastico en una mezcla de harina de trigo y levadura de cerveza en
proporcion 95:5. Los contenedores se mantuvieron bajo condiciones de oscuridad,
humedad relativa y temperatura controladas (30 + 1°C y 65 + 5 % HR) en una camara de

crecimiento en acero inoxidable (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Fotografias de la camara de crecimiento empleada para la cria T. castaneum.

2.2.2.4. Ensayo de actividad fumigante para determinar los AEsS mas promisorios
de una poblacién inicial N=44

La Figura 2.2 muestra, grosso modo, la metodologia que se empled, para determinar los
AEs mas promisorios. En esta se realizé un tamizado, a partir de su toxicidad volatil, de una
poblacion total de muestras N=44 utilizando el método “vial en vial” con algunas
modificaciones (Pascual, et al., 2004). En primer lugar, se coloco, enroscado, en la boca de
un vial de cristal de 2 mL un papel Wathman 1® de dos cm de didmetro (Figura 2.2a). Luego,
se aplicé sobre el papel un volumen de 7 pL del AE (Figura 2.2b). Posteriormente, este vial
es introducido en un frasco ambar de 22 mL de tapa rosca que contenia 10 insectos sin
determinarse su sexo y finalmente se tapa el frasco para evitar la pérdida del aceite (Figura
2.2b-c). La concentracion del AE dentro del frasco fue de 318.0 pL/L aire. Cada ensayo se
realizo por triplicado bajo las mismas condiciones de cria de los insectos. Como control
positivo se empled Nuvan 50® que contiene diclorvos como ingrediente activo (50 uL/L aire);
y el control negativo se realizé de la misma manera, pero sin aplicar ninguna sustancia en

el papel. La mortalidad de los insectos se determiné a las 24 horas; estos se consideraron
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muertos cuando no se observé movimiento de las patas o de las antenas después de

estimulacién con alfiler entomoldgico (Figura 2.2e-f).

a b

- . |

d e

f

Figura 2. 2. Metodologia de vial en vial para determinar los AEs mas promisorios. a) Vial de 1 mL con el
papel filtro enrollado dentro. b) Impregnacién del respectivo AE en el papel filtro. c) Selecciéon de los
insectos en un frasco ambar de 22 mL. d) Introduccién del vial pequefio en el frasco ambar. €) y f)
Determinacién de la mortalidad pasadas 24 horas a través de un estereoscopio.

El porcentaje de mortalidad se calcul6 empleando la férmula de correccion de Abbott

representada en la Ecuacion 2.1 (Abbott, 1925). Con los resultados de este ensayo fue

posible seleccionar los AEs con potencial actividad fumigante, que corresponden a aquellos

que causaron un porcentaje de mortalidad = 60 %.

%Mort.z(

100—% mortalidad control

% mortalidad AE—% mortalidad control ) N

100 (Ecuacion 2.1)

2.2.3. Estimacion de las concentraciones letales: Modelo de

ajuste de respuesta de letalidad (Probit)

Para estimar las Concentraciones Letales (CLs) se utilizé el método “vial en vial” descrito

en el apartado anterior, pero utilizando rangos de concentracion entre los 5y 318 uL/L aire.
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Por cada concentracion se hicieron cuatro replicas y se utilizé6 como control positivo Nuvan
50 ®. La mortalidad de los insectos se determiné a las 24 horas y los criterios de mortalidad
fueron idénticos a los que se utilizaron en el tamizaje preliminar. Posteriormente, los datos
obtenidos fueron analizados en el software SPSS version 24 y el modelo utilizado fue una
técnica no lineal, que permitié explicar una variable binaria en términos de otras variables
cualitativas y cuantitativas. Dicho modelo estd conformado por la variable dependiente
“‘mortalidad” y las variables explicativas fueron “tipo de AEs” a diferentes niveles
(concentraciones). De manera que:

Sean Y;: La proporcion de individuos (T. castaneum) muertos al aplicar la j ésimo especie,

en la n,; muestra de control de tamario k.
Ci;: La concentracion aplicada al individuo i de la especie j para cada k

Luego, para cada j se tiene m;;: la probabilidad de que la proporcion Y;; = y;;el individuo i

en cada ensayo k, con mr;; = P(Y;; = y;;|Ej = 1).
Por lo tanto, el modelo Probit ajustado para j especie esta dado por la Ecuacion 2.2:

CD_I(T[U) = /.l] + ﬂ]E]CU (EcuaCién 22)

Donde:
CLjso se define como la concentracion letal de efectividad del 50% para cada especie j.
CLjso se define como la concentracion letal de efectividad del 30% para cada especie j.

CLjso se define como la concentracion letal de efectividad del 90% para cada especie j.

E; =

{ 1 Si se aplico la j ésima especie
j

0 Sino se aplicé j ésima especie

Donde u; y B; son el intercepto y la pendiente en cada modelo
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Ademas, ®~1(+) es el inverso de la distribucién normal estandar conocido como la funcion
de enlace probit y cuando m;; = 0.5 se utiliza para estimar la concentracion letal de

aproximadamente el 50%.

2.2.4. Caracterizacion quimica de los AEs potencialmente

activos.

2.2.4.1. Preparacion de muestras.

Para el andlisis de cada muestra, se tomaron 25 L del AE y se llevaron a un volumen final
de 1 mL con n-hexano. De igual manera, se prepard una solucién estandar de hidrocarburos
(C7-C40) tomando 25 L de un estandar a 1000 ppm y llevando a 1 mL con n- hexano. En
caso de que los AEs no se disolvieran completamente y se viese turbidez en las soluciones,
se agregaron de 2 a 5 gotas de diclorometano y se agitdé hasta que la solucion fuera

transllcida.

2.2.4.2. Analisis por GC-FID en columna apolar.

Se uso para el analisis de los AEs un cromatdgrafo de gases Shimadzu GC 2010 equipado
con un detector de ionizacién de llama (FID). La separacion de los compuestos se llevé a
cabo en una columna capilar con fase estacionaria (f.e.) apolar de 5% - fenil-
poli(metilxilosano HP-5MS) de 60 m x 0.25 mm, D.l x 0.25 ym). El gas de arrastre fue helio
(99.9995%) con una velocidad lineal de 25.5 cm/s y flujo constante de 1 mLmin?. La
temperatura del horno fue programada de 40 °C (dos min) @ 4 °C/min hasta 125 °C (dos
min), después @ 4°C/min hasta 160 °C (cinco min) y por ultimo @ 5°C/min hasta 220 (ocho

min). Se utilizé una velocidad lineal de 25.6 cm/s y flujo constante de 1 mL/min.

2.2.4.3. Andélisis por GC-MS en columna apolar.

La separacion de los componentes de cada AE se realizé empleando un cromatégrafo de
gases marca Shimadzu serie GC 2010 Plus acoplado a un detector selectivo de masas
Shimadzu TQ 8040. La separacion de los compuestos se llevé a cabo en una columna
capilar con fase estacionaria (f.e.) apolar de 5% - fenil-poli(metilxilosano) (HP-5MS) de 60
m x 0.25 mm, D.I x 0.25 ym). El gas de arrastre fue helio (99.9995%) con una velocidad
lineal de 25.5 cm/s y flujo constante de 1 mLmin. La temperatura del horno fue programada
de 40 °C (dos min) @ 4 °C/min hasta 125 °C (dos min), después @ 4°C/min hasta 160 °C



Capitulo Il 39

(cinco min) y por dltimo @ 5°C/min hasta 220 (ocho min). Los espectros de masas fueron
obtenidos por impacto de electrones (El) con energia de 70 eV. Las temperaturas de la
camara de ionizacion, de la linea de transferencia y el cuadrupolo se mantuvieron a 250 °C,
270°Cy 270°C respectivamente. Los espectros de masas y corrientes idnicas reconstruidas
(TIC) fueron obtenidos por medio de barrido automatico de frecuencia (full scan), en el rango
de masas de 30-600 m/z, con una velocidad de barrido de radiofrecuencia 1666 scans™.

2.2.4.4. Analisis por GC-MS en columna polar.

La separacion de los componentes de cada AE se realiz6 empleando un cromatégrafo de
gases marca Shimadzu serie GC 2010 Plus acoplado a un detector selectivo de masas
Shimadzu TQ 8040. La separacién de los compuestos se llevé a cabo en una columna polar
de silice fundida HP-INNOWAX de 60 m x 0.25 mm, D.I x 0.25 um, df con fase estacionaria
de polietilenglicol. El gas de arrastre fue helio (99.9995%) con una velocidad lineal de 25.6
cm/s vy flujo constante de 1 mLmin. La temperatura del horno fue programada de 45 °C
(cuatro min) @ 3 °C/min hasta 120 °C (dos min), después @ 4°C/min hasta 250 °C (ocho
min). Los espectros de masas fueron obtenidos por impacto de electrones (El) con energia
de 70 eV. Las temperaturas de la camara de ionizacion, de la linea de transferencia y el
cuadrupolo se mantuvieron a 250 °C, 270°C y 270°C respectivamente. Los espectros de
masas y corrientes ibnicas reconstruidas (TIC) fueron obtenidos por medio de barrido
automatico de frecuencia (full scan), en el rango de masas de 45-500 m/z, con una

velocidad de barrido de radiofrecuencia 1666 scans™.

2.2.45. Determinacion de la composicion quimica de los AEs promisorios.

La abundancia relativa de cada uno de los componentes de los AEs se determind por GC-
FID y se expresa como porcentaje, mientras que la identificacion de los compuestos,
presentes en cada uno de los AEs promisorios, se realizé por medio de sus indices de
retencién y por comparacion de los espectros de masas obtenidos por GC-MS, con los
espectros de masas que se encuentran consignados en bases de datos (Adams, 2012) y
(National Institute of Standars and Technology, 2018). Los indices de retencion lineal (IR)
se calcularon con base a los tiempos de retencion de una serie homologa de patrones de
hidrocarburos de C7 hasta C40, que se analizaron en GC-MS bajo las mismas condiciones

operacionales que los AEs.
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Para el céalculo de los IR se usé la Ecuacion 2.4:

IR = 100n + 100 EX=tkn (Ecuacion 2.4)

trRN— tRn

Donde:

n: numero de atomos de carbono del n-alcano que eluye antes del compuesto de interés;
tRx: tiempo de retencidn del compuesto de interés;

tRn: tiempo de retencion del n-alcano que eluye antes del compuesto de interés;

tRN: tiempo de retencién del n-alcano que eluye después del compuesto de interés.

2.2.5. Agrupamiento cluster de los AEs con actividad fumigante

sobre T. castaneum

Utilizando el software SPSS® version 24 se hizo un andlisis cllster de los AEs utilizados en
la presente investigacion, con el fin de identificar las caracteristicas que pueden generar
mortalidad en T. castaneum Para realizar dicho andlisis se utilizaron los descriptores
(caracteristicas) de cada uno de los 23 AEs promisorios como su composicién quimica y

sus concentraciones letales (CLso, CLso ¥ CLgo).

Las técnicas de clustering que se emplearon en este capitulo fueron del tipo jerarquico,
las cuales son 1) el vecino mas cercano y 2) el vecino mas lejano. En ambos casos se utilizé
la distancia Euclidiana (Ecuacién 2.5), que se refiere a la distancia entre los descriptores

(caracteristicas) de los AEs.

D(X;, X;) = \/z’,g:’{l(xik — Xi1)? (Ecuacion 2.5)

Donde, m es la cantidad de descriptores utilizados.



Capitulo Il 41

La visualizacion del resultado de clasificacién a través del método de clustering, se realiza
a través de arboles de clasificacién conocidos como dendogramas los cuales son una
representacion grafica que resume el proceso de agrupacion en un analisis de cluster. Para
el presente caso, los AEs similares se conectan mediante enlaces cuya posicion en el

diagrama esté determinada por el nivel de similitud/disimilitud entre los objetos.

2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1. Seleccion de los aceites esenciales promisorios.

Los 44 AEs gue se utilizaron en este trabajo pertenecen a las familias Anacardiaceae (una
especie), Annonaceae (dos especies), Apiaceae (dos especies), Asteraceae (dos especies)
Cupressaceae (una especie), Fabaceae (una especie), Hypericaceae (dos especies),
Lamiaceae (cuatro especies), Lauraceae (seis especies), Myristicaceae (tres especies),
Piperaceae (10 especies), Poaceae (dos especies), Rutaceae (4 especies), Verbenaceae

(dos especies) y Zingiberaceae (una especie).

En el estudio preliminar de actividad fumigante de los 44 AEs, empleando una
concentracion de 318 uL/L aire, se encontré que 23 causaron un porcentaje de toxicidad
fumigante igual o superior al 60% (Prieto, 2012). Los resultados se presentan en la Figura
2.3. En el tamizaje se observé que, de los 23 AEs activos, 19 causaron mortalidades del
100 %, y cuatro entre el 60 y el 98 %. Con base en estos resultados, los 23 AEs fueron

considerados como promisorios y constituyeron la submuestra ns.

Los AEs promisorios pertenecen a 11 familias que son Piperaceae (con cuatro especies),
Rutaceae, Lamiaceae (con tres especies cada una), Apiaceae, Hypericaceae,
Myristicaceae, Verbenaceae (con dos especies cada una), Anacardiaceae, Annonaceae,
Cupressaceae y Zingiberaceae (cada una con una especie). Para AEs obtenidos de estas
familias existen varios reportes de fumigancia o repelencia contra T. castaneum (Campolo
et al., 2018). Solo por nombrar algunos ejemplos se tiene el caso de la familia Piperaceae,

donde hay estudios de repelencia con las especies Piper dilatatum, P. aduncum, P.
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divaricatum y P. sanctifelicis (Jaramillo & Nayive, 2015); estudios de actividad fumigante y
repelente con P. nigrum (Annis et al., 2008; Naseem & Khan, 2011) y de toxicidad por

contacto con P. auritum y P. multiplinervium (Caballero et al., 2014).



43

(LA, |H| ol

Capitulo 11

100

90

80

o o o

(%) peptjexoN

0jj14DIsDI
93/39b 3p ojnd
Wwnwowbpind bBNRS]
sapjoupbio pyddry
bqjp pjddp;
suajoanpal pany
wnjfydouow wnjhxoyunz
wngp PWauoajo)
s|suaujs snijp)
snpipu uobodoquify
snnJys uobodoquiAd
wingnasnadsp sadid
asuajoboq Jadid
“ds sadid
“ds sadjd
wnuabjgnu Jadjd
winpaiaussna2 Jadid
winabju sadjd
wnpppoua Jadid
ajpnbap Jad]d
winaunpp Jadjd
wnappwotn wnjbAzAs
Sup1Bp.Lf DIRSHAIN
ds smydAjpong
bjqnp banojy
Joujwi-finyond pgjuy
bisnqoJ bqjuy
S|sua314n3s03 bIpajwiydsjjag
Joujw-Ainyond pgjuy
bjjofibuoj pajo0
wnybapnd pyguapy
sypupjo snupwsoy
wnojjjsoq wnwipo
bjjofiasnbup pjnpuUPAD]
winupapAW WnUdAY
wnuadiunf wnauadAy
sijpupyfo biafipdo)
*ds snssaidn)
SUDBINA DISjwWalYy
SNIN2UNIDIP DIS|WIALIY
7 winsjup pjjaujduijd
aupBjna wnnajuaod
“dds pajo10
pya.3sip pjdojAx
1 3jjow shujyds

ueAnN

Aceites Esenciales evaluados

Figura 2.3. Porcentaje de mortalidad sobre T. castaneum de los 45 AEs evaluados a una concentracion de 318 pL/L aire. Se puede observar que solo 23 de los AE avaluados

superaron el umbral de del 60% establecido para la presente investigacion.
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También, con respecto a la familia Rutaceae, se tienen investigaciones de actividad
fumigante de algunos citricos de interés comercial como Citrus reticulata, C. sinensis, C.
limonum y C. auratifolia (Abou-Taleb et al., 2016; Saleem et al., 2013; Campolo et al., 2018)
(Annis et al., 2008). De igual manera hay reportes de actividad fumigante sobre el insecto
de interés para AEs de ejemplares del género Zanthoxylum como Z. monophyllum, Z.
rhoifolium y Z. fagara (Prieto, et al., 2011). Bajo esta misma tendencia esta la familia
Lamiaceae donde se reporta actividad fumigante de especies aromaticas de amplio uso
como Rosmarius officinalis, Lavandula officinalis, Thymus vulgaris, Ocimum basilicum y
Majorana hortensis (Mohamed & Abdelgaleil, 2008; Annis, et al., 2008).

Igualmente, de la familia Apiaceae se cuenta con publicaciones de actividad fumigante de
especies comerciales como Pimpinella anisum y Foeniculum vulgare (Orhan et al., 2008);
de la familia Hypericaceae existen trabajos de actividad fumigante y antialimentaria de
especies como Hypericum perforatum (Ashrafi & Ebadollahi, 2016) y de repelencia como
los reportados para la especie H. hemsleyanum (Wagan et al., 2016). De la familia
Myristicaceae se tienen reportes de especies como la Myristica fragrans. Por lo tanto, los
anteriores reportes demuestran que la presente investigacion se dirigié a familias y especies
con potencial reconocimieto para ser utilizadas como posibles agentes fitosanitarios para el
control de T. castaneum.

Posterior al tamizaje realizado se determiné la densidad e indice de refraccién de los 23
AEs. De igual manera se complementdé este analisis con la descripciébn de algunas
caracteristicas organolépticas como lo son la apariencia y el color, tal y como se muestra
en la Tabla 2.2. Lo anterior con el &nimo de poseer la mayor informacion posible de cada
AE debido a que dichos parametros 1) son exigidos a nivel industrial y comercial para su
uso; 2) Son necesarios para lograr la maxima reproducibilidad en de otros lotes de AEs que
se quieran obtener para el mismo fin que los usados en la presente investigacion y 3) para

cefiirlos a criterios de calidad.
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Tabla 2.2. Propiedades fisicas de los 23 AEs promisorios contra T. castaneum.

Aceite esencial

A. dracunculus
C. album
C. sinensis
Cupressus sp.
E. cardamomum
Eucalyptus sp.
F. vulgare
H. juniperinum
H. mexicanum
L. angustifolia
L. alba
L. origanoides
M. fragrans
O. basilicum
P. aduncum
P. aequale
P. anisum
P. eriocladum
P. nigrum
R. officinalis
S. molle
X. discreta

Z. monophyllum

Densidad absoluta

(g/mL)’
0.990
0,802
0,844
0,846
0,990
0,944
0,938
0,864
0,764
0,908
0,882
0,964
0,828
0,890

ND
0.998
0,976

ND
0,884
0,888
0,854
0,882
0,846

indice de
refraccion”
1.5204
1.4865
1.4731
ND
1.4623
1.4654
1.5378
1.4576
1.4257
1.4733
1.4935
1,4991
1.4743
1.4984
1.4276
1.5222
1.5539
ND
1.4808
1.4715
1.4814
1.4738
1.4777

ND= No Determinado por cantidades insuficientes del AE.
* Parametros determinados a 20 °C.

Caracteristicas
organolépticas
Color amarillo claro
Color amarillo traslucido
Traslucida e incolora
Color amarillo claro muy tenue
Completamente trasllcido e incoloro
Completamente trasltcido e incoloro
Completamente traslicido e incoloro
Completamente trasltcido e incoloro
Completamente trasltcido e incoloro
Color amarillo claro y translucido
Color amarillo claro y translucido
Color amarillo oscuro y traslicido
Completamente trasltcido e incoloro
Color amarillo claro y translucido
Color amarillo oscuro
Color amarillo claro y translucido
Translucido con un olor muy fuerte
Color amarillo claro y translucido
Completamente trasltcido e incoloro
Completamente trasllcido e incoloro
Completamente trasltcido e incoloro
Completamente trasltcido e incoloro

Completamente trasltcido e incoloro
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2.3.2. Estimacién de las concentraciones letales (CLs) de

los AEs promisorios

Los 23 AEs pertenecientes a la submuestra nl1 se sometieron a un estudio para determinar
los efectos generados en la mortalidad del insecto por la variacion de la concentracion de
cada AE, lo que permitié estimar las concentraciones letales 30, 50 y 90. En la Tabla 2.3
se muestran los 23 AE organizados en funcién a sus CLsp, ubicAndose al inicio los mas
activos y hacia el final los menos activos. Para facilitar la discusion de estos resultados, se
asigno un cédigo a cada AE con base en su actividad, teniéndose entonces el codigo al
para el aceite de F. vulgare (cuya CLsofue la mas baja) y el cddigo a23 al aceite de C. album

(con la CLso mas alta).

Tabla 2.3. Concentraciones letales 30, 50 y 90 de los 23 AEs promisorios.

. . C|_30x C|_5ox CI—E‘)DX .
Aceite esencial | Cod. ) ) ) Pendiente Intercepto
(uL/L aire) (uL/L aire) (uL/L aire)
12.013 16.234 26.549
F. vulgare al 0.124 -2.017
(9.152-14.172) (14.066- 18.346) (23.744-30.877)
12.279 18.537 33.829
Z. monophyllum a2 0.084 -1.553
(8.443-15.169) (15.697-21.185) (30.255-39.054)
14.726 22.775 42.447
A. dracunculus a3 0.065 -1.484
(10.180-18.122) (19.502-25.912) (37.847-49.384)
24.050 29.371 42.373
E. cardamomum a4 0.099 -2.895
(21.049-26.534) (26.904-31.869) (39.087-47.035)
o 12.99 34.144 85.842
L angustifolia ab 0.079 -1.855
(7.049-16.534) (31.049-36.534) (81.049-96.534)
21.080 41.910 92.818
P. aduncum a6 0.025 -1.055
(4.128--32.703) (30.280-58.715) (71.497-144.980)
. 24.657 43.906 90.948
P. nigrum a7 0.027 -1.196
(8.158-36.879) (31.913-62.929) (69.432-147.125)
. 19.994 58.288 151.870
P. eriocladum a8 0.014 -0.798
(-11.548-40.483) (37.598-83.231) (117.038-228365)
o 40.706 67.269 132.184
H. juniperinum a9 0.020 -1.328
(23.680-56.518) (51.862-90.074) (104.969-187.847)
47.934 79.162 155.477
P. anisum alo 0.017 0.002
(28.399-66.940) (60.757-106.261) (123.489-218703)
51.946 87.710 175.110
L. origanoides all 0.015 -1.268
(31.186-71.219) (68.600-113.582) (142.228-234.916)
66.9 92.3 154.2
P. aequale al2 0.021 -1.91
(47.5-88.8) (72.8-122.8) (123.4-216.7)
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78.528 107.691 178.961
L. alba al3 0.018 -1.936
(61.399-96.857) (90.012-131.478) (151.062-224.964)
87.401 115.253 183.318
M. fragrans ald 0.019 -2.17
(75.086-100.308) (102.226-131.069) (162.999-211.795)
116.237 138.325 192.303
C. sinensis al5 0.024 -3.284
(101.259-129.596) (124.919-152.786) (175.084-217.112)
128.647 152.298 210.098
cupressus sp. al6 0.022 -3.377
(112.607-142.704) (138.162-167.387) (191.976-236.344)
125.666 160.045 244.064
S. molle al7 0.015 -2.441
(109.954-141.174) (144.438-177.804) (221.263-274.773)
148.782 191.491 295.865
R. officinalis al8 0.012 -2.351
(130.582-166.215) (173.936-210.975) (270.036-330.213)
179.509 229.065 350.170
H. mexicanum al9 0.011 -2.424
(140.248-221.612) (190.374-2840.32) (292.939-456-510)
200.521 232.759 311.543
Eucalyptus sp az20 0.016 -3.786
(179.268-217.960) (215.200-250.932) (288.513-346.008)
187.184 234.012 348.451
O. basilicum a2l 0.011 -2.621
(166.401-207.482) (213.498-258.084) (316.290-394.054)
_ 200.426 237.229 327.170
X. discreta a22 0.014 -3.38
(179.347-218.878) (218.776-257.435) (300.984-365.814)
227.934 264.586 354.157
C. album 0.014 -3.786
(204.849-246.986 (245.505-286.152) (325.519- 401.208)
1.048 2.720 5.160
Nuvan - 0.224 -1.78
(0.048-1.976 (1.520-6.152) (4.739-9.511)

* Entre paréntesis se encuentra el rango de Limite de Confianza del 95%

Con base en los resultados de la tabla anterior se puede observar que, de los 23 AE
promisorios, los mas activos fueron los de las especies F. vulgare (al), Z. monophyllum
(a2), A. dracunculus (a3), E. cardamomum (a4), L. angustifolia (a5), P. aduncum (a6), P.
nigrum (a7) ya que estos tuvieron las CLsp mas bajas con valores inferiores a los 50.0 pL/L
aire y, ademas, dichas concentraciones fueron las mas cercanas a la CLso del control
positivo Nuvan 50 ® (2.72 + 0.4 pL/L aire). Estos AEs también se caracterizaron por tener
valores de pendiente, en cada ecuacién de su recta, mas altos que el resto del grupo (entre
0.027 y 0.124 unidades), lo que significa que al aumentar en una unidad su concentracion,
causan la mayor letalidad en T. castaneum. Por otro lado, puede observarse que para el
caso de los aceites a8 - a23 los rangos de variacion de la pendiente no son tan amplios,
con valores entre 0.011 y 0.020 indicando que se requiere de mayores concentraciones de
éstos para generar una respuesta en el insecto y, por lo tanto, el gasto de aceite aumenta.

Estos resultados también coinciden con sus respectivas CLso que estuvieron entre 58.28 y
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264.58 pL/L aire. En la Figura 2.4 se pueden apreciar el comportamiento de las CLso, CLsgo

y CLgo de cada AE promisorio.
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Figura 2.4. Comportamiento de las CL30, CL50 y CL90 de los AEs promisorios usados contra T. castaneum.

De la Figura 2.4 hay varios aspectos que valen la pena ser destacados. 1) Algunos AEs
requieren cambios muy leves entre sus CLs para producir un gran incremento en la
mortalidad del insecto, tal como se aprecia con los aceites al-a4. En contraste estan los
AEs que requieren cambios muy drasticos en su concentracion para lograr el mismo efecto
en la mortalidad que sus homdélogos mas activos. En este caso sobresalen los aceites a5-
all y al8 2) Para todos los AEs el rango entre las CLzo y ClLso fue mucho menor que el
comprendido entre las CLso ¥ CLgo. Esto evidencia una relativa estabilidad para el control
del 50% de los organismos que para el total de ellos. 3) El comportamiento de cada AE es
bien diferenciado y gradual frente a la mortalidad de T. castaneum. Con este tipo de
comportamientos se demuestra la gran versatilidad de los AEs evaluados en la presente
investigacion. 4) Es importante destacar que no se evidencia una tendencia uniforme en las
CLgo de cada AE, por lo tanto, en términos de reproducibilidad de los datos, es importante

siempre optar por la concentracion letal que afecta al 50% de los organismos.
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Los resultados de CLs ya mencionados se compararon con la actividad fumigante que

previamente se ha reportado para los AEs utilizados en la presente investigacién como se

muestra en la Tabla 2.4. Es importante tener en cuenta que los resultados de dicha

actividad, reportados en la literatura, se presentan en diferentes unidades de concentracion

(UL/L, pL /em3, mg/L, mg/mL y %), lo cual dificulta su comparacion.

Cod.

al
a2
a3

a4

a5

ab

a7

a8
a9
alo

all
al2
al3
al4d

al5

alé

al7

al8
alg
az20
a2l

a22
a23

Tabla 2.4. Reportes de actividad fumigante de los AEs promisorios.

Aceite esencial

F. vulgare

Z. monophyllum

A. dracunculus

E. cardamomum

L. angustifolia
P. aduncum
P. nigrum

P. eriocladum
H. juniperinum
P. anisum

L. origanoides
P. aequale
L. alba

M. fragrans

C. sinensis

cupressus sp.
S. molle

R. officinalis
H. mexicanum
Eucalyptus sp.

O. basilicum

X. discreta
C. album

AF en esta
investigacion *

16.234
18.537
22.775

29.371

34.144
41.910
43.906

58.288
67.269
79.162

87.710
92.300
107.691
115.253

138.325

152.298
160.045

191.491
229.065
232.759
234.012

237.229
264.586

AF reportada
Clso= 2.8 pL/L aire a 24 h
Clso = 91.28 pL/L aire a 24
ClLso=69.8 pL/L aire a 24 h
Clso= 67.2 yL/L aire @24 h

Clso= 482.7 mg/cm® L aire a 24 h
Mort. =20 % con 20 yL/mL a 48 h
ClLso=3.33%a72h

CLso= 50 pL/L aire a 7 dias
NR
15.2 pL/mL aire a 24 h

NR
NR

Clso=43.75 yL/L airea24 h
Mort. = 100 % con 128 uL/L a24 h

Mortalidad = 42 % con 20 yL/mL a 48 h
NR
Clso=28.7 yL/mL

Clso=14.23 pL

Clso=24.5 mg/L airea 24 h
Clso= 35 pL/L a 28 h
CLso = 0.130 mg/cm®a 24 h

35.81 mg/L aire a 24 h
38.07ug/cmd a 24 h

CLso=>50 mg/L aire a 24 h

Clso=31.24 mg/L aire a 24 h

NR

NR

CLso= 0.020 mg/cm®a 24 h
Mort. = 100 % con 128 yL/L a24 h

NR
NR

*AF: Actividad fumigante reportada en CLso (UL/L aire) a 24 h
NR = No reportes en motores de busqueda especializados como Scifinder y Scopus

Referencia

(Khorrami, et al., 2018)
(Amini, et al., 2018)

(Prieto, 2012)
(Shojaei, et al., 2017)

(Abbasipour et al., 2011)
(Alcala, et al., 2019)
(Tarigan, et al., 2016)

(Shaaya, et al., 1997)

(Padhyay, et al., 2007)
(Chaubey, 2007)

(Amini, et al., 2018)
(Mikhaiel, 2011)

(Alcala, et al., 2019)
(Peixoto et al., 2015)

(Shukla, et at 2009)

(Abdelgaleil, et al., 2012)
(El-bakry et al., 2016)
(Kim & Lee, 2014)

Abdelgalell, et al., 2015)
(Hammoda et al., 2018)

Abdelgalell, et al., (2015)

(Abdelgaleil, et al., 2015)

(Kim & Lee, 2014)
(Mikhaiel, 2011)
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Se encontré que, de los 23 AEs evaluados en la presente investigacion, siete no tienen
reportes de actividad fumigante sobre T. castaneum y corresponden a los AEs de las
especies: P. aduncum, P. eriocladum, H. juniperinum, P. aequale, H. mexicanum,
Eucalyptus sp, X. discreta y C. album, por lo tanto, en este trabajo se reporta por primera
vez dicha actividad.

2.3.3. Caracterizacion quimica de los AEs promisorios

En la Tabla 2.5 se muestra la composicion quimica de los 23 AEs promisorios determinada
mediante GC-MS. Dicho analisis permitid la identificacion tentativa de un total de 123
compuestos, gue conforman, aproximadamente, entre el 85 y 90% de la composiciéon de
los AEs analizados. En la tabla los compuestos estan organizados con base al orden de
elucién en la columna HP-5MS. Se evidencia, ademas, que el 95 % de estos constituyentes
pertenecen solo a dos grupos de metabolitos secundarios: Terpenos y fenilpropanos. El
restante 5% son compuestos de diversa indole quimica como hidrocarburos, aldehidos,
ésteres, cetonas entre otros. Cada tipo de compuesto se representa en la tabla con un color
de fondo caracteristico.
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Tabla 2.5. Composicién quimica relativa (%) de los AEs promisorios

0 .

T |eS|2g| 8|2 2|5 |82 8|52 |2|S|&8|S|5|2|3|£|8|2|2|¢8]|:

TIES|sR| 3| 2| B |S|2 |3 || c|E|5 |2 |8 ) S|S|5|E|5 5 |¢8|5|8B|2|®

S|52|g |« |E|3| & |8 || >|2]|2]a]|58|a s|lo| 8|2 |E|S|g|%]|°

8 = N < wi T - (@) a5 L
N Compuesto IR? IR® IR® al a2 a3 a4 ab ab a7 a8 a9 | al0 | all | al2 | a1l3 | al4 | al5 | al6 | al7 | al8 | al9 | a20 | a21 | a22 | a23
1 n-octano 800 ne 800 - - - - - - - - 0.18 - - - - - - - - - 1.22 - - - -
2 2-metiloctano 864 ne 865 - - - - - - - - 3.82 - - - - - - - - - 8.11 - - - -
3 n-nonano 900 ne 900 - - - - - - - - 12 - - - - - - - - - 42.4 - - - -
4 a-tricicleno 927 | 1009 | 926 - - - - - - - - - - - - - - - - 0.53 | 0.47 - - - - -
5 a-tujeno 928 | 1026 | 930 | 0.11 - - 0.26 - - 2.13 - - - 1.89 - - 2.21 - 1.28 - 0.59 - - - 0.47 | 0.38
6 a-pineno 937 | 1023 | 939 - 6.66 - 2.03 2 149 | 543 | 10.1 | 825 | 0.35 | 0.7 - 0.11 | 12.4 | 0.83 | 28,5 | 3.08 | 14.9 | 20.4 | 10.4 - 18.3 | 7.69
7 canfeno 955 | 1064 | 954 - - - - - - 0.12 - - - 0.09 | 1.72 - 0.25 - - 3.3 | 9.32 - - - 0.9 -
8 2.4-tujadieno 957 | 1124 | 960 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.11 - - - - -
9 iso}’sfj'gft‘itl‘(’)de 967 | 1190 | 965 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - o018 - - -
10 3-metilnonano 971 ne 970 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 2.47 - - - -
11 sabineno 976 | 1119 | 975 | 0.12 - - 5.62 - - 13.7 | 6.63 - - - - - 26.1 | 0.46 | 54.5 | 0.33 | 0.23 | 0.23 - - 6.79 | 5.88
12 1-octen-3-ol 978 | 1280 | 977 - - - - - - - - - - - - 0.12 - - - - - - - - - -
13 -pineno 983 | 1120 | 979 | 0.3 | 35.3 - 0.54 | 292 | 149 | 8.27 | 158 | 0.92 | 0.13 - - - 10.6 | 0.27 | 2.57 | 1.37 | 7.39 | 3.74 | 0.36 | 0.15 | 26.9 | 12.6
14 B-mirceno 990 | 1145 | 990 | 0.95 | 3.46 | 3.29 | 2.89 - - 2.5 - 3.94 | 0.15 | 4.45 - 0.33 | 3.77 | 322 |3.89|6.71 |1.72|1.29|0.17| 059 | 1.8 | 3.88
15 octanal 999 | 1298 | 998 - - - 0.48 - - - - - - - - - - 3.01 - - - - - - - -
16 decano 1000 ne | 1000 = = - - - - - - 0.12 - - - - - - - - - 0.2 - - - -
17 a-felandreno 1010 | 1167 | 1002 | 15 | 6.48 - - - - 2.13 | 38.4 - 0.17 | 0.43 - - 1.3 - - 14 | 1.99 - 5.72 - - 0.55
18 3-careno 1013 | 1149 | 1011 - 19 - - - - 6.02 - - - 0.24 1 0.13 | 1.16 | 0.31 - - - - - - - -
19 a-terpineno 1021 | 1184 | 1017 - - - - - - - - - - - - - 2.62 - 2.14 - - - - - - -
20 p-cimeno 1028 | 1205 | 1024 - - - 0.15 - 3.09 | 0.16 | 12.8 - 0.24 | 176 | 6.11 - 1.06 - - 453 | 2.65 - 1.61 | 0.07 | 4.18 -
21 Limoneno 1033 | 1205 | 1029 | 4.88 | 3.37 - - 267 | 5.7 | 153|122 | 0.79 | 527 | 0.68 | 1.5 | 20.5 | 7.76 | 68.7 = = 7.59 | 0.48 = 0.13 | 6.43 | 22.2
22 B-felandreno 1036 | 1215 | 1029 - - - - - - - - - - - - - 3.9 - - 4.86 - - - - - -
23 cis-B-ocimeno 1036 | 1242 | 1037 | 0.45 | 7.93 | 2.41 - - - 0.35 - - 0.41 = = 0.56 = = = = = = = = = =
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N Compuesto IR? IR® IR® al a2 a3 a4 ab ab a7 a8 a9 | al0 | all | al2 | a1l3 | al4 | al5 | al6 | al7 | al8 | al9 | a20 | a21 | a22 | a23
24 eucaliptol 1037 | 1217 | 1031 - - - 30.8 | 71.9 - - - - 1.07 | 0.9 - - 0.32 - - = 171 = 43.9 |1 0.88 | 12.5 =
25 | trans-beta-ocimeno | 1047 | 1259 | 1050 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 10.3
26 y-terpineno 1062 | 1253 | 1059 - - - 0.55 - - 0.3 - 0.27 | 0.16 | 13.3 | 3.29 = 3.98 = 3.65| 0.11 | 1.05 = 0.26 | 0.13 = 15
27 octanol 1073 | 1519 | 1068 | - - - - - - - - - - - - - - 1.3 - - - - - - - -
28 cishidratode | 4574 | e |1072| - | - | - |oa9| - | - [ - | - | - | - - -| -Joe| - | -] -| -] -|-1|- lois| -
sabineno
29 terpinoleno 1089 | 1291 | 1088 - - - 0.12 - - 0.1 - 0.09 | 0.17 = 1.95 = 1.6 = = = 0.67 = = = = =
30 fenchona 1095 | 1409 | 1086 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
31 linalol 1095 | 1555 | 1096 - 74 | 051 83 - - 0.7 - - 1.3 | 0.34 = 0.6 | 0.38 | 3.69 = = 0.33 = = 14.2 = 2.8
32 nonanal 1099 | 1402 | 1100 - - - - - - - - 2.25 - - - - - 0.36 - - - - - - - -
33 n-undecano 1100 ne |[1100| - - - - - - - - 0.44 - - - - - - - - - 212 - - - -
34 cido isovalerico 1103 | 1627 | 1101 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.27 - - -
35 isoﬁéﬁ:ﬁhﬁiﬂe N T o0 I = HR A i v (B R e I I I -3 R R
36 fenchol 1115 | 1593 | 1116 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.16 - - -
37 canfonelal 1125 | 1503 | 1126 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.19 - - -
38 trans-pinocarveol 1137 | 1641 | 1139 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 5.45 - - -
39 trans-sabinol 1143 | 1820 | 1142 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.17 -
40 trans-verbenol 1145 ne |1144| - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.09 - - - 0.1 -
41 citronenal 1150 | 1488 | 1153 - - - - - - - - - - - - - - 0.19 - - - - - - - -
42 alcanfor 1154 | 1532 | 1146 - - - - 9.96 - - - - - - - - - - - - 115 - - - - -
43 pinocarvona 1163 | 1583 | 1164 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 3.01 - - -
44 O-Terpineol 1167 | 1584 | 1162 - - - 0.18 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
45 borneol 1175 | 1685 | 1169 - - - - 6.5 - - - - - 0.12 - 0.54 - - - - - - 0.17 - - -
46 terpinel-4-ol 1186 | 1613 | 1177 - - - 2.16 - - - - - 0.71 | 1.17 = = 6.61 = = 0.09 = = 0.39 | 0.09 | 0.21 | 0.32
47 a-terpineol 1188 | 1711 | 1188 - - - 3.13 - - - - - - - - - 0.52 - - - 1.26 - 1.17 | 0.14 - 0.51
48 mirtenol 1191 | 1767 | 1195 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.15 - - -
49 mirtenal 1196 | 1612 | 1195 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
50 y-terpineol 1199 | 1696 | 1199 - - - - - - - - 0.15 - - - - - - - - - - - - - -
51 | trans- dihidrocarvona | 1200 ne |[1200| - - - - - - - - - - - - 0.59 - - - - - - - - - -
52 estragol 1202 | 1696 | 1196 | - - 88.5 - - - - - - 221 - - - - - - 1013 - - - 22.3 - -
53 trans-piperitrol 1205 | 1651 | 1208 - - - - - - - - - - - - - 0.13 - - - - - - - - -
54 decanal 1207 | 1508 | 1201 | - - - - - - - - 3.27 - - - - - - - - - 0.24 - - - -
55 CiS—p—m'entha—l(7).8— 1225 ne 1227 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.67 - - -
dien-2-ol
56 cis-carveol 1229 ne |1229 - - - - - - - - - - - - 0.46 - - - = = = 0.24 = = =
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N Compuesto IR* IRP IR® al a2 a3 a4 ab ab ar a8 a9 | al0 | all | al2 | al3 | al4 | al5 | al6 | al7 | al8 | al9 | a20 | a21 | a22 | a23
57 B-citral 1240 | 1706 | 1235 | - - - 0.87 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
58 acetato de linalol 1249 | 1555 | 1257 - - - 9.24 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
59 carvona 1250 | 1753 | 1243 | - - - - - - - - - - - - 45.8 - - - - - - - - - -
60 3-carvomentenona 1252 ne | 1252 = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =
61 trans-geraniol 1255 | 1847 | 1252 - 1.84 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
62 p-anisaldehido 1266 | 2011 | 1250 | - - - - - - - - - 8.67 - - - - - - - - - - - - -
63 a-citral 1272 | 1748 | 1267 - - - 1.36 - - - - - - - - - - - - - - - 0.12 - - -
64 acetato de bornilo 1285 | 1592 | 1288 | - - - - - - - - - - - - - 0.13 - - - 5.89 - - - 0.17 -
65 anetol 1289 | 1846 | 1284 | 60.9 - - - - - - - 031 | 75 - - - - - - - - - - - - -
66 timol 1290 | 2199 | 1290 = = = = = = = = = = 30.1 = = = = = = = = = 1.54 = =
67 2-undecanona 1291 ne |[1294| - - - - - - - - 1.03 - - - - - - - - - - - - - -
68 safrol 1295 | 1898 | 1287 - - - - - - - - - - - 79.1 - 1.42 - - - - - - - - -
69 carvacrol 1298 | 2232 | 1299 - - - - - - - - - - 6.68 - - - - - - - - - - - -
70 a-longipineno 1334 | 1539 | 1352 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.9 - -
71 5-elemeno 1338 | 1477 | 1338 | - - - - - - 1.87 - - - - - - - - - - - - - - - -
70 | tansacetatode | 1ga9 | 4759 l13a2| - | - | - | - | - | - | <L - | | - - - Jox| - - - - - | -] -] |-
carvilo
73 piperitona 1340 | 1944 | 1252 - - - - - - - - - - - - 4.13 - - - - - - - - - -
74 | acetato de a-terpinil | 1350 | 1714 | 1349 | - - - 27.8 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
75 a-cubebeno 1351 | 1463 | 1348 | - - - - - - - - - - - - - 0.15 - - - - - - 0.36 | 0.11 -
76 afcfrt:;;c‘:ﬁeal 138 | ne 1362 - | - | - | - - - - - -0 -1-0-0-1-01-1-1-1-1]=-1]ow| -1 -] -
77 | acetato de geranilo | 1381 | 1768 | 1381 | - - - 0.21 - - - - 7.93 - - - - 0.13 - - - - - - - - -
78 | acetato de carvacrol | 1381 | 1868 | 1370 | - - - - - - - - - - 2.45 - - - - - - - - - - - -
79 ciclosativeno 1384 | 1470 | 1371 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.67 - - - -
80 a-copaeno 1385 | 1500 | 1376 | - - - - - 15.6 | 0.08 - 0.16 - - - - - - - - - 0.54 - 1.02 - -
81 acido cindmico 1389 ne |1454| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
82 -bourboneno 1395 | 1542 | 1388 | - - - - - - - - - - - - 1.45 - - - - - - - 0.14 - -
83 metileugenol 1399 | 2003 | 1403 - - - - - - - - - - - - - 3.56 - - - - - - 0.08 - 0.16
84 B-elemeno 1406 | 1599 | 1390 | - - - - - - - - - - - - 1.38 - - - - - 0.27 - 4.7 - -
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N Compuesto IR? IR® IR® al a2 a3 a4 ab ab a7 a8 a9 | al0 | all | al2 | al3 | al4 | al5 | al6 | al7 | al8 | al9 | a20 | a21 | a22 | a23
85 B-copaeneo 1426 | 1500 | 1420 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1.4 - -
86 cis-B-farnesano 1428 | 1679 | 1442 - - 0.16 - - 42.5 - - - - - - - - - - - - - - 4.13 - -
87 B-cariofileno 1428 | 1610 | 1419 - - 0.61 - - - 24.4 - 13.6 | 0.15 | 3.73 - - 0.25 | 3.65 - 1.73 | 584 | 248 | 1.28 | 1.07 | 0.19 | 2.15
88 a-santaleno 1433 | 1581 | 1417 = = = = = = = = = = = = = = = = = = 0.99 = = = =
89 aromadendreno 1439 | 1619 | 1441 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 8.74 - - -
90 a-guaineno 1440 | 1650 | 1439 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 2.37 - -
91 B-calareno 1445 ne | 1448 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.32 - - -
92 | trans-a-bergamoteno | 1447 | 1594 | 1434 - - - - - - - - - 0.16 - - - - - - - - - - 0.66 | 0.57 -
93 | cis-metilisoeugenol | 1461 | 2070 | 1453 | - - - - - - - - - 0.2 - - - - - - - - - - - - -
94 alloaromandreno 1469 | 1661 | 1458 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1.32 - - -
95 a-cariofileno 1474 | 1641 | 1454 | - - - - - - - - 6.06 - - - - - 0.49 - 0.67 | 0.82 - 0.69 | 3.65 - |0.25
96 y-muuroleno 1477 | 1725 | 1479 - - - - - - - - - - - - - - - - 0.45 - - - - 0.12 -
97 germacreno-D 1490 | 1726 | 1485 - 0.09 | 1.17 - - - 1.04 - - - - - 14.2 | 0.21 - - 0.16 - - - 8.86 | 0.42 | 0.91
98 curzereno 1496 | 1888 | 1499 - - - - - - 1.09 - - - - - - - - - - - - - - - -
99 cis-a-bisaboleno 1504 | 1741 | 1506 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 2.52 -
100 ledene 1505 ne |1507| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.95 - - -
101 azuleno 1508 | 1706 | 1298 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 3.75 - -
102 B-bisaboleno 1509 | 1740 | 1505 | - - - - - - - - - - 0.47 - - - - - - - - - 0.09 | 0.34 | -
103 cubebol 1513 | 1929 | 1515| - - - - - - - - - - - - 0.1 - - - - - - - - - -
104 y-cadineno 1513 | 1770 | 1513 - - - 0.11 - - - - - - - - - - - - 1.92 - - - 3.95 - -
105 miristicina 1518 | 2293 | 1518 | - - - - - - - - - - - - - 2.66 - - - - - - - - -
106 d-amorfeno 1519 | 1710 | 1512 - - - - - - - - - - - - - - - - 2.82 - - - - - -
107 isoledeno 1541 ne |1541 - - - - - - - - - - - - - - - - 7.25 = = 0.29 = = 0.13
108 (z)-nerolidol 1543 | 2030 | 1532 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
109 elemicina 1554 | 2226 | 1557 - - - - - - - - - - - - - 0.76 - - - - - - - - -
110 germacreno-B 1561 | 1847 | 1561 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 4.61 | 1.07 -
111 espatulenol 1576 | 2138 | 1578 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 5.23 | 0.12
112 globulol 1579 | 2104 | 1590 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 3.76 - - -
113 | oxido de cariofileno | 1581 | 2006 | 1582 - - - - - - - - - - 0.98 - 0.13 - - - - 0.73 - - 0.27 | 0.13 -
114 | epdxido de humeleno | 1606 ne |1608 - - - - - - - - - - 0.39 - - - - - - - - - - - -
115 epicubenol 1627 | 2025 | 1628 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.96 - 1.85
116 isoespatunelol 1631 ne |1629 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.15 -
117 1-Cadinol 1640 | 2187 | 1640 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 4.6 - -
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N Compuesto IR? IRP IR® al a2 a3 a4 ab ab ar a8 a9 | al0 | all | al2 | al3 | al4 | al5 | al6 | al7 | al8 | al9 | a20 | a21 | a22 | a23
118 a-cadinol 1653 | 2224 | 1654 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.18
119 xantoxilino 1660 ne |1668 - 2.4 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
120 apiol 1674 | 2506 | 1678 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.19 - -
121 a-bisabolol 1701 | 2235 | 1685 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.16 - -
122 farnesol 1722 | 2315 (1723 | - 4.06 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
123 cembreno 1961 | 2207 | 1938 | - - - - - - - - - - - - - - - 4.55 - -
£ %) £ o @ . :
= S S b £ € 3 o » £ =3
= = = = = ) @ K%} 7 = S 0 € <
512|238 |2|3|8|3|5|CE |38 | |g|s|2|ale|2|8|s|23|8|cE
=) =3 S = @ c = = (0] K] g = =2 > @ Z o = o z = 3] a2
S o 5 [} = > = o o I= @ @ © @ c 7 IS = = = %) ) =
>l 5| 8|82 |8 |5 |s|S|8|2|c|4|=|o|e|gs|5|g|7|&E]|=]|
w g S o G o o o =, o 5] Q s G S n : = o . < o
- 9 . — o : i @ T = o
N < i x - © \m
monoterpenos 218|896 | 6.2 | 96.7 | 96.0 | 38.6 | 57.2 | 959 | 22.3 | 10.1 | 78.7 | 156 | 73.8 | 87.6 | 77.7 | 96.5| 389 | 849 | 26.1 | 735 | 16.4 | 79.1 | 82.1
Fenilpropanos 609 | 00 | 85| 00 | 00| 00O |O0O0O)| 00|03 |774| 25 |791| 00|84 | 00| 00)01]| 00| 00|00 241]| 0.0 |02
sesquiterpenos 00 |84 |19 | 01|00 |581|285| 00 |198| 03 |56 | 00 |173| 06 | 41 | 0.0 |150| 74 | 5.0 |17.4|439| 109 | 5.6
otros compuestos 00| 00|0OO0O|05|00|00)|00|O00]|2312|87)|00(]00|02)|00|47)|00]|00]00](568| 16 |38 | 00|00
diterpenos 00| 00 |0O0O)| 00| 00|00 O0OO|OO]|]OO|]OO|OO|OO|OO)|OO|OO|OO|OO|]OO|46 |00 ]| 00]|O00]|O00
total 82.7 | 98.0 | 96.7 | 97.3 | 96.0 | 96.7 | 85.7 | 95.9 | 65.6 | 96.5 | 86.7 | 94.7 | 91.2 | 96.6 | 86.5 | 96.5 | 54.0 | 92.2 | 92.4 | 92.4 | 88.1 | 89.9 | 87.9

IR? = indices de retencion lineal calculados con la columna apolar HP-5MS
IR® = indices de retencidn lineal calculados con la columna polar HP-INNOWAX
IR¢ = indices de retencion lineal tedricos obtenidos en “Identification of essential oil components by gas chromatography/mass spectroscopy”, 4ta Edicion.
(Adams, 2012).
ne = no encontrado en la literatura
- = Ausente
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Como se observa en la Tabla 2.5 la composicion quimica de los AES promisorios es muy
diversa, destacandose compuestos de tipo monoterpeno, sesquiterpeno, fenilpropano e
hidrocarburo. Grosso modo, se puede establecer que del total de los AEs analizados el 65%
son de naturaleza monoterpénica, con compuestos representativos como a-pineno,
limoneno, sabineno, y-terpineno, B-pineno y 1,8 cineol, los cuales han sido reportados con
actividad fumigante sobre T. castaneum (Tripathi et al., 2009; Lee, et al., 2002). El 18% son
de naturaleza fenilpropénica, en los que se pueden encontrar compuestos como estragol,
anetol, apiol y miristicina; de los cuales, solo a los dos primeros se les ha reportado actividad
fumigante contra T. castaneum (Olmedo et al.,, 2015). El 9% son de naturaleza
sesquiterpénica, donde hay presencia de compuestos representativos como B—cariofileno,
a—cariofileno, germacreno D, a-copaeno, a-cadinol y 6xido de cariofileno los cuales tienen
reporte de actividad fumigante contra el insecto mencionado (Khani & Heydarian, 2014). El
restante 8% de los AEs estan constituidos por otros compuestos donde se destacan
hidrocarburos alifaticos y otros compuestos oxigenados de los cuales no se reporta
actividad insecticida contra dicho insecto. Es importante aclarar que la composicion quimica
de los 23 AEs promisorios ya fue reportada previamente, y en gran medida coincide con los
reportes en la literatura, estando de acuerdo con la quimiotaxonomia del género y la familia

a la que pertenecen.

A continuacion, se presenta una comparacion donde se relacionan la composicién quimica
de los AE promisorios (Tabla 2.5) con los resultados de su actividad fumigante y se

comparan, ademas, con algunos reportes en la literatura (Tabla 2.4).

En primer lugar, es posible realizar algunas apreciaciones de los AEs mas activos (al-a7).
Estos son principalmente monoterpénicos con componentes mayoritarios tipicos como a-
pineno, limoneno, sabineno, y-terpineno, B-pineno y 1,8 cineol, Sin embargo, entre estos
AEs se encuentran los de las especies F. vulgare y A. dracunculus (al y a3) que tienen

concentraciones importantes de fenilpropanos como el anetol y estragol, respectivamente.

Si bien, de las especies mencionadas se tienen reportes de actividad fumigante sobre T.
castaneum, existen diferencias con los resultados expuestos en la presente investigacion.
Por ejemplo, para al hay dos publicaciones recientes de actividad fumigante, en la primera
se reporta una ClLsp de 91.8 uL/ L aire (Amini, et al., 2018) valor mucho mas alto que el
encontrado en esta investigacion que correspondié a 17.0 pyL/ L aire. Dicha diferencia se
puede deber a la variabilidad en la composicién quimica entre ambos AEs, donde se

encontré que el AE reportado por Amini y colaboradores tiene un contenido menor de
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anetol. En el segundo reporte la actividad fumigante fue de 2.8 pL/ L aire (Khorrami, et al.,
2018); mucho menor a la expuesta en el presente trabajo. No obstante, en la publicacion
de Khorrami, no se hace una caracterizacion quimica del AE utilizado por lo tanto no es

posible hacer una comparacién respecto a su compaosicion.

De igual manera, para el caso de a3 se tienen reportes de toxicidad fumigante con CLso de
67.2 uL/L aire (Shojaei, et al, 2017), esta contrasta con la CLse que reportamos para este
AE que fue de 22.7 pL/L aire. Esta diferencia puede deberse a que el contenido de estragol
en a3 es mayor a la que se report6 por Shojaei y colaboradores, ya que entre mayor sea la
concentracion, tanto del anetol o del estragol, mayores seran los efectos sobre la mortalidad
del insecto objeto de estudio (Olmedo, et al., 2015). Lo mismo ocurre con el AE de P. anisum
(al0) cuyo componente mayoritario fue el anetol (75 %) y tuvo una CLso de 79.2 uL/L aire.
Tanto la composicién como la letalidad mostrada, para este AE, coinciden con reportes ya

establecidos sobre T. castaneum (Mikhaiel, 2011).

Para el AE de Z. monophyllum (a2) se encontraron, mayoritariamente, compuestos como
a-pineno (6.7 %), B-pineno (35.3 %), B-ocimeno (7.93 %) y linalol (10.8%) y se estimé una
CLsode 18.5 uL/L aire. Este es el segundo reporte en Colombia para la actividad fumigante
de Z. monophyllum contra T. castaneum, ya que se tiene uno previo donde la CLso, fue casi
tres veces mayor (69,8 uL/L aire) (Prieto, 2012). Sin embargo, en el estudio de Prieto, la
composicion quimica del AE es muy diferente respecto al que se utilizé en esta
investigacion; dicha diferencia puede deberse a varios factores entre los que destacan la
ubicacién geografica, la temporada de recoleccién, las condiciones medioambientales y el
estado nutricional de la planta (Ozcan & Chalchat, 2006).

Ahora bien, para el AE de E. cardamomum (a4) los componentes mayoritarios fueron 1,8-
cineol (30,08%), acetato de linalol (9.24%) y acetato de a-terpineol (27.8%) Esta
composicion es similar con otros reportes realizados para el AE de la especie (Alcala, et al.,
2019). Sin embargo, con respecto a su mortalidad sobre el insecto, hay diferencias
importantes con nuestros resultados, ya que en el reporte de Alcala y colaboradores la
actividad fumigante no fue muy buena (mortalidad del 10 % de los insectos tratados)
mientras que en nuestro caso el AE estuvo entre los mas activos (CLso = 23.4 pL/L aire).
Por otro lado, se tiene otro reporte que mostré una menor actividad fumigante con una CLso
de 482.70 mg/cm? (Abbasipour, et al., 2011). Dicha diferencia en la actividad fumigante

puede deberse a que la metodologia del bioensayo utilizada por Abbasipour y
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colaboradores ya que los insectos estan en contacto directo con el AE, pareciéndose mas

a un ensayo de toxicidad por contacto que fumigante.

Por otro lado, el AE de L. angustifolia (a5) mostré una buena actividad fumigante con una
CLso de 34,1 uL/L aire; la cual se corrobora en otro reporte en el que se concluy6 que la
CLso fue de 15 yL/L aire (Shaaya, et al., 1997). Con respecto a la composicién el a5 tuvo
1,8-cineol (71.9%), alcanfor (9.96%), limoneno (2.67) y borneol (6.5%) como constituyentes
mayoritarios. No obstante, en el estudio de Shaaya y colaboradores no se hace
especificidad sobre la composicién del AE que utilizaron y por lo tanto se imposibilité realizar
una comparacién entre ésta y la mortalidad del AE sobre el insecto. Sin embargo, existe el
reporte de la actividad fumigante de dichos componentes mayoritarios evaluados
individualmente sobre T. castaneum, en el cual se pudo evidenciar que sustancias como
1,8-cineol, borneol y alcanfor causaron, a 138 pL/L aire, una baja mortalidad en T.
castaneum (Rozman, et al., 2007). Lo que hace pensar que la actividad fumigante es mayor
aplicando el AE que los compuestos individuales, lo que se puede deber a procesos de

sinergismo que potencian la mortalidad en el insecto (Tripathi et al., 2009).

Para el AE de L. origanoides (all) sus componentes mayoritarios fueron timol (30.1 %), B-
mirceno (4.5%), p-cimeno (17.6%), y-terpineno (13.3%) a-felandreno (25.4%). Esta
composicion coincide con la reportada para el AE quimiotipo timol, expuesta en otra
investigacion (Duran, et al., 2015). Con respecto a la actividad fumigante de all se
encuentra que tiene una ClLso de 85.71 pL/L aire, constituyendose en el primer reporte de
actividad fumigante empleando la metodologia de “vial en vial’. Sin embargo, en otra
investigacion se concluy6 que, para generar mortalidad en T. castaneum, la concentracion
y el tiempo de exposicion de dicho AE deben ser muy altos (Caballero, et al., 2012), por lo
que los autores del estudio consideraron que su toxicidad fue baja. No obstante, cabe
aclararse que, la metodologia del bioensayo de toxicidad utilizada por Caballero y
colaboradores fue diferente en su estudio ya que se asemeja mas a un bioensayo de

toxicidad por contacto que fumigante.

En el AE de P. nigrum (a7) los componentes mayoritarios fueron f3-cariofileno (24.4%),
limoneno (15.3%), sabineno (13.7%), B-pineno (8.3%) y a-pineno (5.1%). La anterior
caracterizacion es similar, tanto en componentes como en su abundancia, con diferentes
AEs de pimienta negra (Orav, et al.,, 2004). Aunque se reporté una buena actividad
fumigante para a7 (CLso de 43,90 pL/L aire) sobre T. castaneum, existen estudios donde se

reportan valores de CLso inferiores (Ravi, et al, 2007; Chaubey, 2007).
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Con respecto al AE de L. alba (al3) tuvo como componentes mayoritarios limoneno (20.5
%) y carvona (45.8%). Esta composicion es bastante similar a la encontrada en estudios
previos (Caballero, et al., 2011; Patifio, 2017). En relacion con la actividad fumigante este
AE tuvo una CLsg de 107.7 pL/L aire. Dicha actividad es similar a otra reportada donde se
tuvo una CLsp de 19.9 yL/mL (Peixoto et al., 2015). Dicha letalidad puede deberse a la
presencia mayoritaria del monoterpeno carvona que, en el mismo estudio de Peixoto y

colaboradores, presenté una buena actividad fumigante (CLso= 8.8 uL/mL).

El AE de M. fragrans (al4) a-pineno (12,4 %), sabineno (26,1 %), B-pineno (10 %) limoneno
10 % safrol (1,4 %) y miristicina (2.7 %). Esta composicidn coincide con otras previamente
reportadas para la especie (Muchtaridi, et al., 2010; Jukic, et al., 2006). Con respecto a la
actividad fumigante, este AE tuvo una CLspde 115.253 pL/L aire. No obstante, este AE no
tiene reportes de actividad fumigante utilizando la metodologia de vial en vial descrita en la
presente investigacion. Sin embargo, hay un reporte de actividad fumigante donde la CLso
de 14.23 uL (Shukla, et al., 2009). El anterior valor es discrepante en sus unidades ya que
no se expresa el volumen en el que se encuentra el AE y, por lo tanto, no se puede
interpretar como concentracion. Ademas, de la publicacion hecha por Shukla y
colaboradores solo encuentra disponible su resumen, lo que dificultd hacer una

comparacion entre los dos trabajos.

Para el caso del AE de C. sinensis (al5) los componentes mayoritarios fueron limoneno
(68.7%) B- mirceno (3.2 %) y linalol (3.7%). Dicha composicion coincide con otros reportes
hechos sobre este citrico, en los cuales el componente predominante es limoneno
(Abdelgaleil, et al., 2012; Abou-Taleb et al., 2016) . Sin embargo, la cantidad de dicho
compuesto puede fluctuar con respecto a las condiciones ambientales y nutricionales con
las que crece la planta (Duran, et al., 2012). Con relacion a la actividad fumigante, dicho AE
tuvo una CLso de 138.3 uL/L aire, la cual contrasta con otros estudios con reportes de CLso
de 24 pL/L aire (Abou-Taleb et al., 2016) y 35 pL/L aire (El-bakry et al., 2016). Dicha
diferencia en la actividad fumigante puede deberse a que, en ambas investigaciones del
2016, la cantidad relativa de limoneno presente en los AEs fue mayor al 96 % y se sabe
que la abundancia de dicho componente puede incidir sobre la mortalidad del T. castaneum
(Kim & Lee, 2014).

Por su parte, para el AE de S. molle (al7) los componentes mayoritarios fueron a-

felandreno (14%), p-cimeno (4.5%) y B-mirceno (6.7%). Dicha composicion es similar a la
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reportada previamente encontrandose algunas variaciones en la abundancia de los
componentes mayoritarios (Abdel, et al.,2010; Abou-Taleb et al., 2016; Benzi, et al., 2009).
La mayoria de reportes de actividad insecticida de S. molle sobre T castaneum son por
contacto (Abdel, et al., 2010); Sin embargo, en un estudio reciente se reporto la actividad
fumigante con una CLso mayor a los 50 mg/L aire (Abdelgaleil, 2017), hecho que se

corrobora con la actividad obtenida en esta investigacion (CLso =160.045 uL/L aire).

De igual manera para el AE de R. officinalis (al8), constituido mayoritariamente por a-
pineno (14.9%), alcanfor (11.5%) 1,8 cineol (17.1%), canfeno (9.3%). Esta composicion
coincide con reportes previos sobre el AE (Abdelgalell, et al., 2017; Khoobdel, et al., 2017)
(Caballero et al., 2011). Ahora bien, con respecto a la actividad fumigante de al8, se tuvo
una CLso de 191.49 uL/L aire. Esta actividad es mas baja en comparacién a otro estudio en
el que se obtuvo una CLsp de 31.24 mg/L aire (Abdelgalell, et al., 2017). Esta diferencia se
puede deber a que el AE usado por Abdelgaleil y colaboradores tiene un mayor contenido
de 1,8 cineol y alcanfor, compuestos ampliamente reconocidos como fumigantes contra T.

castaneum (Lee, et al., 2002).

Para el caso del AE de O. basilicum (a21) los componentes mayoritarios fueron linalol
(14.2%), estragol (22.3%), germacreno D (8.9%) y B-farnesano (4.1%). Esta composiciéon
es similar a otras reportadas sobre el AE de esta especie (Kim & Lee, 2014). Con respecto
a la actividad fumigante la CLso fue de 234.012 pL/L aire. Existen, reportes de actividad
fumigante para éste AE donde la CLso fue 128 pL/L aire (Mikhaiel, 2011); la cual fue menor
a la mostrada en nuestra investigacién. Esta diferencia se puede deber a que los
componentes mayoritarios, del AE utilizado en la investigcion de Mikhaiel, fueron diferentes

a los del AE utilizado en nuestra investigacion.

Los AEs de H. juniperinum (a9) e H. mexicanum (al19) se caracterizaron por presentar como
compuestos mayoritarios hidrocarburos alifaticos como el nonano, decano y el 2-
metiloctano. Esta composicion quimica rica en hidrocarburos coincide con la composicion
reportada en especies de la familia Hypericaceae cuyos AEs se suelen usar como
combustibles (Stashenko & Pino, 2011). Con respecto a la actividad fumigante sobre T.
castaneum los mencionados AEs tuvieron ClLsp de 66.53 y 200.43 pL/L aire,
respectivamente. Es importante destacar que para ambas especies no se tiene reporte de
actividad fumigante contra T. castaneum. No obstante, hay investigaciones de dichos AEs
contra otra plaga de almacén importante como el S. zeamais (Patifio, 2017). Por otro lado,

se ha evaluado la actividad fumigante sobre T. castaneum con otra especie de la familia
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Hypericaceae; H. perforatum, evidencidndose que tiene efectos insecticidas potenciales
(Ashrafi & Ebadollahi, 2016).

Para el caso de los AEs de P. aduncum (a6), P. eriocladum (a8), P. aequale (al2), L. alba
(al3), Eucalyptus sp., (a20), X. discreta (a22) y C. album (a23) no se tiene reportes
bibliogréficos para el control del T. castaneum, por lo tanto, la presente investigacion es una
oportunidad para hacerlo ya que sus valores de CLsp estuvieron entre 41.9 y 264.58 uL/L
aire. Sin embargo, la composicion quimica de estos AEs si coincide con estudios previos
realizados. (Guerrini et al., 2009; Maia et al., 1998; Patifio, 2017).

2.3.4. Agrupamiento cluster

Como se mencion6 anteriormente, el analisis cluster que se desarroll6 en este capitulo tuvo
como fin identificar las caracteristicas de los AEs que estan relacionadas a la mortalidad de
T. castaneum. Para realizar dicho analisis se incluyeron las caracteristicas (parametros)
guimicas y de respuesta a la actividad de mortalidad de todos los AEs utilizados, es decir,
aguella informacién que se obtuvo en la experimentacién ya sea de manera directa o
indirecta. En la Tabla 2.6 se muestran los pardmetros utilizados para dicho agrupamiento,
los cuales fueron 1) El porcentaje de abundancia relativa de los tipos de metabolitos
secundarios encontrados en los AEs y 2) las concentraciones letales (CLs) estimadas. Cabe
destacar que, al ser el agrupamiento clister un analisis exploratorio, se decidié ejecutar dos
tipos agrupamientos jerarquicos: 1) Agrupamiento con base al vecino mas cercano y 2)
agrupamiento con base al vecino mas lejano. Para la visualizacién de la distribucién de los
AEs en los diferentes grupos, se utilizaron arboles de clasificacion conocidos como

dendogramas, que permiten distinguir la configuracién de los grupos
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Cod.

al
a2
a3
a4
a5
a6
a7
a8
a9
alo
all
al2
al3
al4d
als
al6
al7
al8
al9
a20
A21
A22
A23

Tabla 2.6. Parametros utilizados para el agrupamiento clister de los AEs promisorios

Aceite esencial

F. vulgare
Z. monophyllum
A. dracunculus
E. cardamomum

L. angustifolia
P. aduncum
P. nigrum
P. eriocladum
H. juniperinum
P. anisum
L. origanoides
P. aequale
L. alba

M. fragrans

C. sinensis

cupressus sp.
S. molle
R. officinalis
H. mexicanum
Eucalyptus sp.
O. basilicum
X. discreta
C. album

Monoterpenos

21.8
89.6
6.2
96.7
96
38.6
57.2
95.9
22.3
10.1
78.7
15.6
73.8
87.6
77.7
96.5
38.9
84.9
26.1
73.5
16.4
79.1
82.1

Sesquiterpenos

0.0
8.4
1.9
0.1
0.0
58.1
28.5
0.0
19.8
0.3
5.6
0.0
17.3
0.6
4.1
0.0
15
7.4
5.0
17.4
43.9
10.9
5.6

Fenilpropanos

60.9
0.0
88.5
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.3
77.4
2.5
79.1
0.0
8.4
0.0
0.0
0.1
0.0
0.0
0.0
241
0.0
0.2

Otros
compuestos

0.0
0.0
0.0
0.5
0.0
0.0
0.0
0.0
23.1
8.7
0.0
0.0
0.2
0
4.7
0.0
0.0
0.0
56.8
1.6
3.8
0.0
0.0

Clso

12.013
12.279
14.726
24.05
12.99
21.08
24.657
19.994
40.706
47.934
51.946
66.9
78.528
87.401
116.237
128.647
125.666
148.782
179.509
200.521
187.184
200.426
227.934

ClLso

16.234
18.537
22.775
29.371
34.144

41.91

43.906
58.288
67.269
79.162

87.71
92.3

107.691
115.253
138.325
152.298
160.045
191.491

229.065

232.759

234.012

237.229

264.586

Cloo

26.549
33.829
42.447
42.373
85.842
92.818
90.948
151.87
132.184
155.477
175.11
154.2
178.961
183.318
192.303
210.098
244.064
295.865
350.17
311.543
348.451
327.17
354.157



2.3.4.1. Agrupamiento Tipo I: Cluster con metodologia del vecino mas cercano

El analisis de vecino mas cercano fue el método para clasificar los AEs basandose en el
parecido que existe entre sus caracteristicas, lo que significa que la distancia entre dos AEs
es una medida de su similaridad. El dendograma o agrupamiento obtenido en este caso se

muestra en la Figura 2.5.
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(a22) X. discreta
(a23) C. album
(318) R. officinalis
(a19) H. mexicanum 1
(a21) O. basilicum
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(a4) E. cardamomum
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(al5) C. sinensis
(a16) Cupressus sp.
(a8) P. eriocladum
(a17) S. molle
(al0) P. anisum
(al2) P. aequale
(al) F. vulgare
(a3) A. dracunculus

Figura 2.5. Dendograma de los AEs promisorios con base a la distancia euclidiana entre vecinos méas
cercanos.



64 Efectos insecticidas y bioquimicos de AEs sobre T. castaneum

Con base a la anterior figura, se puede apreciar que no hay un patrén de agrupamiento que
permita identificar un perfil de AE con determinadas caracteristicas. Es decir, que utilizando
este método de agrupamiento no existe certeza al grupo (o grupos) al que pertenecen los
AEs, ya que las distancias de disimilitud entre éstos son muy cortas; por lo tanto, hay
caracteristicas compartidas entre cada uno de ellos. Por ejemplo, en dicho dendograma se
muestran agrupamientos confusos como es el caso de al y al2 (con CLs y compaosiciones
muy diferentes) que, aunque se encuentran muy cerca el uno del otro, no se reconoce un
patrén de agrupamiento. Bajo esta misma tendencia se encuentran otros pares de aceites

como el caso de al7 y a8; a9y al5; ally a8; entre otros.

La anterior dificultad en el agrupamiento se puede deber a varios factores, pero el principal
esta relacionado con que todos los parAmetros o caracteristicas que tienen los AEs son
significativos para su agrupamiento, por lo tanto, no hay uno que establezca una diferencia
clara entre ellos. Esto se corrobora con la ANOVA mostrada en la Tabla 2.7, notandose
que, exceptuando el parametro “sesquiterpenos”, todas las caracteristicas de los AEs tienen
una significancia menor a 0.05, por ende, son medidas significativas, y por lo tanto son
relevantes a la hora de formar grupos de AEs, lo que indic6 que la similaridad entre ellos

no es un parametro que permita clasificarlos.

Tabla 2.7. Resultados de la ANOVA para las variables descriptoras en el agrupamiento de los AEs entre
vecinos mas cercanos.

Variable F Significancia*

CLso 21.483 < 0.0001

CLso 19.997 < 0.0001

CLoo 19.621 < 0.0001
Monoterpenos 7.612 < 0.002
Sesquiterpenos 0.998 0.415
Fenilpropanos 123.797 < 0.0001

Otros 32.827 < 0.0001

compuestos

* Se considera significativo todos los valores por debajo de 0.05
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2.3.4.2. Agrupamiento Tipo Il: Cluster con metodologia del vecino mas lejano

El analisis de vecino mas lejano fue el método utilizado para clasificar los AEs con base en
sus diferencias. Lo que significa que entre mayor sea la distancia entre dos AEs mayor sera
la medida de su disimilaridad (diferencia). El dendograma o agrupamiento obtenido en este

caso se muestra en la Figura 2.6.
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(a5) L angustifolia

> (a13) L. aiba

Figura 2.6. Dendograma de los AEs promisorios con base a la distancia euclidiana entre vecinos mas
lejanos. Rojo: cluster 1. Verde: clster 2.

Con base en la figura anterior se puede observar que existe un agrupamiento mas claro de
los AEs, que el observado con el agrupamiento tipo I, ya que en el dendograma (Figura

2.6) se observan dos grandes categorias. El cluster 1 (encerrado en color rojo) en el cual
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se encuentran 14 AEs y el cluster 2 (encerrado en color verde) en el cual se encuentran 9
AEs.

Particularizando en el clister 1, se observa que en éste se encuentran aquellos AEs mas
activos y que presentan mayor diversidad quimica. En este grupo se encuentran AES ricos
en monoterpenos (a2, a4, ab, a8, all, al3y al4), en fenilpropanos (al, a3, al0y al?2), en
sesquiterpenos (a6 y a7) y en otros compuestos (a9). Es importante destacar que a medida
que los AEs van desplazandose hacia la izquierda del dendograma, sus similitudes van
disminuyendo considerablemente; tal es el caso de los AEs a5y al0, donde el primero esta
constituido de monoterpenos (96%) vy, el segundo, de fenilpropanos (77.4%) y sus Clso

fueron 16.2 'y 79.2 pL/L aire, respectivamente.

Por lo tanto, el agrupamiento de los AEs del cluster 1 se fundamentd, primero, en su buena
actividad fumigante sobre T. castaneum y, segundo, en la diversidad quimica de su
composicion. Dicho comportamiento se puede apreciar graficamente en la Figura 2.7
donde se muestra como varia el rango de la composicion quimica y las concentraciones

letales.
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Figura 2.7. Boxplot que compara a) la diversidad quimica de los AEs (M: monoterpenos, S: sesquiterpenos, F: fenilpropanos y OC.
otros compuestos) y b) las CLs de los AEs que hacen parte del cluster 1 (CL3o: concentracion letal del 30%, CLso: concentracion
letal del 50% y CLgo: concentracion letal del 90%)
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De igual manera, de la figura anterior se pueden realizar otras apreciaciones: 1) todos los
AEs que conforman el clUster 1 contienen monoterpenos. 2) Hay AEs en este cllster que
pueden no tener fenilpropanos, sesquiterpenos u otros compuestos. 3) hay AEs que
contienen monoterpenos o fenilpropanos en proporciones mayores al 80 % 4) la distribucién
de la CLgo es mas amplia que la que se observa para CLs Yy CLso 5) las CLsode los AEs que

hacen parte de este clUster estan entre 10 y 120 uL/L aire.

Por otro lado, en el cluster 2 (encerrado en color verde) se ubicaron los AEs que se
caracterizaron por presentar una composicion quimica menos diversa en su mayoria
constituidos por monoterpenos. Ademas, la actividad fumigante de los 9 AEs incluidos en
este cluster fue la mas baja, con CLsg mayores a los 100 pL/L aire. Dicho comportamiento

se puede apreciar graficamente en la Figura 2.8.
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Figura 2.8. Boxplot que compara a) la diversidad quimica de los AEs (M: monoterpenos, S: sesquiterpenos, F:
fenilpropanos y OC. otros compuestos) y b) las CLs de los AEs que hacen parte del clister 2 (CL3so: concentracion letal del
30%, CLso: concentracion letal del 50% y CLgo: concentracion letal del 90%)

De la figura anterior, también es posible observar que: 1) todos los AEs que conforman este
cluster tienen un porcentaje de monoterpenos mayor al 15% 2) hay AEs con abundancias
de sesquiterpenos entre el 5y 20 % 3) los AEs de este grupo no evidencian una cantidad

importante de fenilpropanos 4) la media de las CLso esta por arriba de los 200 pL/L aire

Con base en los resultados del analisis cluster tipo Il, se pudo inferir que la diversidad

guimica de los AEs esta estrechamente relacionada con la respuesta de mortalidad sobre
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T. castaneum. Ahora bien, para poder estimar cuales tipos de metabolitos secundarios
podrian relacionarse con la mortalidad causada en el insecto, se realiz6 una ANOVA para
discriminar las variables significativas en el agrupamiento realizado. La Tabla 2.8 muestra
la salida con los resultados de dicho analisis. Notese que los parametros que muestran
valores de significancia por debajo de 0.05 fueron las concentraciones letales y los
fenilpropanos. Esto puede llevar a pensar que este tipo de compuestos tienen un efecto
destacado en la repuesta de mortalidad del insecto. Las deméas variables en el

agrupamiento tuvieron valores superiores a 0.05.

Tabla 2.8. Resultados de la ANOVA para las variables descriptoras en agrupamiento de los AEs entre vecino

mas lejano.
Variable F Sig

ClLso 38.363 0.000

Clso 58.799 0.000

ClLoo 97.004 0.000
Monoterpenos 2.007 0.147
Sesquiterpenos 1.239 0.323
Fenilpropanos 5.626 0.006
Otros compuestos 0.922 0.449

* Se considera significativo todos los valores por debajo de 0.05

Por lo tanto, teniendo en cuenta los resultados hasta ahora obtenidos se puede hacer una
aproximacion a las caracteristicas que debe poseer un AE ideal cuya mezcla de metabolitos
potencien la mortalidad sobre T. castaneum. Dichas caracteristicas son la presencia, en

mayor medida, de fenilpropanos y de monoterpenos.
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2.1. CONCLUSIONES

El presente estudio realiz6 un aporte al conocimiento mediante la caracterizacion quimica
de los AE de diferentes especies y la evaluacion de la actividad fumigante sobre T.

castaneum. Los resultados obtenidos en esta investigacion permitieron concluir.

o El tamizaje de actividad fumigante, permitié seleccionar 23 AEs, que mostraron
actividad insecticida en un porcentaje = 60%, los cuales fueron caracterizados
gquimicamente empleando la técnica GC-MS.

e De los AEs promisorios, el 65% fueron de naturaleza monoterpénica, el 18% de
naturaleza fenilpropanica, el 9% de naturaleza sesquiterpénica y el restante 8% de
los AEs estan constituidos por otros compuestos donde se destacan hidrocarburos
alifaticos. No obstante, la composicion quimica de los AEs coincide en gran medida
con los reportes hechos previamente en la literatura.

e Se encontré que, de los 23 AEs evaluados en la presente investigacion, siete no
tienen reportes de actividad fumigante sobre T. castaneum y corresponden a los
AEs de las especies: P. aduncum, P. eriocladum, H. juniperinum, P. aequale, H.
mexicanum, Eucalyptus sp, X. discreta y C. album, por lo tanto, en este trabajo se
reportan por primera vez.

o Se logré observar que los AEs mas promisorios para el control de T. castaneum
fueron los aceites de las especies F. vulgare; Z. monophyllum; A. dracunculus; E.
cardamomum; L. angustifolia; P. aduncum y P. nigrum ya que estos tuvieron las CLsg
mas bajas con valores inferiores a los 50.0 uL/L aire.

e Con el analisis cluster realizado los AEs se agruparon con claridad de acuerdo con
sus disimilaridades. En dicho analisis se noté que entre mayor sea la cantidad de
fenilpropanos en la composicion de los AEs, mayor serd la probabilidad de generar

una respuesta de mortalidad sobre T. castaneum.



CAPITULO Ill: EFECTOS DE ACEITES
ESENCIALES SOBRE ENZIMAS DE
IMPORTANCIA EN EL T. castaneum.

3.1. INTRODUCCION

T. castaneum ha generado resistencia a un gran nimero de insecticidas, por lo que muchos
se han vuelto ineficientes por su uso indebido y prolongado (Talukder, 2009). Esto debido
a que dichas sustancias tienden a tener un mismo mecanismo de accién, lo que ha
generado que el insecto, por sobrevivir, modifique los puntos diana que se ven afectados.
(IRAC, 2019). Un ejemplo de esto es que los insecticidas que inhiben enzimas de
importancia vital para T. castaneum como lo son la acetilcolinesterasa y la citocromo-c-
oxidasa (fundamental en la cadena transportadora de electrones) ya no tengan efecto
alguno, generandose enzimas como la acetilcolinesterasa insensible cuya estructura
modificada es dificil de inhibir (Badii & Garza, 2007). Lo mismo ocurre con las proteinas que
son fundamentales en la respiracién como el citocromo ¢ oxidada (citocromo V) cuyas
estructuras primarias se ven modificadas para evitar su inhibicion (Trdan, 2016) (Pérez,
2012).

Por otro lado, hay estudios que demuestran que el T. castaneum ha podido desarrollar
resistencia, no solo en la modificacién del punto de accidn, sino también mediante un
aumento en su actividad metabdlica, generando con esto la elevaciéon de enzimas que lo
desintoxican de los insecticidas. Tal es el caso del aumento en baterias enzimaticas muy
representativas como la glutation-S-transferasa que cataliza la conjugacién, de los
insecticidas, con glutation enddgeno y facilita su excrecion (Molina & Figueroa, 2009). De
igual manera, al aumentar el metabolismo de dichos xenobiéticos es muy probable que se
generen especies reactivas de oxigeno (radicales libres) que deben ser eliminadas del
insecto para asi evitar dafios severos. Esto conlleva a un aumento progresivo de enzimas
como la catalasa cuya principal funcion es descomponer el peréxido de hidrégeno en agua

y oxigeno evitando dafios en los tejidos del insecto.

Los anteriores factores demuestran que los insecticidas sistémicos tienen grandes
probabilidades de perder su eficacia. De ahi, que una de las grandes ventajas que tiene el

uso de AEs como insecticidas botanicos es que estos pueden alterar la fisiologia del insecto
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con diferentes modos de accién debido a que son mezclas complejas de terpenos y
fenilpropanos (Patifio, 2017; Prieto, 2012). Lo anterior obliga al insecto a recurrir, de manera
simultdnea, a todos los mecanismos de supervivencia que pueda utilizar, haciendo que la
probabilidad de generar resistencia se reduzca sustancialmente, pues activar estos
mecanismos (resistencia bioquimica, resistencia por modificacion del punto diana,
resistencia por penetracion reducida o resistencia comportamental) en un mismo momento

es verdaderamente dificil para cualquier organismo (Trdan, 2016).

Pese a esto, son aun muy limitados los estudios que se han realizado para conocer los
modos de accion de los AEs, especialmente cuando se sabe que pueden afectar cientos
de puntos diana. No obstante, la gran mayoria de estudios concuerdan que su accién sobre
T. castaneum tienden a ser procesos bioquimicos que perturban la biologia normal del
animal lo que resulta finalmente en su muerte (FAO, 2016a). Tal es el caso de aquellos que
tienden a inhibir la actividad catalitica de enzimas que son fundamentales para la
supervivencia del insecto como es el caso de la acetilcolinesterasa o de aquellos que
inhiben a las enzimas desintoxicantes como lo son la glutation-S-transferasa y la catalasa.
Lo anterior hace evidente la necesidad de entender cémo afecta a los insectos objetivo los
insecticidas disponibles y asi, optimizar su aplicacién y reducir el desarrollo de resistencia
(Campoilo et al., 2018).

Con base en todo lo anterior, en el presente capitulo, primero, se exponen los resultados
de la extraccién del homogenizado proteico de T. castaneum; segundo, se caracterizé dicho
extracto y se determiné la actividad enzimatica especifica de las enzimas
acetilcolinesterasa, glutatién-s-transferasa y catalasa. Tercero, se evalud la inhibicion de la
actividad catalitica de dichas enzimas por efecto de los 23 AEs potencialmente activos
extraidos de plantas colombianas y, por ultimo, se realiz6 una caracterizacion del grupo de

los 23 AEs con base en la inhibicién que generan en dichas enzimas.
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3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Disefio experimental

El disefio experimental que se desarrollé en el presente capitulo se dividié en dos fases, las

cuales se citan a continuacion.
Fase l

i)  Obtencion del homogeneizado proteico de T. castaneum.

ii)  Caracterizacion de las enzimas acetilcolinesterasa, glutation-S-transferasa y
catalasa en el homogeneizado proteico de T. castaneum.

i) Estudio de la inhibicion catalitica de las enzimas de interés por efecto de los AEs
descritos en el capitulo .

iv)  Estimacion de la Clso de aquellos AEs que generaron una inhibicion de la actividad
catalitica de las enzimas mayor o igual de 0.5.

v)  Agrupamiento clister para determinar los perfiles de los AEs con respecto a su

inhibicion catalitica sobre las enzimas de interés utilizando el método de KNN

Fase Il

vi)  Agrupamiento de los AEs en funcion de su actividad inhibitoria y actividad fumigante
con base en los resultados de las CLso y los porcentajes de inhibicién enzimatica,
junto con los descriptores utilizados en el capitulo .

vii)  Determinacion de los perfiles de los AEs utilizando el agrupamiento y componentes

principales.
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3.2.2. Caracterizacion del homogenizado proteico de T. castaneum

3.2.2.1. Enzimas utilizadas
Las enzimas utilizadas como estandares para la elaboracion de las curvas de calibracion
fueron compradas a la empresa Sigma-Aldrich y la Tabla 3.1 muestra algunas de sus

caracteristicas:

Tabla 3.1. Caracteristicas de las enzimas utilizadas como patrones en la presente investigacion.

Nombre Procedencia % proteina  U/mg proteina
Acetilcolinesterasa Anguila eléctrica 65 376
Glutation s transferasa Higado equino 71 140
Catalasa Higado bovino 71 4918

3.2.2.2. Extraccién del homogenizado proteico de T. castaneum

Del pie de cria se tomaron 1200 insectos adultos sin sexar (= 4 g) y se sumergieron en
nitrégeno liquido, posteriormente, se realizé un pretratamiento de limpieza macerando los
insectos con acetona fria en una proporcién de 1:10 durante 10 min. Luego, el producto
macerado se centrifug6 a 10000 x g durante 15 min a 4°C en una centrifuga marca Thermo
scientific ®. El pellet resultante se homogeniz6 con un buffer fosfato 0,1 M a pH =7,2. El
homogenizado obtenido se centrifugd a 15000 x g durante 60 min a 4 °C. Finalmente se
filtré el sobrenadante con lana de vidrio y antes de almacenarse a — 20 °C se agrego6 el
benzamidina al 3% (Prieto, 2012)

3.2.2.3. Cuantificacién de proteinas
El contenido de proteinas totales del extracto enzimatico fue determinado por el método de
Bradford (Bradford, 1976).

1) Preparacién de la curva de calibracién. Se partié de una solucién de albumina
de suero bovino (ASB) de concentracion 1 mg/mL con la cual se construyo la curva
de calibracion con concentraciones entre 5 y 60 yg/mL de ASB. Se realizaron

lecturas de absorbancia a 595 nm.
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2) Cuantificacion de proteinas totales. Se tomaron 50 yL del homogenizado y
se mezclaron con 1500 pL del reactivo de Bradford recién filtrado. Posteriormente,
la mezcla se incub6é en completa oscuridad durante 10 min a temperatura
ambiente. Finalmente, se tomaron tres alicuotas de 300 pL cada una y se ley6 la
absorbancia a 595 nm. La lectura se interpola en la curva estandar disefiada y se

estima la concentracién original de proteinas en el extracto.

3.2.2.4. Actividad enzimatica de acetilcolinesterasa (AChE) en el extracto proteico de

T. castaneum

La curva de calibracion y actividad enzimatica de AChE se determinaron siguiendo el

método colorimétrico de Ellman (Ellman, et al., 1961).

1) Preparacion de la curva de calibracion. Se utilizé la enzima patrén de AChE
de anguila eléctrica para construir la curva de calibracion. Se utilizaron
concentraciones de la enzima entre 1,0 y 0,02 U/mL. Antes de iniciar la reaccion
enzimatica, la enzima se incuba durante 15 min a 37 °C. Posteriormente, se
adicionaron 25 L de acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) 10 mM, 25 L
de yoduro de acetiltiocolina (AThChl) 10 mMy 225 uL de bufer fosfato (0.1 M; pH
~7.2) para un total de 300 uL por pozo. Se realizé la lectura de absorbancia a 420
nm cada 5 min durante 45 minutos después de poner la placa en el

espectrofotdbmetro. La lectura se realizé por triplicado.

2) Determinacion de la actividad enzimatica de AChE en el homogenizado
proteico de T. castaneum. Para realizar este ensayo se utilizaron los mismos
reactivos y procedimiento que para la elaboracion de cada punto de la curva de
calibracién. Se afiadieron 50 puL del homogenizado proteico de T. castaneum
(como fuente de la enzima) y luego los demas reactivos en el siguiente orden y
volumen: 25 puL DTNB, 200 uL de bufer fosfato y 25 pyL de AchEl. Se realiz6 la
lectura de absorbancia a 420 nm. Cada ensayo se realiz6 por triplicado. La
absorbancia obtenida para el homogenizado se interpolé en la curva de

calibracion y se expresé la actividad enzimatica de la AChE en U/mL.
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3.2.2.5. Actividad enzimética de glutation-S-transferasa (GST) en el extracto proteico

de T. castaneum

El método colorimétrico que se empled para determinar la actividad de la enzima fue
monitorear espectrofotométricamente la conjugaciéon de 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB)
con glutatién reducido (GSH), que forman el conjugado 2,4-dinitrofenil-SG a los 340 nm
durante 3 min (Dowd et al., 2009).

1) Preparacion de la curva de calibracidn. Se utilizé la enzima patron GST de
higado equino para construir la curva de calibracion. Se utilizaron
concentraciones de la enzima entre 0,01 y 9,33 U/mL. Posteriormente, se
adicion6 225 pL bufer fosfato (0.1 M; pH =7.2), luego 25 pL de GSH 12,8 mM y
por ultimo 25 pL de CDNB 0,5 mM. Como controles se utilizaron un pozo donde
no se anadié el sustrato de la reaccion (CDNB) y un pozo del color de los
reactivos (donde no se afiadi6é la enzima a evaluar). Al terminar de agregar los
reactivos se realizo la lectura de Absorbancia a 340 nm cada 30 s durante 3 min.
El aumento de la absorbancia es directamente proporcional a la actividad
catalitica de GST.

2) Determinacion de la actividad enzimatica GST en el homogenizado
proteico de T. castaneum. Para realizar este ensayo, se utilizaron los mismos
reactivos y procedimiento que para la elaboracion de cada punto de la curva de
calibracion, sin embargo, se tomaron 50 pL del homogenizado proteico en vez de
la enzima de higado equino. Los demas reactivos se adicionaron en el siguiente
orden: 200 pL de bufer fosfato, 25 pL GSH y 25 pL de CDNB. Cada ensayo se
realizé por triplicado y la absorbancia obtenida se interpolé en la curva de

calibracion y se expresé la actividad de la GST en U/mL.

3.2.2.6. Actividad enzimética de catalasa en el extracto proteico de T. castaneum

En el método que se empled, se relaciond la actividad de la catalasa con la longitud (en
mm) de la columna de espuma producto de la reaccion de la enzima con H,Ozal 30% (lwase
et al., 2013). La longitud de la columna de espuma se determiné utilizando un pie de rey

Mitutoyo® con un rango entre 0 -160 mm y 0,03 de exactitud.
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1) Preparacion de la curva de calibracion. Se utilizo como referencia la
actividad catalitica de catalasa de higado bovino entre 20 a 2000 U/mL. Las
reacciones se llevaron a cabo utilizando tubos de ensayo de 180 mm alto por 12
mm de didmetro. Para cada punto de la curva se adicionaron: 100 uL de la
solucién de la enzima, 100 pL de bufer fosfato enriquecido con Tritdén-X al 1% vy
100 pL de H>O, 30% v/v. Las lecturas se realizaron 7 min después de haber
iniciado la reaccion y cada ensayo se hizo por triplicado. La altura de la columna

de espuma es directamente proporcional a la actividad de catalasa.

2) Determinacion de la actividad enzimética de catalasa en el homogenizado
proteico de T. castaneum. Para realizar este ensayo, se utilizaron los mismos
reactivos y procedimiento que para la elaboracion de cada punto de la curva de
calibracién, sin embargo, se tomaron 100 pL del homogenizado proteico en vez
de la enzima de higado bovino. Posteriormente, se agregaron 100 uL de Tritén-
Xal 1% y 100 uL H20O, 30% v/v y se midi6 la columna de espuma generada. La
altura de la columna de espuma obtenida se interpol6 en la curva de calibracion

y se expreso la actividad de la catalasa en U/mL

3.2.3. Estudio de la inhibicion in vitro de la AChE, GST y catalasa

Para determinar la inhibicion de la actividad catalitica de las enzimas, se utilizé la misma

metodologia empleada para la determinacién de su actividad especifica, pero agregando

una solucion del AE que, en volumen final de la reaccion, tuviera una concentracion de 500

ppm. Para preparar la solucién stock de cada AE se utiliz6 como solvente una solucion de

triton 100-X al 2 % en bufer fosfato. Todas las pruebas se realizaron por triplicado.

Para el caso de las enzimas AChE y GST se sustituyeron 50 pL del bafer fosfato con la

misma cantidad de la solucion del AE y asi tener un volumen final de 300 L por pozo. El

porcentaje de inhibicién se define como la variacion relativa de la absorbancia de los pozos

tratados con el AE, en relacion con el control (sin AE) como se explica en la Ecuacion 3.1:

% Inhibicion = 100 (%) (Ecuacién 3.1)

0~
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Donde A,- es la absorbancia del control (enzima + sustrato), A; fue la absorbancia de la
muestra (enzima + solucion de AE + sustrato). Para el caso de la AChE se utiliz6 como

control positivo el Nuvan ®

En el estudio de inhibicion de la catalasa se agregaron 100 pL de la solucién de AE, para
tener un volumen final de 400 pL por tubo de ensayo. Para determinar la actividad inhibitoria
se midi6 la longitud total en [mm] de la columna de espuma cuando la enzima reacciona

con el H20,. La ecuacion 3.2 muestra la relacion antes expresada:

100%(Lc—Lj)

% Inhibicion = I
C

(Ecuacion 3.2)
Donde, L. representa la longitud de la columna de espuma del control, L; representa la

longitud de la columna de espuma con el AE.

3.2.4. Estimacion de las Clsg

Las Concentraciones Inhibitorias (Clso) solo se estimaron para aquellos AEs que causaron
una inhibicién superior o igual al 50 %. Para hacerlo se utiliz6 el método de inhibicion
descrito en el apartado anterior, pero utilizando rangos de concentracion del AE entre 1000
y 19 ppm. Por cada concentracion se hicieron tres replicas. Posteriormente, los datos

obtenidos fueron analizados en el software SPSS version 24 utilizando el modelo Probit

3.2.5. Andlisis estadistico de k-means (KNN)

Utilizando el software SPSS® version 24 se hizo un andlisis cluster de los AEs utilizados en
la presente investigacion, con el fin de identificar un perfil general que englobe las
caracteristicas que debe tener un AE para generar la inhibicion de las enzimas evaluadas.
En dicho analisis se utilizaron los siguientes descriptores de cada AE: 1) su composicion

quimica, 2) su concentracion letal 50 y 3) la inhibicion para cada una de las enzimas.

La técnica de clustering que se empled en este capitulo fue del tipo no jerarquico, la cual
fue de K medias (KNN). La cual tiene como objetivo la asignacion de los AEs en diferentes
grupos de acuerdo con la cercania de sus caracteristicas a la media de cada grupo

asignado.
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La métrica utilizada para efectuar el método KNN fue la distancia euclidiana al cuadrado
expresada en la ecuacion 3.3

W = X0 min [|1X; - ul|° (Ecuacion 3.3)
1=j<k

3.2.6. Andlisis de componentes principales

El analisis de componentes principales (ACP) aplicado a los 23 AEs tuvo como finalidad
obtener la variabilidad de las actividades estudiadas, inhibicion y mortalidad con relacién a
su composicién quimica. De esta manera, poder dilucidar relaciones intrincadas y patrones

tanto de inhibicion como de letalidad de los AEs utilizados para este estudio
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Caracterizacién del homogenizado proteico de T. castaneum.

Se obtuvieron 40 mL del homogenizado enzimatico el cual se caracterizé determinando la
actividad enzimatica especifica de las enzimas de interés en la presente investigacion
(AChE, GST y catalasa). Ademas, se cuantificé el total de proteinas del extracto, para
expresar todos los resultados en funcién a la proteina total presente. Por tal motivo, se
elaboraron curvas de calibracion que, por métodos estadisticos (minimos cuadrados y
curvas de Ringbom), se ajustaron para obtener el segmento cuya relacion actividad-
respuesta fuera lo mas lineal posible. En la Figura 3.1 se muestra las curvas de calibracion
obtenidas en cada caso con sus respectivas ecuaciones de recta y sus coeficientes de
determinacion (R?).

En primer lugar, al evaluar el extracto proteico de T. castaneum con el método de Bradford,
se obtuvo una absorbancia promedio de 1.191 la cual se interpol6 en la curva disefiada que
se muestra en la Figura 3.1a. Por tanto, la concentracion original de proteinas fue de 32.69
Mg/uL. De igual manera, al implementar el método de Ellman para determinar la actividad
enzimatica de la AChE, se obtuvo una absorbancia promedio de 0.490 que se Interpolé en
la curva de la Figura 3.1b. Como resultado se tuvo una actividad enzimatica especifica de
0.527 U/mL. Con respecto a la actividad enzimatica de la GST, en el ensayo se tuvo una
absorbancia corregida de 1.715; este valor se interpolé en la curva de la Figura 3.1c,
obteniéndose una actividad especifica para dicha enzima de 5.49 U/mL. Finalmente, para
la catalasa, se midio la columna de espuma que presenté el extracto proteico al adicionarle
H.0-, la cual tuvo una longitud de 77 mm. Esta longitud se interpol6 en la curva de la Figura

3.1d y se determiné que la actividad especifica fue de1257.82 U/mL.
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Figura 3.1. Curvas de calibracion realizadas en la presente investigacion. a). Curva de calibracién para la cuantificacion de proteinas. Curvas de calibracién
para determinar la actividad enzima de b) AChE c) GST y d) catalasa
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La Tabla 3.2 resume la caracterizaciébn que se obtuvo del homogenizado proteico de T.

castaneum.

Tabla 3.2. Resumen de las caracteristicas del homogenizado proteico obtenido del T. castaneum.

Contenido de

Muestra Volumen roteinas Actividad Actividad Actividad CAT
No inicial (mL) P AChE (U/mL) | GST (U/mL) (U/mL)
(Mg/uL)
1 40 327+1,2 0.53+ 0.06 5.49 £ 0,33 1257.82 + 45,05

3.3.2. Resultados de la inhibiciéon catalitica de las enzimas

Con el animo de realizar una aproximacion a los mecanismos de accion implicados en el
efecto fumigante sobre T. castaneum; causados por los 23 AEs promisorios, se evalud la
capacidad de dichos aceites para inhibir la actividad catalitica de las enzimas AChE, GST
y catalasa. En La Tabla 3.3 se muestran los resultados de inhibicién causados por los 23
AEs, evaluados a 500 ppm, sobre cada una de las enzimas mencionadas. Los aceites estan
organizados en la tabla de acuerdo con su actividad fumigante, donde al es el mas activo

y a23 el menos activo.

Tabla 3.3. Porcentajes de inhibicion causados por los AEs sobre las enzimas AChE, GST y catalasa.

codigo AE Inhibicion GST Inhibicién AChE Inhibicién
(%) (%) catalasa (%)
al F. vulgare 1.496 + 0.06 31.70 £0.02 16.52 + 4.58
a2 Z. monophyllum 54.66 £ 0.15 22.72 £0.02 61.30 £4.16
a3 A. dracunculus 41.18 £0.28 32.52 £0.02 21.74+ 4.00
a4 E. cardamomum 6.16 + 0.09 15.78 £ 0.02 9.57 + 3.00
a5 L. alba 28.61 £ 0.30 0.54 £ 0.05 12.17£ 9.7
a6 P. aduncum 56.74 £ 0.15 24.08 £0.07 8.26 £1.52
a7 P. nigrum 1.30 £ 0.02 89.73 £0.01 3.91+1.68
a8 P. eriocladum 31.17 £0.26 18.50 £ 0.03 31.30+3.21
a9 H. juniperinum 2.60 £ 0.08 25.44 £ 0.09 76.96 £ 1.52
al0 P. anisum 17.70 £ 0.22 31.84 £0.03 11.74£3.21
all L. origanoides 17.178 £ 0.31 31.56 £0.01 7.39 £ 3.60
al2 P. aequale 11.95+0.11 38.30 £ 0.03 3.48+1.73
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al3 L. angustifolia 5.87£0.18 8.78 £ 0.04 81.74 £ 2.00
al4d M. fragrans 4,31 +0.27 10.61 £ 0.03 25.65+7.21
al5 C. sinensis 58.41 £ 0.09 19.86 £ 0.05 23.48 £4.16
al6 cupressus sp 34.45+0.11 17.41 £0.03 51.30 +8.02
al7 S. molle 11.21 £ 0.09 31.97 £0.04 76.09 + 0.57
al8 R. officinalis 24.89 £0.22 64.35 £0.02 26.96 £ 2.64
al9 H. mexicanum 38.16 + 0.05 11.36 £ 0.06 18.70 £ 4.72
a20 Eucalyptus sp 23.86 £0.11 20.34 £ 0.06 66.52 £ 1.15
a2l O. basilicum 25.08 + 0.28 32.11 +£0.03 43.48 +2.08
a22 X. discreta 2.27+0.10 30.68 £ 0.07 64.35 £ 3.05
az23 C. album 39.25+0.13 36.26 = 0.04 3.04 £0.04

3.3.2.1. Actividad inhibitoria sobre la AChE

Aunque los 23 AEs utilizados en la presente investigacibn demostraron tener actividad
insecticida sobre T. castaneum, aun son reducidos los estudios con respecto a sus
mecanismos de accion. No obstante, las sintomatologias que generan en el insecto como
la hiperactividad, convulsiones y paralisis apuntan a una accion neurotéxica similares a los
producidos por insecticidas organofosforados y carbamatos; lo que ha derivado en la
evaluacién de su capacidad inhibitoria sobre la AChE (Aazza, et al., 2011a; Prieto, 2012).
En la mayoria de estudios las pruebas de inhibicién se realizan con la enzima aislada de
otros organismos como la anguila eléctrica, la cucaracha o la mosca doméstica y no con la
enzima de los insectos tratados (Kostyukovsky, et al., 2002). Lo anterior puede generar
sesgos en los mecanismos de inhibicion ya que la AChE presente en dichas especies,
aunque cumpla con la misma funcion que en T. castaneum, pueden tener diferentes
polimorfismos y modos de interaccion con las sustancias objeto de estudio. Por lo tanto, en
esta investigacion se evalué el efecto inhibitorio de los AEs sobre la actividad enzimatica
de la AChE presente en el homogenizado proteico obtenido de T. castaneum. La Figura
3.2 muestra los resultados de inhibicibn causada por los AEs evaluados a una
concentracion de 500 ppm, asi como el efecto inhibidor causado por el insecticida Nuvan ®

a una concentracion de 50 ppm.



Capitulo 111 83

120,00

100,00

80,00 i

< 60,00 =

c £

© S - —

Q2 E

= =

= 40,00

il P i ki

20,00%%_% : 1188 FiC¢C

0,00 EEEELEEEEEEEEEEEEEEEEEE
L E 4 EZB EEEEE QLIS 2 L 5 0 2 € 45 E 8 EF
g 5= 532 3 5 5 353 3 38 8 o6 g @ on3FT T3 n 3 0 3 %
G)—:’E(UU"'UCW-—::*:;C(/) c S o & 5 2 5
5>\oo.:.QG'CEOD’HCDCU:E'_““Egr_G
3 £ < 4 53 € 6 0 g € © 2 @ £ 5 L 0 a2 g 2 z

-20,00 o 3 E T . o 0 8 8 2 & B o N E T = © O
r 88 8 a2 g2 22 7 3 103 8o O
~ 58 5884y 0 353 8582 g=09Q sy E 35 2X®
9 g ° ~ . = 3 ~ . .~ 5 o O o &
| . 8 o8& ad £ 9 i igwodllE 1 249G
= . < . © . < S 3 49 = © o a4 N =
N~ ul S g -3 8m s 806 b P R N
~ O s 2 3 a4 = > 49 8 9 © &
A =< =8 = & s =
~ * ~

Aceites esenciales

Figura 3.2. Porcentaje de inhibicion de los AEs promisorios sobre la AChE.

Con base en la anterior grafica se puede observar que 21 AEs, del total evaluados, tuvieron
efectos inhibitorios por debajo del 40 %. Dichos resultados de inhibicién contrastan con sus
valores de CLso, ya que estos ultimos fueron inferiores a la concentracién utilizada en el
ensayo de inhibicién de la enzima en cuestion (500 ppm). Por lo tanto, no es posible asociar
la mortalidad del insecto causada por el AE a la inhibicién de la AChE por efectos del AE.
Cabe la posibilidad que sea otro el mecanismo de accién que altere las funciones
metabdlicas, bioquimicas y fisiol6gicas en el insecto para provocar su muerte (Tripathi et
al., 2009).

Lo anteriormente expuesto se puede ejemplificar con los AEs de F. vulgare (al), A.
dracunculus (a3) y P. anisum (a10), los cuales se caracterizan por ser ricos en fenilpropanos
(estragol y anetol) y por tener CLso entre 16 y 70 uL/ L aire. Pese a considerarse como
activos contra T. castaneum, dichos AEs no causaron una fuerte inhibicién sobre la enzima

estudiada (entre el 35y 40 %) por lo tanto, puede que éstos generen la muerte del insecto
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a través de otros mecanismos como el estrés oxidativo que esta reportado para sus

componentes mayoritarios (Olmedo et al., 2015).

Bajo la misma tendencia se encuentra el AE de L. origanoides (all) que no tiene reportes
de actividad inhibitoria sobre la AChE, pero que en la presente investigacion la pudo inhibir
en un 35 %. Dicho resultado concuerda con otros previos, en los que los componentes
mayoritarios de dicho aceite (timol y carvacrol), fueron evaluados sobre la AChE de otros
artrépodos, con resultados de inhibicibn muy reducidos (Anderson & Coats, 2012; Arif et
al., 2018). Lo anterior sugiere que, si bien pudo haber algun efecto inhibitorio de all sobre
la enzima de T. castaneum, no es probable que se haya debido al efecto de sus
componentes mayoritarios y que el mecanismo de accion principal de dicho AE en la

mortalidad del insecto sea otro (Mila Jukic, Politeo, Maksimovic, Milos, & Milos, 2006).

Un caso particular se presenta con los AEs de E. cardamomum (a4), Eucalyptus sp (a20) y
X. discreta (a22) que tienen contenidos de eucaliptol entre 12.5 y 43.9 %., el cual tiene
reportada una potencial actividad inhibitoria sobre la AChE (Aazza, et al., 2011). Pese a
esto, los AEs mencionados tuvieron porcentajes de inhibicién bajos frentes a los reportados
para el compuesto puro. Lo anterior conlleva a concluir que los deméas metabolitos
presentes en los AEs pueden tener un efecto antagénico e impedir que la enzima se inhiba
(Khorrami et al.,, 2018). Bajo esta misma tendencia, se puede apreciar los AEs de Z.
monophyllum (a2), C. sinensis (al5), C. album (a23) y L. alba (a5) que tuvieron una
inhibicién sobre la enzima entre el 0 y el 30% pese, a que tienen contenidos importantes de
B-pineno y limoneno, monoterpenos con actividad reportada sobre AChE (Abdelgaleil, et
al., 2009; Houghton, et al., 2007)

En la Figura 3.2. se puede observar que los Unicos AEs que, a la concentracién evaluada,
tuvieron porcentajes de inhibicidn de la actividad catalitica de la enzima superiores al 60 %
fueron los de P. nigrum (a7) y R. officinalis (a18), con un 89.73 y 64.35 %, respectivamente.
Por lo tanto, a estos dos AEs se les estimé la Clso Yy los resultados se presentan en la Tabla
3.4. Con base en la tabla se puede observar que los aceites a7 y al8 requirieron
concentraciones muchos més altas, en comparacién con el Nuvan ®, para provocar la

inhibicion.
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Tabla 3.4. Concentracion inhibitoria 50 de los AEs de P. nigrum y R. officinalis sobre la AChE de T.

castaneum
. Clso (ppm)
Sustancia (Limite de confianza 95%)
P. nigrum Py
(268.06-347.41)
.. 418.26
R. officinalis (322.23-539.77)
Nuvan ® <12

Asi pues, al comparar la Clsp de los aceites a7 y al8 (303.11 y 418,26 ppm,
respectivamente) con sus valores de Clso (43.91 y 191.49 L/ L aire, respectivamente) se
observa que las concentraciones inhibitorias son mucho mayores que las concentraciones
letales, lo que sugiere que la mortalidad del insecto puede estar relacionada con un efecto
inhibitorio sobre la AChE, pero la inhibicion de dicha enzima no es el principal mecanismo

de accion de los AEs mencionados.

No obstante, los aceites a7 y al8 se caracterizaron por contener eucaliptol, limoneno y a-
pineno como compuestos mayoritarios, los cuales tienen reporte de ser fuertes inhibidores
de la enzima evaluada (Houghton, et al., 2007). Sin embargo, al ser los AEs mezclas de
metabolitos que interactian de diferentes maneras, pueden generar sinergismos o
antagonismos que desencadenen diversas respuestas fisioldégicas dentro de los insectos.
Tal es el caso de la dupla entre a-pineno y 3-cariofileno (también mayoritarios en los a7 y
al8) que combinados tienen una actividad fumigante sobre T. castaneum mucho mas

potente que la que tienen los compuestos individuales (Chaubey, 2012).
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3.3.3. Agrupamiento cluster KNN

Con la informacion obtenida hasta el momento, se construy6é un agrupamiento de los AEs

teniendo en cuenta su actividad insecticida, su composicidén quimica relativa y el porcentaje

de inhibicién de la enzima AChE; con el fin de encontrar un perfil de AEs que cuente con

las mejores caracteristicas. La Tabla 3.5 de parametros es la que se utiliza para la

construccion de dicho agrupamiento.

Tabla 3.5. Tabla de parametros de agrupacién enzima AChE

AE % Inh Monoterpenos Sesquiterpenos Fenilpropanos
F. vulgare 31.70 21.8 0 60.9
Z. monophyllum 22.72 89.6 8.4 0
A. dracunculus 32.52 6.2 1.9 88.5
E. cardamomum 15.78 96.7 0.1 0
L. alba 4.22 96 0 0
P. aduncum 24.08 38.6 58.1 0
P. nigrum 89.73 57.2 28.5 0
P. eriocladum 18.50 95.9 0 0
H. juniperinum 25.44 22.3 19.8 0.3
P. anisum 31.84 10.1 0.3 77.4
L. origanoides 31.56 78.7 5.6 25
P. aequale 38.30 15.6 0 79.1
L. angustifolia 9.12 73.8 17.3 0
M. fragrans 10.61 87.6 0.6 8.4
C. sinensis 19.86 77.7 4.1
Cupressus sp. 17.41 96.5 0
S. molle 31.97 38.9 15 0.1
R. officinalis 64.35 84.9 7.4
H. mexicanum 12.11 26.1 5
Eucalyptus sp. 20.34 73.5 17.4
O. basilicum 32.11 16.4 43.9 241
X. discreta 30.68 79.1 10.9

C. album 36.26 82.1 5.6 0.2

Otros

compuestos

o O o

23.1

8.7

0.2

4.7

56.8
1.6
3.8

CLso
(uL/L aire)

16.234
18.537
22.775
29.371
34.144
41.91
43.906
58.288
67.269
79.162
87.71
92.3
107.691
115.253
138.325
152.298
160.045
191.491
229.065
232.759
234.012
237.229
264.586
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El algoritmo k-means mostré que los 23 AEs se clasificaron en tres grupos tal y como se

muestra en la Tabla 3.6.

Tabla 3.6. Agrupamiento k-means de los 23 AEs en funcién a sus caracteristicas e inhibicion de la AChE.

Grupol Grupo 2 Grupo 3
F. vulgare L. angustifolia |~ H. mexicanum
A. dracunculus M. fragrans Eucalyptus sp.
P. aduncum C. sinensis O. basilicum
P. nigrum cupressus sp X. discreta
H. juniperinum R. officinalis C. album
P. anisum Z. monophyllum S. molle
P. aequale E. cardamomum

P. eriocladum
L. alba

L origanoides

La variacion entre cada uno de los grupos formados se debe mayoritariamente al factor
CLso, al porcentaje de inhibicion y a la abundancia de monoterpenos y fenilpropanos.
Mientras que la abundancia en sesquiterpenos y otros compuestos no es significativa para

el modelo de agrupacién como se puede ver en la ANOVA de la Tabla 3.7

Tabla 3. 7. Variables que generan diferencias significativas entre los grupos formados de los 23 AE.

Fuente de Variacion F Pr>F
% Inhibicién 4.125 0.032
Monoterpenos 20.759 < 0.006
Sesquiterpenos 1.626 0.222
Fenilpropanos 7.688 0.003
Otros 0.853 0.441
CL50 36.898 < 0,0001

En la Figura 3.3 se muestra el perfil de cada grupo, cabe destacar que el rasgo que
distingue al grupo tres (color verde) son valores altos de CLso (baja actividad fumigante) y

abundancia pobre de fenilpropanos. El rasgo caracteristico del grupo dos (color azul) es
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que presenta una abundancia pobre de otros compuestos y una abundancia alta de
monoterpenos y una capacidad baja para inhibir la AChE. El grupo uno (rojo) se caracteriza
por tener una un porcentaje de inhibicion alto sobre la enzima, alto contenido de
fenilpropanos y la mejor actividad fumigante (CLso mas bajas). Por lo tanto, es en el grupo
uno donde se encuentran los AEs que tienen tanto la mejor actividad inhibitoria como la
mejor actividad fumigante de todo el grupo de AEs. Ademas, en dicho grupo estan aquellos
AEs que, en su mayoria, tienen un alto contenido de fenilpropanos. Lo anterior abre la
posibilidad que se utilicen AEs o mezclas de sus compuestos que tengan dichas

caracteristicas y asi potenciar el efecto inhibidor sobre la AChE de T. castaneum.

Perfil de las clases
00 4 - % %

200 +

100 +

inh_aChE Monoterpenas S quitenpenas Fenilpropanos  Oitros compuestos CL50

Figura 3.3. Perfil de los 3 grupos de AEs formados en el agrupamiento k-
means en la inhibicion de la AChE.

3.3.2.2.  Actividad inhibitoria de la GST

Ahora bien, se evalué la actividad inhibitoria de los 23 AEs sobre la enzima GST para
aproximar con esto, a otro mecanismo de accion sobre la mortalidad de T. castaneum. La
sobreproduccién de enzimas desintoxicadoras como la GST puede reducir la actividad
insecticida de los AEs, debido a que puede conjugar los metabolitos electréfilos que los

componen con GSH enddgeno del insecto y facilitar su excrecion (Hua, et al., 2014).
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Por lo tanto, en la busqueda de nuevos agentes fitosanitarios se hace primordial el estudio
de la inhibicion de enzimas como la GST, pues esta es una de las principales responsables
de la generacién de resistencia, ya que es una enzima inducible por algunos compuestos
quimicos. Como se pudo observar en la Tabla 3.2 el homogenizado proteico de T.
castaneum tuvo una actividad enzimética aproximada de 5.49 U/mL. Esta alta actividad
puede deberse a varios factores, uno de ellos esta asociado con la tolerancia hacia
insecticidas (principalmente organofosforados). Aun asi, es muy dificil establecer un
pardmetro que pueda unificar un criterio de la actividad de GST en un organismo ya que
se han estudiado gran cantidad de especies animales (entre ellas los insectos) y se ha
encontrado una amplia variacién de actividad dentro de grupos de organismos relacionados
(Sivori, 1993). Aunado a lo anterior, no se pudo utilizar un control positivo para la inhibicién

de la GST, debido a la disponibilidad de este tipo de inhibidores en el mercado.

Ahora bien, los resultados de inhibicion de la enzima por efecto de los AEs se muestran en

la Figura 3.4.
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Figura 3.4. Porcentaje de inhibicion de los AEs promisorios sobre la GST.
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Con base en la anterior figura se puede apreciar que la gran mayoria de los AEs utilizados
en esta investigacion tuvieron una inhibicion inferior al 40 % y que solo fueron tres los
aceites que causaron una actividad inhibitoria entre el 50 y 60% a la concentracion evaluada
(500 ppm). Estos fueron los aceites de C. sinensis (al5), P aduncum (a6) y Z. monophyllum
(a2), los cuales se caracterizan por estar compuestos principalmente por monoterpenos. A

estos AEs se les estimé la Clso. Los resultados se pueden observar en la Tabla 3.8.

Tabla 3.8. Concentracion inhibitoria 50 de los AEs de C. sinensis, P. aduncum y Z. monophyllum sobre la GST
de T. castaneum

Clso (ppm)

Aceite esencial (Limite de confianza 95%)

C. sinensis 681,61
' (550.88-894.28)
P. aduncum DI

(473.74-734.60)

671,03

Z. monophyllum (519.64-943.311)

Al comparar la Clsp de los aceites alb5, a6 y a2 (681.61, 579,89 y 671,03 ppm,
respectivamente) con sus valores de ClLsp (138.325, 41.91 y 18.537uL/L aire,
respectivamente) se observa que las concentraciones inhibitorias son mucho mayores que
las concentraciones letales, lo que sugiere que la mortalidad del insecto puede estar
relacionada con un efecto inhibitorio sobre la GST, pero la inhibicién de dicha enzima no es
el principal mecanismo de accién de los AEs mencionados. Para ninguno de los 23 AEs se
encontraron reportes en la literatura sobre la inhibicién del glutation-S-transferasa de T.
castaneum o de otro organismo. Lo que indica que este es el primer reporte de esta
actividad para los AEs promisorios. Es importante destacar que la exposicién de los
insectos a los AEs puede modificar la actividad o cantidad de las proteinas
desintoxicadoras, ya sea aumentandolas o disminuyéndolas. Un aumento en la presencia

de proteinas desintoxicantes pueda contribuir a la supervivencia del insecto, mientras que
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una disminucién de éstas puede generar un desbalance hormonal que se traduce en el

deterioro del crecimiento y finalmente la induccién de la muerte del insecto (Leyva, et al.,

2015). No obstante, en el presente estudio no se hace una caracterizacion in vivo por lo

tanto no se puede reconocer si hubo o no un aumento de esta enzima en los insectos

tratados.

Agrupamiento cluster KNN

Con la informacion obtenida hasta el momento, se construy6 un agrupamiento de los AEs

teniendo en cuenta su actividad insecticida, su composicidén quimica relativa y el porcentaje

de inhibicion de la enzima GST. La Tabla 3.9 de parametros es la que se utiliza para la

construccién de dicho agrupamiento.

AE

F. vulgare
Z. monophyllum
A. dracunculus
E. cardamomum
L. alba
P. aduncum
P. nigrum
P. eriocladum
H. juniperinum
P. anisum
L. origanoides
P. aequale
L. angustifolia
M. fragrans
C. sinensis
Cupressus sp.
S. molle
R. officinalis
H. mexicanum
Eucalyptus sp.
0. asilicum

X. discreta

% Inh

2.12
54.66
41.17

6.14
28.59
56.73

1.28
31.16

3.38
17.69
17.16
11.93

6.90

8.01
58.41
34.44
11.20
24.88
38.15
23.85
25.07

3.81

Tabla 3.9. Tabla de pardmetros de agrupacion enzima GST.

Monoterpenos

21.8
89.6
6.2
96.7
96
38.6
57.2
95.9
22.3
10.1
78.7
15.6
73.8
87.6
7.7
96.5
38.9
84.9
26.1
73.5
16.4
79.1

Sesquiterpenos

0
8.4
1.9
0.1

0

58.1
28.5

19.8
0.3
5.6

17.3
0.6
4.1

15
7.4

17.4
43.9
10.9

Fenilpropanos

60.9
0
88.5

o O O o

77.4
2.5
79.1

Otros
compuestos

o O O

23.1

8.7

0.2

4.7

56.8
1.6
3.8

ClLso
(uL/L aire)

16.234
18.537
22.775
29.371
34.144
41.91
43.906
58.288
67.269
79.162
87.71
92.3
107.691
115.253
138.325
152.298
160.045
191.491
229.065
232.759
234.012
237.229
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C. album 39.24 82.1 5.6 0.2 0 264.586

El algoritmo k-means mostr6é que los 23 AEs se clasificaron en tres grupos tal y como se

muestra en la Tabla 3.10.

Tabla 3.10. Agrupamiento k-means de los 23 AEs en funcion a sus caracteristicas e inhibicion de la GST.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
F. vulgare Z. monophyllum Cupressus sp.
A. dracunculus = E. cardamomum S. molle
P. anisum L. alba R. officinalis
P. aequale P. aduncum H. mexicanum
P. nigrum Eucalyptus sp.
P. eriocladum O. basilicum
H. juniperinum X. discreta
L. angustifolia C. album
M. fragrans C. sinensis

L. origanoides

La variacion explicada, es decir, la variacion entre los grupos se debe mayoritariamente al
factor CLso y a la abundancia de fenilpropanos y en un menor grado, al factor abundancia

de monoterpenos como se puede apreciar en la Tabla 3.11.

Tabla 3.11. Variables que generan diferencias significativas entre los grupos formados de los 23 AE.
Observacion F Pr>F

%Inhibicion 0.597 0.560
Monoterpenos | 8.24 0.002
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Sesquiterpenos 1.190 0.325
Fenilpropanos  188.932 < 0,0001
Otros 0.344 0.654
CL50 38.146 < 0,0001

En la Figura 3.9 se muestra el perfil de los tres grupos formados. El rasgo que distingue al
grupo tres (verde) son valores altos de CLso y poco contenido de fenilpropanos. El grupo
dos (azul) se distingue por valores un poco mas altos de monoterpenos en comparacion
con el grupo tres, asi como valores muy bajos de fenilpropanos. El grupo uno presenta
valores muy bajos de monoterpenos, de inhibicion y valores altos de CLso. Por lo tanto, los
monoterpenos son el factor que mayor influencia tienen en la inhibicion de la enzima GST.
Lo anterior corrobora la actividad inhibitoria de los aceites al5, a6 y a2, ubicados en los

grupos 2 y 3y que estan constituidos por monoterpenos principalmente.

Perfil de las clases
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Figura 3.5. Perfil de los AEs formados en el agrupamiento k-means en la inhibicion de la GST.
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3.3.2.3.  Actividad inhibitoria de la catalasa

La catalasa es la enzima desintoxicadora encargada de proporcionar la primera defensa en
el sistema antioxidante de los organismos, reduciendo especies reactivas de oxigeno
(EROs) como el H20.. Usualmente los animales, ya sean vertebrados o invertebrados,
poseen grandes cantidades de esta enzima, por lo que es fundamental para su
supervivencia. Lo anterior concuerda con la actividad enzimética de la catalasa estimada
en el homogenizado proteico de T. castaneum que fue de 1257.8 U/mL ya que son muchas
las reacciones de oxidacion que se pueden llevar a cabo en su metabolismo y de las cuales
requiere protegerse. Por lo tanto, los AEs promisorios se evaluaron con el proposito de
determinar si su actividad fumigante esté relacionada con la inhibicion de esta importante

enzima.

La Figura 3.6 se muestran los resultados de inhibicién sobre la enzima extraida del T.

castaneum.
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Como se puede apreciar en la figura anterior fueron siete los AEs que lograron una
inhibicibn mayor al 50 % de esta enzima, los cuales fueron Z. monophyllum (a2), H.
juniperinum (a9), L. angustifolia (al1l), S. molle (al7). Cupressus sp.(al6), Eucalyptus sp.
(a20) y X. discreta (a22), los cuales se caracterizan por tener cantidades importantes en su
composicion de monoterpenos, exceptuando el a9 cuyo contenido no supera el 21 %. Para
los demas AEs la cantidad de monoterpenos esté entre el 40y 95 %. La Tabla 3.12 muestra

las Clso.de los AEs mencionados.

Tabla 3.12. Concentracion inhibitoria 50 de los AEs con una inhibicion = 50 % de la catalasa.

Clso (ppm)

Aceite Esencial (Limite de confianza 95%)

Z. monophyllum (449?175%%1813.30)
H. juniperinum (405?9315-%955.21)
L. angustifolia (75_(2)3-1?;é-01)

S. molle (593.74%5-&55.75)
Cupressus sp. (247%%0-,61556.66)
Eucalyptus sp. (344%235-%???4.77)

616,83

X. discreta (531.47-725.37)

La tabla anterior muestra que, el AE con la Clso mas baja fue el de L. angustifolia con un
valor de 231.71 ppm. El resto de los aceites que hacen parte de este grupo fueron menos
activos con Clsp entre 380.15 y 705.05 ppm. Si se compara dichos valores con las CLso de
cada AE, se puede establecer que se requieren concentraciones mas bajas para controlar
al insecto via fumigante, que la que se requiere para inhibir dicha enzima Lo anterior
sugiere, que a la concentracion evaluada (500 ppm), el AE puede tener otros mecanismos
gue propician la muerte del insecto. Cabe destacar que ninguno de estos AEs tiene reporte
en la literatura como inhibidores de la catalasa, lo que constituye un primer reporte en dicha

actividad inhibitoria. Sin embargo, es importante precisar que la metodologia utilizada en la
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presente investigacion esta sujeta a factores ambientales como la temperatura que pueden

estar ligados a los cambios del comportamiento en la enzima.

Los demas 16 AEs evaluados tuvieron una inhibicién por debajo del 30 %, lo que se puede

deber a que dichos AEs, no tengan ninguna influencia sobre la actividad catalitica de la

enzimay, por lo tanto, afecten otros puntos dianas en el insecto. Igualmente, no se tienen

reportes de la inhibicién de la enzima para estas sustancias. No obstante, no se pudo utilizar

un control positivo para la inhibicion de la catalasa, debido a la disponibilidad de este tipo

de inhibidores en el mercado.

Agrupamiento cluster KNN

Con la informacion obtenida hasta el momento, se construy6 un agrupamiento de los AEs

teniendo en cuenta su actividad insecticida, su composicién quimica relativa y el porcentaje

de inhibicién de la enzima catalasa. La Tabla 3.13 de parametros es la que se utiliza para

la construccién de dicho agrupamiento.

AE

F. vulgare
Z. monophyllum
A. dracunculus
E. cardamomum
L. alba
P. aduncum
P. nigrum
P. eriocladum
H. juniperinum

P. anisum

% Inh

16.53
61.31
21.74
9.57
12.76
8.26
5.36
31.31
76.96
11.74

Monoterpenos

21.8
89.6
6.2
96.7
96
38.6
57.2
95.9
22.3
10.1

Sesquiterpenos

0
8.4
1.9
0.1

0

58.1
28.5

19.8
0.3

Fenilpropanos

60.9
0
88.5

o O O o

77.4

Tabla 3.13. Tabla de pardmetros de agrupacion enzima catalasa

Otros

compuestos

o O O

23.1
8.7

Clso
(UL/L aire)

16.234
18.537
22.775
29.371
34.144
41.91
43.906
58.288
67.269
79.162
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L. origanoides 7.40 78.7 5.6 25 87.71

P. aequale 3.48 15.6 0 79.1 92.3
L. angustifolia 81.74 73.8 17.3 0 0.2 107.691
M. fragrans 25.66 87.6 0.6 8.4 0 115.253
C. sinensis 23.48 7.7 4.1 4.7 138.325
cupressus sp. 51.31 96.5 0 0 152.298
S. molle 76.09 38.9 15 0.1 0 160.045
R. officinalis 26.96 84.9 7.4 0 0 191.491
H. mexicanum 18.70 26.1 5 56.8 229.065
Eucalyptus sp. 66.52 73.5 17.4 1.6 232.759
O. basilicum 43.48 16.4 43.9 24.1 3.8 234.012
X. discreta 64.35 79.1 10.9 237.229
C. album 3.63 82.1 5.6 0.2 264.586

El algoritmo k-means mostré que los 23 AEs se clasificaron en tres grupos tal y como se

muestra en la Tabla 3.14.

Tabla 3.14. Agrupamiento k-means de los 23 AEs en funcién a sus caracteristicas e inhibicion de la catalasa

Grupo 1
F. vulgare
Z. monophyllum
A. dracunculus
E. cardamomum
L. alba
P. aduncum
P. nigrum
P. eriocladum
H. juniperinum
P. anisum
L. origanoides

P. aequale

Grupo 2
L. angustifolia
M. fragrans
C. sinensis
Cupressus sp.
S. molle

R. officinalis

Grupo 3
H. mexicanum
Eucalyptus sp.
O. basilicum
X. discreta

C. album
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La variacién explicada, es decir, la variacion entre los grupos se debe en este caso al factor
CLso, las demas fuentes de variacion no son significativas, como se puede apreciar en la
Tabla 3.15.

Tabla 3.15.. Variables que generan diferencias significativas entre los grupos formados de los 23 AE.

Observacion F Pr>F
Promedio

Inhibicién 2.270 0.129
Monoterpenos 1.151 0.336
Sesquiterpenos  0.505 0.611
Fenilpropanos 1.833 0.186
Otros 1.446 0.259
CL50 98.486 <0,0001

Enla Figura 3.11 se muestra el perfil de los tres grupos formados. Cabe anotar que el rasgo
que distingue al grupo tres (verde) son los valores altos de CLso y abundancia baja de
fenilpropanos. El grupo dos (color azul) se distinguen por tener los porcentajes mas altos
de inhibicion de la enzima y una CLso intermedia. Los AEs de este grupo se caracterizan
por ser monoterpénicos ya que tienen cantidades muy bajas de sesquiterpenos,
fenilpropanos y otros compuestos. En el grupo uno (color rojo) se encuentran los AE que
se caracterizan por tener una amplia diversidad quimica y presenta ClLso bajas y bajos
porcentajes de inhibicién sobre la catalasa. De este agrupamiento se puede decir que a
pesar de que los monoterpenos no tuvieron un valor de significancia relevante, si se podria
decir que una alta abundancia de estos compuestos puede estar relacionada con la
inhibicion de la enzima ya que la mayoria de los AEs que la inhibieron tienen este tipo de

compuestos como mayoritarios.
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Perfil de las clases
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Figura 3.7. Perfil de los AEs formados en el agrupamiento k-means en la inhibicion de la catalasa

3.4. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES
(ACP)

La aplicaciéon del ACP en este trabajo, facilita el andlisis y agrupacion de los AEs evaluados
de acuerdo con su composicién quimica, a su capacidad de inhibicién de las enzimas de
interés y a la letalidad causada en el insecto. Esto con el objetivo de explicar de manera
integral el efecto de los aceites sobre Tribolium castaneum. El método de componentes
principales busca determinar que variables son las significativas sobre el efecto que pueda
tener sobre el gorgojo a través de la definicion de componentes en funcién de las variables
o descriptores utilizados (CL, %lnhibicion enzimatica; abundancia de cuatro clases de

metabolitos secundarios). Para determinar cudntas componentes definen la variacion del
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efecto de los AEs sobre el gorgojo rojo se utiliza los mayores valores propios, los cuales se

presentan en la Tabla 3.16.

Tabla 3.16. Valores propios y de varianza que definen las componentes que describen los efectos de los AEs
sobre T. castaneum.

F1 F2 F3 F4
Valor propio 2.262 1.856 1.116 1.036
Variabilidad (%) 28.278 23.202 13.947 12.956
% acumulado 28.278 51.480 65.427 78.382

Como se puede ver en la tabla, el espectro de actividad de 23 AEs puede explicarse en
funcién de 4 componentes con una varianza maxima 78 % del efecto de los AEs sobre el
gorgojo rojo. A partir de estos valores propios se puede construir el grafico BIPLOT que se

presenta en la Figura 3.8.

Variables (ejesF1 y F2: 51,48%)

Variables que

definen la parte
positiva del eje

Variables que
define la parte

negativa del eje

-1 -0.35 -05 -025 0 0.25 05 075 1
F1 (28,28 %)

eVarablkes axtvs

Figura 3.8. Grafico BIPLOT para el analisis de los efectos de los AEs sobre T. castaneum
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Las contribuciones més significativas por parte de los descriptores de los AEs a los ejes
factoriales estan dadas por el criterio de los mayores valores de coseno al cuadrado, lo que
significa que las variables que tengan los valores mas cercanos a uno (1) definen el eje (ver
Tabla 3.17 - valores en negrilla). Por lo tanto, se puede decir que la componente 1 positiva
esta descrita por la abundancia de fenilpropanos y la inhibicion de la AChE, y la componente
1 negativa esta descrita por la abundancia de monoterpenos y la inhibicion de GST.

Tabla 3.17. Valores de coseno cuadrado de los descriptores de los AEs

F1 F2 F3
Inh_catalasa 0.230 0.181 0.206
Inh_AChE 0.566 0.013 0.050
Inh_GTS 0.039 0.004 0.574
CL50 0.007 0.547 0.002
Monoterpenos 0.797 0.020 0.001
Sesquiterpenos 0.018 0.431 0.160
Fenilpropanos 0.677 0.059 0.048
Otros 0.101 0.316 0.082

El gréafico BIPLOT mostrado en la Figura 3.9 se construye incluyendo la posicion de los 23
AEs (Obs 1 a 23) con el objetivo de hacer evidentes las aceites que estan mas

correlacionados con cada uno de los gjes.
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Figura 3.9. Grafico BIPLOT de las variables y las observaciones activas relacionadas con los efectos de los
AEs sobre T. castaneum.

En la Figura 3.9 se puede observar, en la componente 1 positiva, que al disminuir la
abundancia de fenilpropanos y aumentar la de monoterpenos en los AEs, se reduce la
letalidad en el insecto, pero se aumenta la inhibicién de la AChE. La anterior observacion
se hace evidente al comparar la ubicacion el BIPLOT del aceite de F. vulgare (Observacién
1) y del aceite de P. nigrum (Observacién 7). Por otro lado, en la componente 1 negativa,
se puede observar que a medida que se reduce la proporcién de monoterpenos y se
incrementa la cantidad de sesquiterpenos se logra una mayor inhibicion de la GST. La
anterior descripcién se hace evidente al comparar la posicion en el BIPLOT del aceite de L.
angustifolia (Observacidn 5) con la ubicacion del aceite de Z. monophyllum (Observacién
2). Con respecto a la inhibicién de la enzima catalasa no se encontré un patrén claro que

se pueda seguir para determinar el comportamiento de la inhibicién frente a la composicion.
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3.5. CONCLUSIONES

El presente estudio realizé un aporte al conocimiento mediante la caracterizacion del
enzimética del homogenizado proteico de T. castaneum y el estudio de inhibicion de la
actividad catalitica de AEs sobre enzimas de importancia vital para T. castaneum. Los

resultados obtenidos en esta investigacion permitieron concluir.

e El homogenizado proteico de T. castaneum, usado en la presente investigacion,
conto con la presencia de las enzimas acetilcolinesterasa, glutation s transferasa y
catalasa, las cuales tuvieron una actividad especifica de 0.53, 5.49y 1257.82 U/mL,
respectivamente.

e De los 23 AEs evaluados a 500 ppm solo dos causaron una inhibicion sobre la
enzima AChE, que correspondieron a los AEs de P. nigrum (Clso = 303.11 ppm) y
R. officinalis (Clso = 418.26 ppm), los cuales contienen Unicamente monoterpenos
y fenilpropanos en su composicion.

e Los AEs de C. sinensis, P. aduncum y Z. monophyllum fueron los Unicos capaces
de inhibir en mas del 50 % la actividad de la GST a una concentracién de 500 ppm.
Los deméas AEs generaron una inhibicion inferior al 40 %. Para ninguno de los 23
AEs se encontraron reportes en la literatura sobre la inhibicién de la GST de T.
castaneum, por consiguiente, este es el primer reporte para dicha actividad. Los AEs
gue contienen una concentracion alta de monoterpenos y, algin contenido de
sesquiterpenos, son los que inhiben mejor la GST, a pesar de tener una CLs alta.

e Los AEs de Z. monophyllum, H. juniperinum, L. angustifolia, S. molle, Cupressus sp.
Eucalyptus sp. y X. discreta tuvieron el mayor efecto inhibidor sobre la catalasa con
porcentajes de inhibicion entre el 50 y 80 %, a una concentracion de 500 ppm. Los
demas AEs evaluados tuvieron una inhibicién por debajo del 30 %. Para ninguno de
los AEs evaluados se encontraron reportes en la literatura sobre la inhibicién de la
catalasa de T. castaneum, por consiguiente, este es el primer reporte. Los
monoterpenos pueden ser los metabolitos responsables involucrados en la
inhibicion de dicha enzima.

e La concentracion de los AEs, en cada uno de los ensayos de inhibicion, fueron muy
superiores a sus CLse. Por lo tanto, la mortalidad del insecto puede estar relacionada
con un efecto inhibitorio sobre las enzimas evaluadas, pero no son el principal

mecanismo de accion de la muerte del insecto. Sin embargo, se encontraron
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algunos AEs capaces de inhibir mas de una enzima, a la misma concentracion. Tal
es el caso de Z. monophyllum que fue un muy buen inhibidor de la GTS y catalasa
y, ademas inhibié, aunque en menor proporcién, la AChE. Este tipo de AEs se
pueden convertir en sustancias multidiana para el control de T. castaneum.



RECOMENDACIONES

Determinar si los AEs promisorios causan otros efectos sobre el T. castaneum, por
ejemplo, repelencia, toxicidad por contacto, deterrencia alimentaria e inhibicion de
la reproduccion.

Realizar las pruebas de inhibicion enzimética in vivo para corroborar si hay o no,
sobre expresion de las enzimas de interés.

Evaluar otros puntos diana que puedan ser afectados por los AEs, como por ejemplo
los canales GABA, receptores octopaminérgicos, el complejo citocromo p450, entre
otros.

Realizar estudios de adaptacién a cultivo de las especies vegetales mas promisorias
para el control de T. castaneum.

Evaluar la actividad insecticida sobre T. castaneum de los compuestos mayoritarios
presentes en los AEs promisorios, y asi corroborar su relacion con el efecto
causado.

Diseflar mezclas con los AEs y/o compuestos puros para potenciar la accion
insecticida.
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e Elettaria cardamomum (DB-5)
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e Hypericum mexicanum (DB-5)

Clromatogram 21 C-\Users User' Desktop! Juhet-MarySebastian' 21 qzd

TIC
36,991 256 &
E s
g
T ¥ ! SIZ'!.D m GE!.D ?E!.D 740
oEn
e Hypericum mexicanum (INNOWAX)
Chromstogram WA C-\Users User Dasktop Fulist-Mary Sebastiant WA qzd
TIC
24,340 915

A
57433

6-—_i;__——f:m
=

"
&=
=

2
=
-
=
=



Anexos

123

e Lipiaoriganoides (DB-5)

Chronmtograns 25 T Ukars' Usar' Dealeop Fuliet-Man Selestan 2 5 qed

31,492,204 Hl = E

=| e A

0 ' sl

e Lipiaoriganoides (INNOWAX)

Chromatogram WA C\Users\User Decktop! Tuliet-Mary' Sebastian WA™4 ged

TIC

26,805,550 = =

55,783




Efectos insecticidas y bioquimicos de AEs sobre T. castaneum

124
e Cupressus sp. (DB-5)
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e Rosmarinus officinalis (DB-5)
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e Citrus sinensis (DB-5)
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Piper aequale (DB-5)
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e Coleonema album (DB-5)
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e Pimpinela anisum (DB-5)
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e Lippiaalba (DB-5)
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e Xylopia discreta (DB-5)
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e Piper aduncum (DB-5)
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o Eucalyptus sp. (DB-5)
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