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Resumen

Se ha determinado la actividad antialimentaria de tres grupos de terpenoides
(diterpenos neo-clerodanicos, sesquiterpenos y limonoides), frente al escarabajo de la
patata, Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae), y la gardama,
Spodoptera exigua (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae). Se han escogido estas dos
especies por su importancia econémica y por sus distintos hdbitos alimenticios, ya que

el escarabajo de la patata es una especie oligdfaga y la gardama es polifaga.

La evaluacion de la actividad antialimentaria de los compuestos objeto de
estudio (15 de origen botanico y 29 derivados hemisintéticos) se realizd mediante
ensayos de alimentacién de corta duracion en condiciones de preferencia (indice de
disuasion) y de no preferencia (indice antiapetitivo). Asimismo, se comparo la actividad
dentro de cada grupo de compuestos en funcién de la modificacion de sus grupos
funcionales para tratar de establecer la relacion estructura-actividad. Los resultados
ponen de manifiesto como minimos cambios en la estructura de las moléculas son
responsables de cambios, tanto del tipo de actividad antialimentaria (actividad
disuasoria y/o actividad antiapetitiva) como de su especificidad por alguna de las dos
especies. El estudio de los diterpenos neo-cleroddnicos indica la importancia de la
presencia del anillo de decalina y del grupo epdxido entre C-4 y C-18 como
determinante de la actividad para ambas especies. Otro factor importante a tener en
cuenta son las funciones que aparecen sobre C-6 y C-19, las cuales determinan cambios
en la actividad antialimentaria, especialmente de tipo disuasoria, en larvas de S. exigua.
Los carbonos C-6 y C-15 parecen jugar un importante papel en la actividad de los

sesquiterpenos estudiados en este trabajo. En cuanto a los limonoides, la funcionalidad
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en C-1 y C-3, ya sea hidroxilo o cetona, son los principales responsables de actividad,

mientras que el grupo epoxido en posicion C-14-15 no parece ser imprescindible.

En general, .dentro de cada uno de los grupos de terpenoides se observo que
habia mas compuestos con actividad antialimentaria frente a larvas de L. decemlineata
que frente a larvas de S. exigua. La tinica excepcion corresponde a los grupos de las
ajugarinas y los eudesmanos, que solo fueron activas frente a larvas de S. exigua.
Ademas, de los 15 compuestos naturales analizados, 12 de ellos presentaban actividad
antialimentaria frente alguna de las dos especies de insectos. Por el contrario,
aproximadamente la mitad de los compuestos hemisintéticos carecian de actividad.
Estos resultados ilustran la eficacia de las plantas en la sintesis de defensas quimicas
frente a herbivoros y sugieren que la estructura global de la molécula es importante para

mantener la actividad biologica.

Con el objetivo de establecer el modo de accidon de algunos de los compuestos
que mostraron mayor actividad, se realizaron ensayos nutricionales para distinguir si su
actividad antialimentaria podia deberse a un efecto disuasorio de la alimentacion o a un
efecto toxico post-ingestivo. Estos indices se calcularon durante un periodo en el que
las larvas se alimentaban con discos foliares tratados con los compuestos a ensayar a
diferentes dosis (periodo de tratamiento) asi como durante el periodo inmediatamente
posterior en que se alimentaban sobre discos no tratados (periodo de post-tratamiento).
Para L. decemlineata se utilizaron los diterpenos teumassilenina A y teumassilenina C.
En el caso de S. exigua estudiamos el neo-clerodano scutecyprol A.

Las reducciones del consumo, el crecimiento y la eficiencia de conversion del
alimento ingerido en larvas alimentadas con teumassilenina A en el periodo de post-
tratamiento suguieren un modo de accion toxico en las larvas de esta especie. Por el
contrario, las larvas alimentadas con teumassilenina C se recuperan durante este
periodo, al igual que las larvas que estuvieron en ayuno, indicando que actua como
disuasorio de la alimentacion. Estos resultados ponen de manifiesto como pequefios
cambios estructurales pueden modificar el modo de accion de estos compuestos. En
cuanto al otro compuesto estudiado, el neo-clerodano scutecyprol A, nuestros resultados
con indices nutricionales confirman que este compuesto tiene un modo de accidon

disuasorio frente a larvas de S. exigua.
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Los insectos son capaces de metabolizar una gran variedad de compuestos
exogenos, entre los que se encuentran los metabolitos secundarios presentes en sus
plantas-huesped, por medio de la actividad de sus enzimas de detoxificacion. Las
enzimas de detoxificacion son energéticamente costosas, por lo que es esperable que el
insecto intente eliminar mediante la induccion de enzimas de detoxificacion los
metabolitos secundarios que sean toxicos, mientras que esta inducciéon no seria
necesaria para aquellos compuestos que sOlo sean disuasorios de la alimentacion.
Nuestro objetivo es comprobar si esta respuesta enzimatica dependiente del modo de
accion del compuesto al que estan expuestos también ocurre en larvas de S. exigua. Para
ello hemos seleccionado el scutecyprol A, un diterpeno neo-clerodano con una potente
actividad como disuasorio de la alimentacion frente a larvas de S. exigua y que no
mostraba efectos post-ingestivos y una mezcla de limonoides (1,7-di-O-
acetilhavanensina y 3,7-di-O-acetilhavanensina, aislados a partir de extractos de
semillas de Trichilia havanesis (Meliaceae), que mostrd6 un modo de accion toxico
frente a larvas de S. exigua.

Hemos caracterizado las principales actividades enzimaticas de detoxificacion
(mono-oxigenasas P-450, esterasas y glutation S-transferasas) presentes en los extractos
digestivos de larvas de S. exigua. Nuestros resultados demuestran que los efectos de los
compuestos ensayados sobre las actividades enzimaticas de esta especie se ajustan a su
modo de accidon. Asi, la mezcla de limonoides, con un modo de accidn toxico, afecta a
la actividad de las enzimas de detoxificacion en los periodos de tratamiento y post-
tratamiento. Por el contrario, el scutecyprol A, con un modo de accidon disuasorio de la

alimentacion, no tiene ningun efecto sobre estos procesos enzimaticos.

Vi



CAPITULO 1

Introduccion

1.1. METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS CON ACTIVIDAD
INSECTICIDA

A lo largo de la evolucion, tanto las plantas como los insectos han ido adaptandose a
las presiones ambientales a las que han estado sometidos. Asi, las plantas han
desarrollado diferentes mecanismos por los cuales, por un lado, atraen a insectos que
son beneficiosos para ellas y por otro, se defienden frente al ataque producido por
insectos fitofagos. Por su parte, los insectos han desarrollado estrategias para evadirse
de las defensas generadas por las plantas, credndose asi un equilibrio dindmico entre

plantas e insectos (Harborne, 1982).

Como resultado de la coevolucion entre plantas e insectos, las plantas han
desarrollado una inmensa variedad de mecanismos de defensa, que pueden ser de tipo
fisico o quimico, gracias a los cuales adquieren una serie de ventajas adaptativas
(Boulter, 1993). Los mecanismos de tipo fisico, son aquellos que implican una
modificacién morfoldgica en la planta, que supone una barrera al insecto en su intento
de acceso a ésta. Estas modificaciones se observan en las plantas como espinas,
tricomas, ceras, etc (Deverall, 1979). Las defensas de tipo quimico pueden ser directas
en forma de sustancias toxicas, disuasorias, repelentes y reductoras de la digestibilidad

(Cornell y Hawkins, 2003), o indirectas mediante sustancias volatiles que atraen a los
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enemigos naturales (depredadores y parasitoides) de los insectos que atacan a la planta

(Turlings et al., 1995).

Whittaker y Feeny (1971) propusieron el termino de compuestos aleloquimicos para
referirse a sustancias no nutricionales producidas por individuos de una especie y que
afecta al comportamiento, el desarrollo o la biologia de individuos de otras especies. En
plantas, estos compuestos quimicos denominados también metabolitos secundarios, ya
que no estdn implicados directamente en los procesos metabolicos primarios o de
crecimiento y desarrollo de la planta, tienen una funcidon ecoldgica importante como
defensas quimicas contra microorganismos, insectos, otros herbivoros e incluso contra
otras plantas (Balandrin et al., 1985; Feeney, 1992; Berenbaum y Rosenthal, 1992). La
importancia de los metabolitos secundarios en las interacciones planta-insecto es bien
conocida, pudiendo actuar de forma constitutiva o inducible como atrayentes,
repelentes, estimulantes o inhibidores de la alimentacion o de la oviposicion, como

sustancias toxicas y como reguladores del desarrollo (Jacobson, 1989; Ascher, 1993).

Hasta la fecha, se han identificado mas de 100.000 metabolitos secundarios en
plantas (Dixon, 2001). Sin embargo, se considera que el potencial que ofrece el reino
vegetal como fuente de compuestos potencialmente tutiles no ha sido suficientemente
aprovechado, ya que sélo un limitado porcentaje de las 270.000 especies de plantas
superiores conocidas han sido investigadas en cuanto a sus compuestos activos y es
frecuente el caso en que las plantas son investigadas solamente por un tipo especifico de

actividad bioldgica (Balandrin et al.,1985).

En funcion de la ruta metabolica que los sintetiza, los metabolitos secundarios de
plantas se pueden dividir en cinco grandes grupos (Nakanishi et al., 1974; Croteau,

2000):

1 Terpenoides: Se conocen unos 25.000 y todos ellos poseen un precursor de 5 carbonos
que es el isopreno. Es el grupo que presenta una mayor diversidad estructural, e incluye

aceites esenciales, resinas, fitoesteroides, piretrinas de origen natural y saponinas.

2 Alcaloides: Se han descrito alrededor de 12.000. Todos ellos poseen al menos un
atomo de nitrogeno en su estructura. Se sintetizan principalmente a partir de

aminoacidos.
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3 Fenoles: Se conocen unos 8000 compuestos fenolicos y todos ellos provienen de la
ruta del acido siquimico. Algunos de los mas conocidos son las quinonas, cumarinas ,

ligninas y taninos .

4 Policetometilenos: Se conocen alrededor de 6000 compuestos de este tipo, que

provienen dela ruta biosintética del acetato, via malonil-coenzima A.

5 Metabolitos de biogénesis mixta, que provienen del acoplamiento de dos o mas partes
estructurales biosintetizadas por las rutas metabolicas indicadas anteriormente. Algunos
de los mas conocidos con accidn insecticida son los flavonoides, y algunos alcoloides

como la ergotamina. (Nakanishi et al., 1974).

Los mecanismos de defensa quimicos que las plantas han desarrollado a lo largo
de la evolucidn tienen un gran potencial en el desarrollo de métodos mas racionales para
el control de plagas, bien como protectores naturales de las plantas o como modelos

para el desarrollo de productos sintéticos (Murray et al.,1999).

1.1.1. INSECTICIDAS DE ORIGEN BOTANICO

El registro de nuevos productos insecticidas en la Uniéon Europea demanda unos
requerimientos cada vez mads estrictos sobre selectividad e impacto ambiental. La
abundancia de metabolitos secundarios en las plantas ofrece excelentes perspectivas
para su extraccion, identificacion estructural y evaluacion como plaguicidas (McLaren,
1986). Estos productos, ademds de su alta selectividad y baja persistencia ambiental,
tienen especial interés debido a que podrian retrasar la aparicion de resistencia, ya que
estan constituidos por una mezcla de varios compuestos con distinto modo de accidén
(Vollinger, 1987). La identificacion estructural y evaluaciéon de estas sustancias
constituye uno de los objetivos de la quimica de los productos naturales y es un
importante paso para desarrollar métodos mas racionales para el control de plagas

(McLaren, 1986; Coll, 1988).

Los extractos de origen vegetal han sido usados como productos insecticidas
desde la antigiiedad. En muchas regiones del mundo, especialmente en las comunidades

indigenas donde se produce para el autoconsumo, esta practica se ha seguido usando a
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través de generaciones y representan un recurso renovable, mas accesible y economico
que los insecticidas quimicos sintéticos. El auge de la Agricultura Ecoldgica en los
paises industrializados, que autoriza el uso de estos compuestos, ha hecho resurgir su
interés econdomico y la busqueda de plantas con nuevas actividades insecticidas. La
comercializacion de insecticidas de origen botdnico, basados en extractos de plantas
activas, ha experimentado un incremento considerable en los ultimos afios.
Actualmente, representan un 1% del mercado mundial de insecticidas y con

incrementos anuales entre el 10 y el 15% (George et al., 2000)

La primera generacion de insecticidas de origen botanico incluye extractos y
compuestos derivados de plantas tales como piretrinas, rotenoides y alcaloides. Algunos
de estos compuestos fueron la base para la elaboracion de insecticidas sintéticos de
segunda generacion, como es el caso del las piretrinas naturales obtenidas de flores de
Chrysanthemum cinerariaefolium (Compositae) que dieron origen a los piretroides
sintéticos (Casida y Quistad, 1998). Entre los rotenoides, la rotenona, obtenida
principalmente de las raices de algunos géneros la familia Leguminosae (Derris,
Lonchocarpus), ha sido ampliamente usada como insecticida. El alcaloide mas
importante como insecticida es la nicotina, que se extrae de las hojas de al menos 18

especies del género Nicotiana (Solanaceae) (George et al., 2000).

Muchas especies de plantas, pertenecientes a las familias de las meliaceas,
labiadas y rutaceas, han recibido atencion en los ultimos afios debido al hecho de que
poseen numerosos terpenoides que actiian como antialimentarios, toxinas y reguladores
del crecimiento de los insectos (Connolly, 1983; Wheeler e Isman, 2001). Un ejemplo
particularmente relevante de este grupo de sustancias es la azadiractina, un terpeno de
estructura compleja (Jones et al., 1989) aislado de Azadirachta indica (el arbol del
neem) y de Melia azedarach (Meliaceae), del que existen numerosas formulaciones
registradas (Parmar, 1995) y es ampliamente utilizado en diversos sistemas de
produccion. Sus hojas y frutos han sido usadas en India y Sri Lanka durante siglos para
proteger libros, ropa y comida almacenada del dafio de los insectos (Adhikari, 1980).
Hay casos de especies sensibles a la azadiractina en la mayoria de los o6rdenes de
insectos (Schmutterer, 1995a). En ensayos de laboratorio se han observado efectos

sobre enemigos naturales (Schmutterer, 1995b; Vinuela et al., 1998). Sin embargo, los
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efectos secundarios en campo han sido nulos o tolerables en la practica (Schmutterer,

1995b; Vifuela et al., 1996).

Existen multiples formulaciones de neem, que se han registrado para la
proteccion de diversos cultivos, donde la principal materia activa es el limonoide
azadiractina. Entre ellas estdn los productos comerciales: “Azatin”, “Bioneem” y
“Neemesis” en los EEUU, “Safer’s ENI” en Canada, “RD-9 Repelin”, “Welgro”,
“Neemguard” y “Neemark” en la India y “NeemAzal” de una firma alemana (Mordue
(Luntz) y Blackwell, 1993). Otros productos son “Nimbosol”, “Biosol”, “Neemrich”,
“Margosan-O”y “Align” (Ascher, 1993). Solamente en la India, Parmar (1995), cita 35
productos del neem que se han desarrollado comercialmente para el control de plagas.
En nuestro pais, los productos comerciales de la azadiractina son “Align” y Neemix,

(http://www.mapya.es/es/agricultura/pags/fitos/registro/introregistro.htm), los cuales

tienen registro para el control de pulgones, moscas blancas, adcaros y diversas orugas en

arandanos, arboles y arbustos.

1.1.2. MODO DE ACCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE ORIGEN
BOTANICO FRENTE A INSECTOS

Los insectos pueden ser repelidos por compuestos volatiles emitidos por las
plantas, o una vez que se establecen sobre estas ser disuadidos de continuar
alimentandose u ovipositando (Schoonhoven 1982). Varios constituyentes quimicos de
las plantas sirven como estimulos olfativos y gustatorios para los insectos. Estos
compuestos quimicos pueden ser nutrientes (aztcares, aminoacidos, fosfolipidos, etc.) o
metabolitos secundarios (terpenoides, glucosinolatos, taninos, ligninas, etc.) (Tabla
1.1). La actividad de estos compuestos parece ser debida a los efectos producidos sobre
quimiorreceptores presentes en las antenas y el aparato bucal del insecto (Messchendorp
et al., 1998; Huotari et al., 2003). Se sabe que algunos terpenoides y alcaloides actian
sobre una neurona situada en los organos maxilares de los insectos (Blaney et al, 1988;
Bernays et al., 2002). Asi mismo, se han identificado en larvas de Pieris brassicae L.
(Lepidoptera) dos neuronas maxilares que responden a compuestos de accion
disuasoria, tales como las cardenolidas y la azadiractina (Joop et al., 1999). La actividad

disuasoria de los sesquiterpenos driménicos estd relacionada con su capacidad para
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formar aductos con grupos amino y sulfhidrilo de los receptores del insecto (Jansen y de
Groot, 1991).

Los metabolitos secundarios con actividad tdxica pueden actuar a diferentes
niveles sobre la fisiologia del insecto (Tabla 1.1). Los modos de acciéon més conocidos
son aquellos que afectan a: a) el sistema nervioso, como agonistas de neurotransmisores
o interfiriendo con los canales implicados en la transmision del impulso nervioso
(Wink, 2000) b) la produccion de energia, inhibiendo enzimas implicadas en la
respiracion celular (Miyoshi, 1998); c) el sistema endocrino, actuando como reguladores
del crecimiento que inhiben la formacion de la muda o alterando la funcion de las
hormonas que regulan estos mecanismos (Mordue (Luntz) y Blackwell, 1993); d) la
replicacion del DNA (Wink, 2003); y e) el proceso digestivo, actuando como reductores
de la digestibilidad o inhibiendo la actividad de enzimas hidroliticas (Rhoades, 1979;
Koul et al, 1996).
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Tabla 1.1: Modo de accion de metabolitos secundarios sobre insectos.

Compuesto Modo de accién Referencias
Interferencia con la replicacion del DNA Wink, (2003)
Interferencia con el transporte en membranas Wink et al., (1998)
Alcaloides o )
Inhibicion de enzimas Fellows et al., (1986)
Agonista de la acetil colina Sultana et al., (2002)
) Inhibicion de la NADH deshidrogenasa en el ) )
Flavonoides Miyoshi, (1998)
transporte respiratorio de e
Repelentes y disuasorios Ave et al., (1987)
Interfieren en la produccion de la hormona de la
Terpenoides muda y de la hormona juvenil Mordue (Luntz) y
Inhibidores de la sintesis de quitina Blackwell (1996)
Inhibicion de enzimas digetivas Koul et al. (1996)
Glicosidos Inhibicion de la citocromo oxidasa en el transporte )
) ) ) ) Wink, (2003)
cianogénicos respiratorio de e
Glucosinolatos Repelentes y disuasorios Erickson y Fenny (1974)
Cumarinas Reaccionan de forma irreversible con el ADN Berenbaum et al., (1991)
Taninos y Ligninas | Reductores de la digestibilidad Rhoades (1979)
Quinonas Reductor de la digestibilidad Felton et al., 1992
Acttian sobre los canales de sodio de las neuronas
Piretrinas interfiriendo con la transmision del impulso Bloomquist (1996)
nervioso
) Repelentes y disuasorios Soulé et al., (2000)
Saponinas
Alteran la estructura de membranas Pelah et al., (2002)
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1.1.3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIALIMENTARIA Y MODO DE
ACCION.

Muchas sustancias de origen vegetal previenen o reducen la alimentacion en
insectos como resultado de efectos pre- (disuasorio de la alimentacion) y post-ingestivos
(toxico) (Schoonhoven, 1982; Klocke et al., 1989). La estrategia mas eficaz para
encontrar sustancias con actividad antialimentaria es la de aislar de plantas sus
metabolitos secundarios y ensayar estos compuestos frente a insectos. Adicionalmente,
se pueden modificar quimicamente estos compuestos activos, con el objetivo de
dilucidar la relacion estructura quimica-actividad. Estos estudios tienen como finalidad
el facilitar el disefio de moléculas activas mas simples, que puedan ser obtenidas por
sintesis quimica, asi como modular la actividad y la especificidad de los compuestos
naturales activos, ampliando su potencialidad como insecticidas biorracionales

(Rodriguez et al., 1999).

Una importante consideracion al evaluar compuestos aleloquimicos, es la
seleccion de las especies de insectos. Debe tomarse en cuenta su importancia
econdmica, facilidad de cria y rango de sensibilidad a sustancias quimicas (Kubo,
1993). El estado bioldgico del insecto es otro factor importante, ya que las larvas
neonatas o de primeros estadios son mas sensibles a los aleloquimicos que estadios mas
avanzados (Champagne ef al., 1992). Otro factor a tener en cuenta en la bisqueda de
nuevas sustancias bioactivas es la conveniencia y fiabilidad de los bioensayos. Estos,
deben ser baratos, rapidos, tener amplia aplicacion respecto a los organismos de interés,
ser reproducibles, tener validez estadistica y requerir baja cantidad del compuesto de
prueba. Una sola especie como modelo de ensayo no cumpliria todos los requisitos, por
lo que es necesario considerar especies de insectos de distintos grupos taxondmicos
(Alkofahi et al., 1989). La respuesta del insecto al mismo compuesto quimico puede
diferir dependiendo de la seleccion de estimulo (sustrato), por lo que un compuesto
puede ser inactivo cuando es mezclado en dieta artificial y efectivo como

antialimentario si se aplica sobre tejido vegetal y viceversa (Schoonhoven, 1982).

Por lo tanto, se deben usar aquellos bioensayos que mejor simulen las
condiciones de campo, referidas a los habitos de alimentacion del insecto (Jermy, 1990).

Los ensayos de corta duracion con discos foliares como sustrato, permiten una buena
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evaluacion de la actividad antialimentaria de los compuestos objeto de estudio (Coll,
1988; Kubo, 1993). Esta actividad, se evalia mediante ensayos de preferencia
(posibilidad de elegir entre discos foliares tratados y no tratados con los compuestos) y
de no preferencia (sin posibilidad de eleccion). La situacion de no preferencia es el caso
mas comun en un sistema agricola, pero los ensayos de preferencia permiten determinar

la capacidad del insecto para la discriminacion de sustancias (Schoonhoven, 1982)

Por otra parte, es importante estudiar los efectos de compuestos aleloquimicos
sobre la fisiologia nutricional de insectos (Beck y Reese, 1975). Estas investigaciones
involucran el uso de indices nutricionales, entre los que se encuentran la tasa de
consumo relativo (TCR), la tasa de incremento de peso (TIP) y la eficiencia de
conversion del alimento ingerido a biomasa (ECI) (Waldbauer, 1968; Bowers et al.,
1991). Ademés, la comparaciéon de los indices nutricionales durante periodos de
tratamiento y post-tratamiento permiten determinar si la actividad antialimentaria
ocasionada por un aleloquimico es debida a su efecto disuasorio o si es consecuencia de

un modo de accion toxico (Gols et al., 1996).

Los insectos son capaces de metabolizar una gran variedad de compuestos
exogenos para, haciéndolos normalmente mas hidrofilicos y generalmente menos
toxicos, eliminarlos a través del sistema excretor. Se cree que esta habilidad evolucion6
para detoxificar los metabolitos secundarios presentes en sus plantas huésped (Brattsten,
1988). Los principales sistemas metabolicos en insectos son bien conocidos, e incluyen
mono-oxigenasas P-450, esterasas y glutation S-transferasas (Feyereisen, 1999; Ranson
et al.,, 2002). Estas enzimas se encuentran mayoritariamente en el tubo digestivo
(entrada natural de toxinas), cuerpo graso (tejido de acumulacion de compuestos) y
tubos de Malpigio (aparato excretor) (Scott, 1999). Los niveles constitutivos de estas
enzimas son suficientes para detoxificar pequefias cantidades de toxinas, pero se ha
podido constatar que la produccién de estas enzimas es inducida por la exposicion a
estos compuestos. Por ejemplo, larvas de Manduca sexta solo aumentan el consumo de
comida que contiene nicotina después de incrementar la actividad de las enzimas P-450
en sus tubos digestivos (Snyder y Glendinning, 1996). Ademas, se ha podido comprobar
utilizando Leptinotarsa decemlineata (Say) como modelo, la induccidén de enzimas de

detoxificacidon en respuesta a la ingestion de metabolitos secundarios que son toxicos,
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mientras que esta induccidon no ocurria en compuestos que actian como disuasorios de

la alimentacion Ortego et al. (1999).

1.2. TERPENOIDES
1.2.1 ESTRUCTURA, ABUNDANCIA Y DISTRIBUCION EN PLANTAS

Los terpenoides son los metabolitos secundarios de vegetales que presentan una
mayor diversidad estructural. Las unidades de cinco carbonos (isopreno) que se unen
para formar los terpenoides lo pueden hacer en forma de cabeza-cola y también cola-
cola (fig.1.1), de una forma completamente regular para la inmensa mayoria de las
sustancias de este tipo. Esta regularidad en la unidon de unidades isoprénicas, controlada
por diversos sistemas enzimaticos, hace que, a pesar de la enorme diversidad estructural
de los terpenoides, sus esqueletos hidrocarbonados pueden ser explicados de una

manera racional en base a los conocimientos existentes sobre su biosintesis.

Figura 1.1: Estructura del isopreno: [CH,=C(CH3)CH=CH,]

Cola
/

Cabeza

Los terpenoides, en funcion del nimero de isoprenos que posee su esqueleto

hidrocarbonado, se clasifican en:
1. Hemiterpenos, Cs

2. Monoterpenos, Cjo: provenientes del difosfato geranilo y constituidos por dos

unidades isoprénicas unidas cabeza-cola.

3. Sesquiterpenos, C;s: Provenientes del disfosfato farnesilo, con tres unidades

isoprénicas en union cola-cabeza.

10
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4. Diterpenos, Cyg : Originados a partir de cuatro unidades de isopreno en uniones cola-

cabeza y via el intermedio biosintético difosfato de geranilgeranilo.
5. Sestertepenos, C,s: Poseen cinco unidades isoprénicas en union cola-cabeza.

6. Triterpenos, Cs. Biosintetizados a partir de dos unidades de difosfato de farnesilo,
por lo que poseen una union central cola-cola. Dentro de este grupo de terpenoides,
podemos destacar los esteroles, esteroides y otros tipos de compuestos donde se

incluyen las ecdisonas.

7. Tetraterpenos, Cgp: También denominados carotenoides, provienen de una
duplicacion del difosfato de geranilgeranilo, por lo que estructuralmente su esqueleto
hidrocarbonado estds constituido por cuarto unidades isoprénicas en uniones cola-
cabeza que se unen cola-cola con otras cuatro unidades isoprénicas encadenadas cabeza-

cola.

8. Politerpenos, > Csy: son polimeros isoprénicos como el caucho y chicle.

Mas de 25.000 compuestos isoprenoides han sido caracterizados y cientos de
nuevas estructuras son descritas cada afo (Mizutani, 1999). De entre las sustancias
antialimentarias, los terpenoides son el grupo de compuestos aleloquimicos mas
importante y prometedor porque se encuentran en cantidades apreciables en plantas de
diversas familias (Rodriguez-Hahn et al., 1994) y por su conocida actividad

aleloquimica (Pickett, 1991; Camps y Coll, 1993).

Entre las plantas que han proporcionado mayor niimero de terpenoides activos
frente a insectos, se encuentran las especies de las familias Meliaceae y Labiatae
(Jacobson, 1989). Meliaceae es una familia que se caracteriza por la biosintesis de
triterpenos altamente oxidados comuinmente conocidos como tetranortriterpenoides,
meliacinas o limonoides, de reconocida actividad frente a insectos (Taylor, 1981;
Champagne et al., 1992). Por otra parte, las Labiadas contienen una alta variedad de
compuestos terpénicos, incluyendo mono-, sesqui- y diterpenos (abietanos, kauranos,

neo-clerodanos, etc) (Anderson et al., 1989, Rodriguez et al., 1999) asi como otros

11
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compuestos no terpénicos también activos, tales como glicésidos y flavonoides

(Simmonds y Blaney, 1992).

1.2.2. DITERPENOS CLERODANICOS

Los diterpenos clerodénicos constituyen un numeroso grupo de sustancias
aisladas de plantas superiores, de microorganismos y de organismos marinos. De los
cerca de 900 diterpenos clerodanicos conocidos hasta ahora, unos 750 se han aislado de
plantas superiores, especialmente de los géneros Ajuga, Leonurus, Salvia, Scutellaria,

Stachys y Teucrium, pertenecientes a la familia Labiatae (Merrit y Ley, 1992).

Estos compuestos han atraido el interés en los ultimos afos por su actividad
biologica frente a algunas plagas que causan pérdidas econdmicas importantes En una
revision hecha por Gebbinck (2002), se detalla la actividad antialimentaria de 382
diterpenos clerodanicos frente a diferentes especies de insectos. Estas plagas se
encuentran principalmente dentro de los ordenes Lepidoptera (Simmonds y Blaney,
1992; Rodriguez et al., 1999), Ortoptera (Hanson et al., 1982) y Coleoptera (Ortego et
al., 1995; Lopez-Olguin et al., 1999). Sin embargo, una gran mayoria de los diterpenos
neo-clerodanicos que se conocen no han sido ensayados frente a insectos (Rodriguez,

1997).

Dentro del género Teucrium (Labiatae) cabe resaltar la eriocephalina y la 19-
acetilgnaphalina con actividad antialimentaria frente a larvas de S. littoralis y L.

decemlineata (Ortego et al., 1995; Simmonds et al., 1999; Lopez-Olguin 1999).

Las ajugarinas, compuestos diterpénicos de tipo neo-clerodano se aislaron por
primera vez en plantas del género Ajuga (Labiatae) (Kubo et al., 1976). Estos ditepernos
han mostrado poseer ciertas propiedades bioldgicas, que en muchos casos se relacionan
con actividades bioinsecticidas. Este es el caso de ajugarina I, y desacetilajugarina II
que mostraron poseer una elevada actividad disuasoria frente a larvas de S. littoralis y
H. armigera (Simmonds et al., 1989). Esta actividad parece estas asociada a la presencia

de un grupo epdxido en el Cy4 del anillo de decalina de la molécula

12
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El género Scutellaria (Labiatae) es también una rica fuente de diterpenos neo-
clerodénicos que poseen actividad antialimentaria (Anderson et al., 1989; Cole et al.,
1990; Rodriguez et al., 1993; Cuiat et al., 1996; Mufoz et al., 1997; Merrit y Ley,
1992: Simmonds et al., 1992). De plantas pertenecientes al género Scutellaria se han
extraido tres sustancias, jodrelinas A y B y scutalpina C, que son los neo-clerodanos que
han mostrado la mayor actividad antialimentaria conocida hasta la fecha (Anderson et

al., 1989; Cole et al., 1990; Muiioz et al., 1997).

1.2.3 SESQUITERPENOS: ARTEMISIIFOLINAS Y EUDESMANOS

Los sesquiterpenos constituyen un numerosisimo grupo de terpenoides con
esqueleto hidorcarbonado de 15 carbonos y que proceden del difosfato de farnesilo. Son
quizas los terpenoides que presentan una mayor variedad estructural y que se encuentran

en todos los vegetales y otros seres vivos.

Las artemisiifolinas (sesquiterpenoides con esqueleto de germacrano) y los
compuestos con esqueleto de eudesmano, son constituyentes frecuentes de plantas de la
familia Compositae, la cual ha proporcionado un mayor numero de este tipo de
compuestos. También, pero en menor grado, se encuentran en las familias
Scrophulariaceae, Aristolochiaceae y Valerianaceae, y con mucha menor frecuencia en

otras familias botanicas.

De los diferentes sesquiterpenos que se han descrito (Fraga, 2003), algunos han
mostrado tener actividad antialimentaria frente diversos grupos y especies de insectos.
Asi, se cita actividad del dihidro-B-agarofurano (Gonzalez et al, 1992), y lactonas
sesquiterpénicas (Srivastava, et al., 1990) frente a larvas de S. littoralis, y de diferentes
sesquiterpenos de Senecio palmensis (Asteraceae) (Gonzalez-Coloma, 1995) vy
dialdehidos sesquiterpénicos como el polygodial y warbugaral (Gols et al., 1996) frente
a larvas de L. decemlineata. En algunas especies de hepaticas también se han
encontrado otros tipos de sesquiterpenos que tienen actividad antialimentaria frente a

especies de lepidopteros y coleopteros (Perry, et al., 2003).

El sesquiterpeno artemisiifolina fue aislado por primera vez de Ambrosia

artemisiifolia (Compositae) (Poter et al., 1970). La isabelina también se aislo en plantas
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de este mismo género, pero de la especie A. psilostachya (Yoshioka et al., 1969). Estos
sesquiterpenoides se han encontrado como constituyentes mayoritarios de Staehelina

dubia L. (Compositae), (Jimeno et al, 2004).

Por otro lado, el sesquiterpenoide de eudesmano santonina, es un componente
abundante en diversas especies del género Santolina (Compositae) y ha sido empleado
reiteradamente como material de partida en sintesis de otros terpenoides, entre otras

razones porque es un producto comercializado .

1.2.4 LIMONOIDES

Los limonoides o meliacinas son triterpenoides que carecen de cuatro de los 30
carbonos provenientes de seis unidades isoprénicas. En consecuencia, son sustancias
con 26 carbonos a cuyo esqueleto hidrocarbonado le faltan cuatro carbonos de la parte
de la cabeza de la ultima unidad de isopentenilo. Esta eliminacion de una parte del
esqueleto triterpénico originario, se produce por procesos biosintéticos de oxidacion-

ruptura de enlaces C-C, y los sistemas enzimaticos responsables de esta fragmentacion.

Alrededor de 300 limonoides naturales han sido aislados a la fecha y son
estructuralmente mas diversos y abundantes en la familia Meliaceae que en cualquier
otra. Recientemente, estos metabolitos secundarios han recibido mucha atencion debido
a su complejidad estructural y a su diversificada y alta actividad biologica (Isman et al.,

1995).

La actividad bioldgica de los limonoides ha sido revisada por Champagne et al.
(1992), donde se informa de los efectos de 78 limonoides, clasificados en 8 grupos
estructurales, sobre la alimentacion y el desarrollo en 8 6rdenes de insectos. Se sabe que
solo la azadiractina tiene efecto sobre mas de 200 especies de insectos y acaros (Saxena,
1989). Se ha comprobado que este limonoide afecta no so6lo al comportamiento
alimentario y oviposicion, si no también a la fecundidad ya que interfiere en el proceso
de sintesis de la ecdisona y de la hormona juvenil (Mordue y Blackwell, 1993). Por otra
parte, en una revision realizada por Schmutterer y Singh (1995), encontraron que de 450

a 500 especies de insectos ensayadas, 413 de ellas repartidas en 15 o6rdenes, mostraron
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algin grado de susceptibilidad a productos del neem, donde los principios activos

fueron principalmente limonoides.

Entre los limonoides que también han demostrado poseer actividad insecticida
similar a la de la azadiractina, (Mordue y Blacwell, 1993) caben destacar los
compuestos extraidos de semillas de Trichila havanensis (Meliaceae) que muestran
actividad antialimentaria frente a larvas de Spodoptera littoralis (Loépez-Olguin, 1997) y
poseen actividad antialimentaria frente a larvas de S. exigua y L. decemlineata (Lopez-

Olguin, 1998)

1.3. ESCARABAJO DE LA PATATA, Leptinotarsa decemlineata (Say)
1.3.1 SISTEMATICA Y DESCRIPCION MORFOLOGICA

La ubicacion taxondmica de L. decemlineata es la siguiente (Balachowsky,

1963):
PHYLLUM: Arthropoda
ORDEN: Coleoptera
SUBORDEN: Polyphaga
SUPERFAMILIA: Phytophagoidea
FAMILIA: Chrysomelidae
SUBFAMILIA: Chrysomelinae
TRIBU : Doryphorini (= Zygogrammini)
GENERO: Leptinotarsa
ESPECIE: L. decemlineata (Say, 1824)

El género Leptinotarsa Stal, 1858, tiene las sinonimias Doryphora Say, 1824;
Polygramma Delean, 1837; Chrysomela Stal, 1858 y Myocoryna Jacoby, 1883
(Jacques, 1988).
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Los huevos son de forma ovoide. Recién puestos son de color amarillo claro que

torna a anaranjado y rojizo a medida que se acerca la eclosion (Fig. 1.2a).

Las larvas son de color rojizo que pasan a un tono mas claro en los ultimos
estadios, en los que se obseva en la cabeza el anillo protoracico y dos filas de manchas

negras en los costados del abdomen (Fig. 1.2b)

La pupa, de color amarillento y de tipo exarata, mide paroximadamente 8 mm

(Grison, 1963) (Fig. 1.2¢)

El adulto es un pequeio escarabajo de aproximadamente 1 cm de longitud. El
color generalizado es amarillo péalido a ocraceo, con pequefias manchas negras en la
cabeza y protorax, entre las que destaca las de la parte media en forma de H. Los ¢litros
son de tono amarillo pajizo, cada uno con cinco lineas negras longitudinales, a las que
alude la denominacion especifica del insecto (Fig.1.2d). El nombre genérico
Leptinotarsa se refiere a la extremada delgadez de sus tarsos, que obliga al adulto a

apoyarse en toda la longitud de ellos durante la locomocion (Jacques, 1988).

1.3.2 DISTRIBUCION GEOGRAFICA

El centro de origen de L. decemlineata parece ser el centro de México donde sus
principales plantas hospedantes son Solanum rostratum y S. angustifolium (Solanacae),
probablemente también originarias de México (Whalen, 1979). Actualmente L.
decemlineata se encuentra en América (Costa Rica, Guatemala, Cuba, México, Estados
Unidos y sur de Canadd), Africa (Libia), Asia (Iran, China y Japon), en practicamente
toda Europa y en los paises de la franja sur de la antigua Unidén Soviética (CAB

International, 1991).
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Figura 1.2.: Ciclo biolégico de L. decemlineata

Huevos (a) Larvas 4° estadio (b)

Pupa (c) Adultos (d)

1.3.3 BIOLOGIiA, DANOS E IMPORTANCIA ECONOMICA

Los adultos pasan el invierno en diapausa, enterrados en el suelo y emergen en
primavera para alimentarse. Después del acoplamiento y tras alimentarse unos 5-10 dias
inician la puesta de huevos, que se realiza en plastones de 20 a 60, preferentemente

sobre el envés de hojas de patata.

Los adultos viven en promedio 5 semanas y la hembra pone entre 500 y 1000

huevos durante ese tiempo. Entre los cuatro y ocho dias, dependiendo de la temperatura,
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sucede la eclosion y la larva empieza a alimentarse de las yemas foliares y hojas mas
tiernas. Las larvas pasan por cuatro estadios y completan su desarrollo en 10 a 20 dias
dependiendo de la temperatura (Ferro, 1985). Al final del cuarto estadio, la larva
abandona la planta y se entierra en el suelo para pupar. Después de 8 a 12 dias emergen

los nuevos adultos (Jacques, 1988).

Los dafos a la planta son ocasionados por la accién conjunta de larvas de
diferentes estadios y adultos, y consisten en la destruccion de hojas y tallos tiernos, con

la consiguiente paralizacion en el desarrollo de los tubérculos.

L. decemlineata es una especie defoliadora, que ademés de sus principales
plantas hospedantes S. rostratum , S. angustifolium y la patata cultivada (S. tuberosum),
ataca ocasionalmente a la berenjena (S. melongena), tomate (Lycopersicum esculentum)

y otras especies de Solanéceas cultivadas y silvestres (Jacques, 1988).

1.3.4. CONTROL Y ACTIVIDAD DE COMPUESTOS ALELOQUIMICOS

L. decemlineata fue reconocida como plaga de la patata en el estado de Colorado
USA en 1861 y desde entonces, se han usado diferentes métodos para su control. En los
primeros afios se utilizaron métodos domésticos poco satisfactorios, hasta el
descubrimiento en 1871 de una mezcla a base de “verde de paris” (acetoarsenito de
cobre), que resulto eficaz y enseguida se generalizd su empleo entre los agricultores.
Luego se continuo hasta finales de los afios 40 con los insecticidas arsenicales y con el

DDT, que estuvo disponible a partir de 1945 (Casagrande, 1987).

La alta presion de seleccion ejercida sobre las poblaciones de L. decemlineata
por los insecticidas, indujo el desarrollo de resistencia a los arsenicales en los Estados
Unidos desde mediados de los afos 40 y al DDT desde 1952. El primer pais europeo
donde se registrd resistencia al DDT fue en Espafia a partir de 1955 y posteriormente se
detectd en otros paises de Europa (Forgash, 1987). Desde entonces, en diversas partes
del mundo muchas poblaciones de L. decemlineata han desarrollado resistencia a

ciclodienos, organofosforados, carbamatos y piretroides (Georghiou y Mellon, 1983).
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El desarrollo de resistencia y los efectos secundarios derivados del uso de
insecticidas, ha estimulado el analisis e investigacion de técnicas para el control de L.
decemlineata como son entre otras el uso de variedades de patata resitentes y el control
bioldgico (Ferro, 1985; Casagrande, 1987; Hare, 1990; Cappaert et al., 1991). Fruto de
estas investigaciones se han comercializado patatas transgénicas resistentes a L.
decemlineata que expresan la endotoxina Cry3A de Bacillus thuringiensis subsp.

tenebrionis (patatas-Bt) (Feldman y Stone, 1997).

Entre las sustancias vegetales mas prometedoras, los extractos y fracciones
constituidas por mezclas ofrecen buenas perspectivas, ya que su efecto combinado es
probablemente mas estable que el efecto de los compuestos simples (Jermy, 1990). La
busqueda de sustancias de origen vegetal con nuevos modos de acciéon puede ser

compatible con los sistemas del control integrado del escarabajo de la patata.

Se han evaluado extractos crudos y fracciones derivadas de distintas especies
vegetales contra L. decemlineata con resultados prometedores. Hough-Goldstein (1990),
informé que extractos acuosos de plantas de distintas familias con antecedentes de uso
para control de otros insectos, ocasionaron una potente actividad antialimentaria. Cufat
et al. (1990), observaron que fracciones de extractos metanolicos o diclorometénicos
obtenidos de 12 especies vegetales de la flora mediterranea espafiola mostraron alta

actividad ovicida.

Un buen nimero de compuestos puros también han sido evaluados. La
rodojaponina III, un diterpeno aislado de Rhododendron molle (Ericaceae), mostrd
actividad antialimentaria, inhibicion del desarrollo y actividad insecticida frente a larvas
de L. decemlineata (Klocke y Kubo, 1991), en tanto que en ensayos de invernadero
aplicado sobre el follaje a 150 ppm, protegio a las plantas con una reduccion altamente

significativa del indice de dafio (Hu et al., 1993).

Del grupo de los sesquiterpenos, un bisaboleno y un silfineno aislados de
Senecio palmensis (Asteraceae), mostraron alta actividad antialimentaria frente a larvas
de L. decemlineata y ensayos nutricionales indicaron que la inhibicion de la
alimentacion fue el modo de accion primario del bisaboleno, en tanto que el silfineno

mostrd efecto antialimentario y téxico combinados (Gonzalez-Coloma et al., 1995).
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También los sesquiterpenos polygodial y warburganal han mostrado alta actividad
antialimentaria frente a larvas de L. decemlineata, indicando que ademaés del efecto
disuasorio, estos compuestos tienen propiedades toxicas que afectan el comportamiento

de alimentacion (Gols et al., 1996).

Otro tipo de compuestos que han sido evaluados frente a larvas de L.
decemlineata son los diterpenos neo-clerodanicos eriocephalina, teucrina A, teucvina y
teuscorolido. En ensayos de preferencia y no-preferencia con discos foliares de patata se
determind que los cuatro compuestos reducen significativamente el consumo de
alimento de las larvas. En base al analisis de los indices de actividad antialimentaria,
apoyado con los resultados de experimentos nutricionales, se concluy6 que la teucrina A
tiene un modo de accion toxico (Ortego et al., 1995). Algunas scutalpinas extraidas de
plantas de Scutellaria alpina (Labiatae) han mostrado tanto un modo de accidn toxico

(scutalpina I) como disuasorio (scultapina B) (Lopez-Olguin, 1998).

Diversos estudios han mostrado que la limonina y otros limonoides de plantas
del género Citrus (Rutaceae), son potentes inhibidores de la alimentacion y del
desarrollo de L. decemlineata. En ensayos de preferencia y no-preferencia se ha
observado una alta actividad antialimentaria y de inhibicion del crecimiento a partir de
concentraciones de 10 pg/disco foliar de limonina (Alford et al., 1987; Mendel et al.,
1991a)de epilimonol y de diosfenol limonina (Liu et al., 1989, 1990). Los estudios del
modo de accion han indicado que la limonina, obacunona y nomilina actian como
toxinas (Alford et al., 1987; Mendel et al., 1991a,b), en tanto que el epilimonol y la
diosfenol limonina tienen un modo de accidon antiapetitivo (Liu et al., 1990, 1991).
Bentley et al. (1988, 1990) determinaron que los grupos epoxido y furanico de la
limonina y otros limonoides relacionados, son importantes para que se manfieste alta
actividad antialimentaria. También se ha estudiado el efecto de un extracto crudo con
78% de limonina y 18% de nomilina obtenido por Murray et al. (1993), sobre la
colonizacién y oviposicion de L. decemlineata (Murray et al., 1995), asi como sobre la
supervivencia y el desarrollo en condiciones de invernadero y campo (Murray et al.,
1996). Estos resultados sugieren un alto potencial de los limonoides de Citrus para el

control de esta plaga.
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En ensayos de laboratorio y campo, extractos del “neem” causaron inhibicion de
la alimentacidén de larvas y adultos de L. decemlineata (Zehnder y Warthen, 1988;
Schmutterer, 1990; Kaethner, 1992; Schmutterer, 1990), inhibicion del desarrollo post-
embrionario y reduccion en la reproduccion de adultos (Steets, 1976), reduccion de la
fecundidad (Schmutterer, 1990; Kaethner, 1992), efecto regulador del desarrollo
(Schmutterer, 1990) y altos niveles de mortalidad (Steets, 1976; Zehnder y Warthen,
1988). Lopez-Olguin (1998) encontré que limonoides de 7. havanensis, poseian un
modo de accidn similar a la azadiractina sobre larvas de L. decemlineata. Podemos
concluir, que los limonoides, principales compuestos activos de estos productos

vegetales, tienen un amplio potencial como agentes de control de esta plaga.

1.4 GARDAMA, Spodoptera exigua (Hiibner)
1.4.1 SISTEMATICA Y DESCRIPCION MORFOLOGICA

La ubicacion taxonoémica de S. exigua es la siguiente (Balachowsky, 1972):

PHYLLUM: Arthropoda
ORDEN: Lepidoptera
SUBORDEN: Heteroneura: Ditrysia

SUPERFAMILIA: Noctuoidea

FAMILIA: Noctuidae
SUBFAMILIA; Amphipyrinae

TRIBU: Amphipyrini

GENERO: Spodoptera

ESPECIE: S. exigua (Hiibner, 1808)

El nombre genérico tiene distintas sinonimias: Laphygma Gueneé, 1852;

Prodenia Gueneé, 1852; Rusidrina Staudinger, 1892 (Gémez y Arroyo, 1981).

2 e

Los nombres vulgares de uso mas generalizado son “gardama”, “rosquilla verde”

y “gusano soldado de la remolacha” (Arroyo, 1995).
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Los adultos (Fig. 1.3a) miden entre 25 y 30 mm de envergadura. Se caracterizan
por tener las alas posteriores blancas semi-transparentes, surcadas por nervaduras
oscuras. Las alas anteriores son gris parduscas o cenizas, con finas lineas transversales y
presentan un dibujo reniforme y orbicular de color amarillo ocre palido caracteristico de

la especie (Balachowsky, 1972).

Los huevos (Fig. 1.3b) miden de 0,35 a 0,37 mm. Son esféricos con la base
plana y estrias longitudinales. Recién puestos son de un color blanco amarillento que
vira a verde claro y finalmente a marrén oscuro cuando la larva estd proxima a eclosar.
Son depositados en plastones de dos o tres capas cubiertos con escamas de la hembra

(Gémez de Aizpurua, 1992).

Las larvas (Fig. 1.3¢) en su maximo desarrollo llegan a alcanzar hasta 3,6 cm de
longitud. Son de tipo euriciforme, de color variable que depende de la alimentacion,
desarrollo y nivel de gregarismo. Pueden ser de colores claros en los primeros estadios,
que se tornan a amarillo verdoso, gris oscuro o marréon pardusco a medida que se
desarrollan. Presentan estigmas ocre amarillento bordeados por una linea oscura, lineas
laterales de color amarillo claro a la altura de los estigmas y lineas dorsales de color
verde oscuro (Balachowsky, 1972). La cabeza es ocre oscuro con reticulado palido y
placas adfrontales blanquecinas (Goémez de Aizpurta, 1992).

Las pupas (Fig. 1.3d) miden aproximadamente un centimetro de longitud. Son
fusiformes de color amarillento a marrén, con poco bajorrelieve pero bien dibujado. El

cremaster estd compuesto por dos finas espinas.

1.4.2 DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Es una especie cosmopolita con distribucion en Africa (costa del Mar
Mediterrdneo y mitad sur del continente), América (norte de México, los Estados
Unidos, Islas Hawai y lugares localizados del sur de Canadd), Asia (sur de Asia,
incluido Japon y Filipinas), Australia y Europa (Los Balcanes, orillas del Mar Negro,

Italia, sur de Francia, toda la Peninsula Ibérica (CAB International, 1972).
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Figura 1.3: Ciclo biolégico de S. exigua.

Adulto (a) Huevos (b)

Larvas (5° estadio) (©) Pupas (d)

1.4.3 BIOLOGIA, DANOS E IMPORTANCIA ECONOMICA

La emergencia de adultos ocurre durante la noche, horas en que desarrollan
mayor actividad y durante el dia permanecen ocultos en la vegetacion en zonas
proximas al suelo. El tiempo de maduracion de los 6rganos genitales, tiempo de inicio
del acoplamiento, inicio de la oviposicion y la fecundidad varian con la época del afio;

asi por ejemplo, el acoplamiento puede realizarse entre las 24 y 48 horas después de la

23



Capitulo 1 Introduccion

emergencia en primavera, mientras que en otoflo el tiempo aumenta hasta los cinco dias

(Balachowsky, 1972).

La pupacion se realiza en el suelo. El estado de pupa tiene una duracion media

de 10 dias a 25 °C (Balachowsky, 1972).

S. exigua es una plaga polifaga, que ataca a mas de 35 cultivos alrededor del
mundo (Trumble et al., 1990). Se ha citado causando dafios importantes en pimiento,
patata, tabaco y soja (Yoshida y Parrela, 1992). En Espafia se considera muy perjudicial
en vid, tomate, pepino, alfalfa y en guisante (Gomez de Aizpurta, 1992); asi como en
cultivos protegidos de pimiento y sandia en Almeria (Marco y Viniuela, 1994). El dafio
principal es ocasionado por las larvas al alimentarse del follaje y tallos jovenes de las

plantas, lo que ocasiona reducciones significativas en los rendimientos.

1.4.4 CONTROL Y ACTIVIDAD DE COMPUESTOS ALELOQUIMICOS

La frecuencia en el uso de insecticidas para el control de esta plaga en diversos
cultivos, ha ocasionado que poblaciones de esta especie hayan desarrollado resistencia a
distintos grupos de insecticidas, entre ellos a organoclorados, organofosforados y a
algunos piretroides (Georghiou y Mellon, 1983), carbamatos (Brewer y Trumble, 1989)
y recientemente se han observado niveles de tolerancia a las benzoilfenilureas
diflubenzuron, hexaflumuron y teflubenzuron (Van Laecke y Degheele, 1991; Van
Laecke et al., 1995). En Espafia, se ha confirmado resistencia de S. exigua a lindano
(Torres-Vila et al., 1998) y existen indicios de haber desarrollado resistencia al

regulador del crecimiento flufenoxuroén y a varios piretroides (Vifiuela, 1998).

En este contexto, los extractos y fracciones de origen vegetal ofrecen buenas
perspectivas debido a que su multiple composicién puede involucrar diferentes modos
de accion y, por tanto retrasar el desarrollo de resistencia (Jermy, 1990). Existe
abundante informacién acerca de la actividad antialimentaria de compuestos naturales
sobre larvas de S. littoralis y S. frugiperda (Belles, et al., 1985; Bruno et al., 2000). Sin

embargo, la utilidad de estos compuestos sobre S. exigua ha sido poco considerada.
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Rodriguez-Saona y Trumble (1996), observaron que un extracto de aceite del
fruto del aguacate fue toxico sobre larvas de S. exigua. En ensayos de preferencia se
observd una mayor proporcion de larvas neonatas sobre dieta control que en dieta
tratada a partir de 0,1% del extracto, indicando un claro efecto disuasorio del producto.
Mediante un fraccionamiento dirigido, Rodriguez-Saona et al. (1997) aislaron e
identificaron a uno de los compuestos activos como el persin (cetoalcohol graso). Aerts
et al.,(1992) evaluaron el efecto de extractos de hojas y raices de Cinchona ledgeriana
Moens (Rubiaceae) con alto contenido en alcaloides, sobre S. exigua. El extracto de
hojas adicionado a la dieta, conteniendo alcaloides de tipo cinchofilina y en baja
proporcién al alcaloide 5-metoxitriptamina, ejercido un fuerte efecto negativo sobre el
desarrollo de las larvas, mientras que los alcaloides presentes en el extracto de raices no
tuvieron efecto. Estudios especificos indicaron que los alcaloides de tipo cinchofilina
fueron los principios activos y que su presencia en las hojas formaba parte de una
estrategia defensiva de la planta frente a insectos fitéfagos. Asimismo, se ha podido
comprobar la toxicidad frente a esta especie del neem, observandose la mortalidad mas
alta durante la muda, lo que suguiere una actividad similar a la de un regulador del

desarrollo (Prabhaker et al., 1986).

Al igual que con extractos vegetales, hay poca informacion sobre la actividad
biologica de compuestos puros aislados de plantas frente a S. exigua. Zhang et al.,
(1993) evaluaron el efecto de los glucdsidos triterpénicos chaparrina y chaparrinona
aislados de Castela tortuosa (Simaroubaceae), sobre la supervivencia y el desarrollo de
las larvas. Otros compuestos como furanocumarinas mostraron actividad antialimentaria
en bioensayos de preferencia frente a larvas de S.exigua (Berdegué et al., 1997),
mientras que el alcaloide cinchona redujo el crecimiento, retrasé el desarrollo y
aument6 la mortalidad de larvas (Aerts et al., 1992). Lopez-Olguin (1998) encontr6é que
algunos limonoides extraidos de plantas de 7. havanensis mostraban actividad
antialimentaria frente a esta especie , con un modo de accion toxico. También comprobd
que diterpenos neo-clerodanicos de S. alpina tenian una significativa actividad
antialimentaria. De igual manera, Gebbinck et al. (2002) encontr6 que algunos

derivados de ajugarinas poseian actividad antialimentaria frente a larvas de S. exigua.
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1.5. OBJETIVOS GENERALES DE LA TESIS

Se ha evaluado la actividad insecticida de terpenoides de origen botanico y
derivados hemisintéticos, que por su especificidad y menores efectos secundarios
puedan eventualmente incluirse en programas de control integrado del escarabajo de la
patata (L. decemlineata) y de la gardama (S. exigua). Se han escogido estas dos especies
por su importancia econdmica y por sus distintos habitos alimenticios, ya que el
escarabajo de la patata es una especie oligdfaga y la gardama es polifaga. Ademas, el
hecho de que pertenezcan a dos de los 6rdenes (Coleoptera y Lepidoptera) con mayor

numero de especies fitéfagas, hace que puedan servir cono especies modelo.

Los objetivo concretos abordados son:

1. Determinacion de la actividad antialimentaria de terpenoides naturales y

hemisintéticos frente a larvas de L. decemlineata'y S. exigua.

2. Evaluacion de la interaccion estructura-actividad bioldgica en ambas plagas.
Una vez determinada la actividad antialimentaria de los terpenoides estudiados, se ha
analizado esta actividad en relacion a los diferentes grupos funcionales de los

compuestos.

3. Determinacion del modo de accion (toxica o disuasoria de la alimentacion) de

los terpenos que mostraron alta actividad insecticida.

4. Efectos sobre las enzimas de detoxificacion en el tracto digestivo de larvas de
S. exigua de un diterpeno con actividad toxica y otro con actividad disuasoria de la

alimentacion.
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Material y Métodos

2.1. INSECTOS

2.1.1. CRIA DE L. decemlineata EN LABORATORIO

Para los ensayos realizados con esta especie se contaba con una poblacion de
laboratorio, que se estableci6 a partir de aproximadamente 120 adultos recogidos en
la provincia de Avila y que anualmente se renovaba con la introduccién de nuevos

individuos de campo.

La poblacion de laboratorio se mantuvo en una camara climatizada a 25+2 °C,
>75 % de humedad relativa y fotoperiodo de 16:8 horas (luz:oscuridad). Los adultos
se alimentaron de plantas de patata situadas en jaulas de 70x50x50 cm con la base y
el marco de madera, los lados y techo de cristal para permitir una buen iluminacioén y
el fondo de tela de “visillo” para una correcta aireacion (Fig.2.1a). Los huevos se
recogian cortando las hojas de patata donde las hembras realizaban la puesta
(Fig.2.1b) y se colocaban dentro de cajas cilindricas de plastico con tapa de 11x 5 cm
provistas de un orificio de 2 cm de didmetro cubierto con una tela metalica para
permitir la ventilacion, donde se mantenian hasta la eclosion (Fig.2.1c). Las larvas se
alimentaban con hojas de patata en cajas de 21 x 16 x 4 cm durante todo su

desarrollo (Fig.2.1d) y al llegar a prepupa se ponian en cajas de 21 x 14 x 10 cm,
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con sustrato universal Flora gard, donde pasaban enterradas el estado pupal

(Fig.2.1e).

Fig. 2.1: Cria de L. decemlineata en laboratorio

2.1.2. CRIA DE S. exigua EN LABORATORIO
La poblaciéon de S. exigua fue inicialmente establecida con unas 300 larvas
procedentes del laboratorio del Profesor van der Meijden, (Universidad de Leiden,

Paises Bajos).

Los ponederos para los adultos consistieron en recipientes cilindricos de
plastico, de 15 cm de altura y 10 cm de diametro, abiertos por la parte superior. Esta
parte se tapaba con papel de filtro sujeto con una goma elastica. El interior del
recipiente se forraba con papel de filtro donde las hembras realizaban las puestas.
Los adultos se alimentaban de una solucion de agua destilada y miel al 10% que se

colocaba sobre algodon en pequeios recipientes de plastico, dentro de los ponederos
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(Fig. 2.2a). Los huevos se recogian recortando la seccion de papel donde se
depositaban las puestas (Fig. 2.2b) y se ponian en cajas cilindricas similares a las
descritas anteriormente (Fig. 2.2¢). Las larvas eclosionaban en estos recipientes y
cuando alcanzaban el tercer estadio se trasladaban a cajas rectangulares de plastico
de 25x18x10 cm (Fig 2.2d). Las larvas se alimentaron durante todo su desarrollo con
una dieta semisintética, modificada a partir de Poitout & Bues (1970) por la adicion
de 0,63% (p/p) de la mezcla de sales minerales de Wesson (Sigma, San Louis, USA).
Al alcanzar el ultimo estadio larvario se afiadia vermiculita a las cajas de cria para

que las larvas se enterraran para pupar (Fig. 2.2e).

Todo el proceso de cria se realizd en una camara climatizada a 25+2 °C,

>75% de humedad relativa y fotoperiodo de 16:8 horas (luz:oscuridad).

Fig. 2.2: Cria de S. exigua en laboratorio.

\
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2.2. MATERIAL VEGETAL

2.2.1. PLANTAS DE PATATA

Cada semana se sembraban tubérculos de patata, Solanum tuberosum var.
Kennebec (Solanacea), en macetas de 20 cm de didmetro en la base por 25 cm de
altura con sustrato universal Flora gard, y se mantenian a 25+1 °C, >80 % de
humedad relativa y fotoperiodo de 16:8 horas (luz:oscuridad), en una camara
Conviron S10H (Controlled Enviroments, Winnipeg, Canada) (Fig. 2.3). Las plantas
eran usadas para la cria de L. decemlineata, la puesta de huevos y la obtencion de los

discos foliares necesarios para los bioensayos.

Fig. 2.3: Plantas de patata empleadas en la cria, mantenimiento y realizacion de
bioensayos.

2.2.2. PLANTAS DE REMOLACHA
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Cada mes se sembraron semillas de remolacha azucarera, Beta vulgaris var.
Roberta (Chenopodiaceae), en bandejas de (57x44x12) con sustrato universal Flora
gard, donde germinaban y se mantenian en las mismas condiciones que las plantas de
patata (Fig. 2.4). Las plantas se utilizaban para la obtencion de los discos foliares
necesarios para los bioensayos de alimentacion con larvas de S. exigua.

Fig.2.4: Plantas de remolacha empleadas en la realizacion de bioensayos.

v 8

2.3 OBTENCION DE TERPENOIDES NATURALES Y DERIVADOS
HEMISINTETICOS

Para el presente estudio fueron seleccionados tres grupos de terpenoides:
diterpenos neo-clerodanicos, sesquiterpenos y limonoides. Dentro de cada grupo se
utilizaron compuestos naturales que provenian de diferentes especies de plantas, y
derivados hemisintéticos obtenidos por modificaciones estructurales de compuestos

naturales abundantes.

La recoleccion del material vegetal y los procesos quimicos para el
aislamiento de los compuestos naturales y la obtencion de los derivados
hemisintéticos fueron realizados por el Profesor Benjamin Rodriguez en el Instituto

de Quimica Organica (CSIC) de Madrid
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2.3.1. DITERPENOS NEO-CLERODANICOS.

2.3.1.1 AJUGARINAS Y TEUMASILENINAS.

Desacetilajugarin II (Aj-3) y las teumasileninas A (Te-11) y C (Te-12) se

obtuvieron mediante extraccion acetonica de las partes aéreas de Teucrium

massiliense L. (Labiatae) (Savona et al., 1984; Fontana et al., 1998). Las ajugarinas |

(Aj-1) y II (Aj-2) se obtuvieron por tratamiento de la desacetilajugarin II con

anhidrido acético/piridina, segun el método descrito por Savona et al. (1984).

El resto de los compuestos (Aj-4 -10) son productos hemisintéticos obtenidos

por modificaciones quimicas a partir de las ajugarinas naturales descritas

anteriormente.

Las estructuras quimicas de las ajugarinas y teumasileninas empleadas se

pueden observar en la figura 2.5.

Fig. 2. 5: Estructura de las ajugarinas y teumasileninas utilizadas en los

bioensayos.

R,
Aj-1 CH;OAc
Aj-2 CH,;OAc
Aj-3  CH,OH
Aj-4 CH,OH
Aj-5 CHO
Aj-6 CH,OAc
Aj-7 CHO

R;
a-OAc, B-H
a-OH, B-H
ao-OH, B-H
a-OAc, B-H
o-OH, B-H

0
a-OAc, B-H
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2.3.1.2. DERIVADOS DE 19-ACETILGNAPHALINA Y ERIOCEPHALINA.

Los compuestos M-1 a M-5 (Fig. 2.6) se prepararon a partir de 19-
acetilnagphalina (aislada de Teucrium gnaphalodes (Labiatae), Savona et al., 1979)
por transformaciones quimicas (Rodriguez et al, 1994). M-6 (Fig. 2.6) se prepard a
partir de M-S por tratamiento oxidativo con acido m-cloroperbenzoico (M.C de la

Torre, B. Rodriguez, resultados no publicados).

Los compuestos M-7 a M-10 (Fig. 2.6) se prepararon a partir de
eriocephalina aislada de Teucrium lanigerum (Labiatae) (Fayos et al, 1979;

Dominguez et al., 1991; Ferndndez-Gadea et al., 1984)
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Fig. 2. 6: Estructura de derivados de 19-acetilgnaphalina y

eriocephalina:

M-2
R
M-3 Ac
M-4 H
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R
M-5 B-furilo
M-6 COOMe

M-9 O
M-10 OH
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2.3.1.3. SCUTECYPROL A Y SCUTALBINA C.

Plantas de Scutellaria valdiviana (Clos) (Labiatae) fueron recolectadas en
diciembre de 1999 cerca de Concepcion (Chile). Se realizd una extraccion acetdonica
de las partes aéreas de la planta y el extracto acetoénico fue sometido a
fraccionamiento cromatografico en una columna de gel de silice. Como eluyente se
utilizé un gradiente de 100% éter de petroleo a 100% acetato de etilo, obteniéndose

los compuestos naturales scutecyprol A (Bruno et al, 1996a) y scutalbina C (Bruno

et al, 1996b) (Fig. 2.7).

Fig. 2.7: Estructura de los diterpenos neo-clerodanicos scutecyprol A y scutalbina C

OAc
OAc

Scutalbina C

Scutecyprol A

2.3.2. SESQUITERPENOS.

De la extraccion acetonica de las partes aéreas de Staehelina dubia L.
(Compositae) se obtuvieron los sesquiterpenos naturales artermisiifolin (Ar-1) y
epoxiartemisiifolin (Ar-2). Del tratamiento de estos dos sesquiterpenos con
anhidrido acético piridina se consiguieron los derivados Ar-5 y Ar-4

respectivamente. De una reduccion de artemisiifolin con borohidruro sdédico se
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obtuvo el compuesto Ar-3. De la oxidacion de Ar-1 con dicromato de piridinio se
obtuvo una mezcla de dos compuestos que se separaron por cromatografia en
columna. Uno de esos derivados era la isabelina (Ar-6) (Tori et al, 1971), ya
conocido como sustancia de origen natural, mientras que el otro responde a la
estructura Ar-7, y se ha generado por oxidacion parcial del grupo alcohdlico

primario a aldehido. (Jimeno et al , 2004)

La santonina (Ar-8), compuesto natural que se encuentra en plantas del
género Atermisia (Pinhey, et al, 1965), se compré a Fluka (ref, 84508). De la
oxidacioén de santonina con dcido m-cloroperbenzoico se obtuvo el compuesto Ar-10
y de la reduccion con borohidruro sodico se consiguid el compuesto Ar-9. (de la

Torre y Rodriguez, resultados no publicados).

Fig. 2.8: Estructura de artermisiifolinas naturales y sus derivados

R, R,
Ar-1 CH,OH H (Artemisiifolin)
Ar-5 CH,O0Ac Ac
Ar-7 CHO H
R
Ar-2 H
Ar-4  Ac
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Isabelina (Ar-6) Santonina (Ar-8)

i

Ar-10

2.3.3 LIMONOIDES.

Del extracto acetonico de semillas de Trichilia havanensis Jacq. (Meliaceae)
se obtuvieron grandes cantidades de 1,7- y 3,7-di-O-acetil-14,15-desoxihavanensinas

y de azadirona (Tr-2) (Lavie et al, 1971).

El tratamiento de 1,7-di-O-acetil-14,15-desoxihavanensina con anhidrido
acético/piridina dio Tr-1, mientras que su oxidacion con trioxido de cromo-piridina
dio el derivado Tr-6. Por otro lado, la oxidacién con el mismo reactivo de 3,7-di-O-
acetil-14,15-desoxihavanensina proporcion6 el derivado Tr-5. Cuando el compuesto
Tr-1 se oxidé con monoperoxiftalato de magnesio se obtuvo el derivado Tr-3, el
cual se transform6 en Tr-4 por reduccion con borohidruro sédico. La hidrolisis
alcalina de Tr-1 proporcion6 los derivados Tr-7 y Tr-8. Por tratamiento alcalino de
azadirona (Tr-2) se obtuvo el derivado Tr-9, que posteriormente se oxido (trioxido

de cromo-piridina) al compuesto Tr-10 (Rodriguez, 2003).
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De los compuestos obtenidos (Tr-1, Tr-3 a 10) a partir de los componentes
mayoritarios de 7. havanensis [1,7- y 3,7-di-O-acetil-14,15-desoxihavanensinas y
azadirona (Tr-2)], dos de ellos (Tr-1 y Tr-3) son constituyentes minoritarios de esta
especie botanica, mientras que la desacetilazadirona (Tr-9) y la 7-desacetil-7-
oxoazadirona (Tr-10) son limonoides naturales aislados anteriormente de otras
especies de Meliaceae. El resto de los derivados preparados (Tr-4 a Tr-8) son
limonoides hemisintéticos que no han sido encontrados hasta ahora en fuentes

naturales.

Los compuestos naturales 1,7-di-O-acetilhavanensina (Tr-11) y 3,7-di-O-
acetilhavanensina (Tr-12), fueron obtenidos a partir de una extraccion acetonica de

las semillas de 7. havanensis como detalla Lopez-Olguin (1998).

Fig. 2.9: Estructura de limonoides naturales y derivados

Tr-1 R;=R;=0a-0OAc, B-H; R; =Ac
Tr-5 R;=0; R, =0-0Ac, B-H; R; = Ac
Tr-6 R;=0a-0Ac, B-H; R,=0;R3;=Ac
Tr-7 R;=R,=0a-OH, B-H; R; =H

Tr-8 R; =R, =0-0OH, B-H; R; = Ac

Tr-2 R=a-OAc, -H
Tr-9 R==0a-0OH, B-H
Tr-10 R=0
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Tr-3 R;=0; R, =oa-H, B-OH;
Tr-4 R1 = O; R2 = H2

Tr-11 R;=0H; R, =Ac
Tr-12 R;=Ac; R,=0H

2.4. BIOENSAYOS

2.4.1. GENERAL

La actividad antialimentaria de extractos, compuestos purificados y derivados
hemisintéticos se evaludé mediante ensayos de alimentacidon con discos foliares de la
planta huésped, patata en el caso de L. decemlineata y remolacha para S. exigua.
Entre los que mostraron mayor actividad, se seleccionaron tres compuestos para

realizar ensayos nutricionales con el fin de evaluar sus efectos post-ingestivos.
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En todos los casos, la unidad experimental (Fig. 2.10) consistioé en una placa
Petri de 15x90mm, con el fondo cubierto por una capa de unos 20ml de agar al 2.5%,
para mantener frescos los discos foliares durante el ensayo (Escoubas et al., 1993).
Sobre esta capa de agar se realizaron unos circulos con un sacabocados N° 17 (17
mm de didmetro) donde se colocaron los discos foliares de 15 mm didmetro. Los
discos fueron tratados en superficie con 20 pl del compuesto a evaluar, por medio de
una pipeta Gilson 20 pl (Gilson Medical Electronics, Francia). Una vez tratados
todos los discos foliares y evaporado el solvente, se colocd dentro de cada placa una
larva, mantenida en ayuno las 6 horas previas al ensayo, con un peso entre 42 - 46
mg para el caso de L. decemlineata (4° estadio) y entre 85 - 95 mg para S. exigua (5°

estadio).

Fig. 2.10: Unidad experimental utilizada en los bioensayos de alimentacién.
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Se realizaron 10 repeticiones para los ensayos de actividad antialimentaria y
20 para los ensayos nutricionales. Las placas se colocaron al azar dentro de una
camara de crecimiento (MLR-350T, Sanyo, Jap6n), a una temperatura de 26 * 0.5°C,

>70% de humedad relativa y un fotoperiodo de 16 : 8 horas (luz : oscuridad)

2.4.2. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIALIMENTARIA
La actividad antialimentaria se evalu6 mediante ensayos de alimentacion de
corta duracion, en condiciones de preferencia (con posibilidad de eleccion entre

discos tratados y sin tratar) y no-preferencia (sin posibilidad de eleccion).

La concentracion de los productos ensayados (peso del producto/peso fresco
del disco foliar), fue de 5000 ppm en el caso de los extractos y de 1000 ppm para los

compuestos puros y los derivados hemisintéticos.

Los datos de ingestion de los discos foliares se determinaron en peso seco. El
peso seco inicial se estimé pesando los discos foliares en fresco y aplicandoles un
factor de conversion de peso fresco a peso seco obtenido, en cada ensayo, con 10
grupos de seis discos foliares. El peso seco al final del ensayo se obtuvo secando los
discos foliares no consumidos en una estufa a 60 °C durante 48 horas y pesandolos

posteriormente.

2.4.2.1. ENSAYOS DE PREFERENCIA

Este ensayo permite evaluar el efecto disuasorio para la alimentacion de los
compuestos. Se colocaron dentro de cada placa, seis discos foliares. A tres de los
discos se les aplicd, de forma homogénea, 20 pl de una solucion que contenia el
producto a ensayar (discos tratados = T) y a los otros tres discos, se les aplicd
unicamente 20 pl del solvente (discos control = C). Discos tratados y discos control
se alternaron dentro de cada placa de forma que el insecto podia elegir entre discos
foliares tratados y no tratados (Fig. 2.11). El ensayo finalizaba cuando la larvas

consumian alrededor del 50% de los discos foliares.

42



Capitulo 2 Material y Métodos

Fig. 2.11: Disposicion de los discos foliares tratados (T) y no tratados (C) en las placas

Petri empleadas en los ensayos de preferencia

El indice de disuasion (ID) se calculé mediante la ecuacion:

ID = [(C-T)/(C+T)] x 100%

Donde C = ingestion de discos foliares testigo y T = ingestién de discos foliares

tratados. (Blaney et al., 1987)

2.4.2.2. ENSAYOS DE NO-PREFERENCIA

Este ensayo evalta el potencial antiapetitivo de los compuestos para inhibir la
alimentacion del insecto en situaciones de no-eleccion. Los seis discos foliares se
trataron con el producto de ensayado (tratamiento = T) 6 inicamente con el solvente
(placas testigo= C) (Fig. 2.12). El ensayo se dio por finalizado cuando las larvas

habian ingerido el 75% de los discos foliares en las placas testigo.
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Fig. 2.12. Disposicion de los discos foliares tratados (T) y no tratados (C) en las placas

Petri empleadas en los ensayos de no preferencia.

El indice antiapetitivo (IA), se obtuvo de acuerdo con Bentley et al. (1984),

mediante la ecuacidn:

IA = [(C-T)/C] x 100%

Donde: C = ingestion de discos foliares testigo y T = ingestion de discos foliares

tratados.

2.4.3. ENSAYOS NUTRICIONALES

Se han realizado ensayos para calcular los indices nutricionales con algunos
de los compuestos que mostraron mayor actividad antialimentaria, con el fin de
evaluar sus efectos sobre la fisiologia de las larvas y confirmar su modo de accién
(téxico o antiapetitivo). Concretamente, se han ensayado Te-11 y Te-12 frente a L.
decemlineata y scutecyprol A frente a S. exigua. En estos ensayos, se determind el
consumo y crecimiento de larvas alimentadas con discos foliares tratados (periodo de
tratamiento) y posteriormente alimentadas con discos foliares no tratados (periodo de

post-tratamiento), para evaluar los efectos post-ingestivos del compuesto.

Durante el periodo de tratamiento, se colocaron 8 discos foliares en una placa

Petri y se trataron con unas concentraciones de 0, 100, 300 o 1000 ppm del producto.
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Después de evaporado el solvente, una larva de 5° estadio de S. exigua o de 4°
estadio de L. decemlineata se colocaba dentro de cada placa. La duracién de los
ensayos fue de 20 horas para L. decemlineata y de 12 horas para S. exigua. Dicha
duracién se definié tomando en consideracion el consumo medio de discos foliares
de las larvas testigo y la capacidad de recuperacion de larvas que se habian
mantenido en ayuno durante el periodo de tratamiento. Al final de este periodo, 10
larvas por tratamiento se pasaron a placas con 8 discos foliares sin tratar (periodo de
post-tratamiento) y otras 10 larvas se congelaron para un estudio posterior de sus

actividades enzimaticas.

Los datos de ingestion se determinaron en peso seco, siguiendo el
procedimiento descrito en los ensayos de actividad antialimentaria. El incremento de
peso de las larvas se determind como la diferencia entre el peso seco final y el peso
seco inicial, estimados utilizando los modelos de conversion peso fresco a peso seco

desarrollados por Lopez-Olguin (1998) para estas mismas especies.

Modelo estimado para larvas de L. decemlineata :
Peso seco =1,82920 + 0,10456 (Peso fresco) + 0,00054 (Peso fresco)2 ; r’ =0.95
Modelo estimado para larvas de S. exigua :

Peso seco = 3,28950 + 0,09680 (Peso fresco) + 0,00019 (Peso fresco)2 ; r’ =091

2.4.3.1. CALCULO DE INDICES NUTRICIONALES

La tasa de consumo relativo (TCR) y la tasa de incremento de peso de la

larva (TIP) se determind mediante las siguientes ecuaciones (Farrar et al., 1989):

TCR = (Ing/PiLxT); donde: Ing = consumo de disco foliar durante el periodo de
ensayo (mg de peso seco), PiL = peso inicial de la larva (mg de peso seco) y T =

tiempo de duracion del ensayo (dias).

TIP = (AP/PiLxT); donde: AP = incremento de peso de la larva durante el periodo
de ensayo (mg de peso seco). PiL y T, igual que en TCR.
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El consumo relativo del producto (CRP) se determin6, de acuerdo a Liu et al.

(1990), mediante la ecuacion:

CRP = TCRxD; donde: TCR = tasa de consumo relativo y D es la dosis del

producto (Mg del producto/mg de peso seco de disco foliar).

La eficiencia de conversion del alimento ingerido (ECI), calculada para el
periodo de post-tratamiento, se determind como el cociente de la TIP sobre la TCR

(Waldbauer, 1968).

2.5. ENSAYOS ENZIMATICOS

Estos ensayos se realizaron con larvas de S. exigua que fueron congeladas al
finalizar los periodos de tratamiento y post-tratamiento en ensayos nutricionales.
Concretamente, se han utilizado larvas alimentadas con Scutecyprol A en los ensayos
nutricionales que hemos realizado con este compuesto, y larvas alimentadas con una
mezcla de limonoides (1,7-di-O-acetilhavanensina y 3,7-di-O-acetilhavanensina) que
provenian de un estudio anterior realizado con la misma metodologia en nuestro

laboratorio (Lopez-Olguin, 1998).

2.5.1. REACTIVOS Y EQUIPOS

Todos los substratos utilizados procedian de Sigma Chemical Co. (St Louis,
USA) Las medidas espectrofotométricas fueron realizadas en un espectrofotometro
Hitachi U-2000 (Hitachi, Ltd., Tokio, Japon) Para el resto de material y equipos, su

procedencia se indica en el apartado correspondiente.

2.5.2. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS CRUDOS

Al finalizar los periodos de tratamiento y post-tratamiento, se diseccionaron
10 larvas por dosis de ensayo y se extrajeron los tubos digestivos medios que fueron
congelados a —20°C. Cada tubo digestivo fue homogeneizado en 500ul CINa 0,15 M,

a 4°C, centrifugado a 10.000 g durante 5 minutos en una microcentrifuga
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BECKMAN Microfuge 11 (Beckman Instruments, Inc., California, USA), y los
sobrenadantes resultantes fueron congelados individualmente para disponer de 10

muestras por dosis en los ensayos de actividad enzimatica (Fig. 2.13).

Fig. 2.13. Ensayos enzimaticos realizados con larvas de S. exigua al finalizar los

periodos de tratamiento y post-tratamiento.

Larvas de S. exigua

Diseccion y homogeneizado
1 de tubos digestivos

Extractos de tubo digestivo

!

Ensayos enzimaticos (enzimas de detoxificacion)

- Glutation S-transferasa (GST)
CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenceno)
- Esterasa
1-NA (1-naftil acetato)
- Monooxigenasa
citocromo ¢
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2.5.3. VALORACION DE PROTEINA
La valoracion de proteina en los extractos digestivos se llevo a cabo segun el
procedimiento de Bradford (1976), utilizando BSA (albumina de suero bovino) como

estandar.

2.5.4. TAMPONES
Todos los tampones se prepararon a la concentracion 0,1 M y contenian CINa

0,15M

Rango de pH Tampon utilizado
5,0-6,0 Citrato
6,0-9,0 Tris-HCl

9,0-11,0 Glicina-NaOH

2.5.5. CONDICIONES GENERALES

Los ensayos enzimaticos se dirigian a determinar la actividad de los extractos
digestivos frente a substratos de conocida especificidad para las principales enzimas
de detoxificacion en insectos. El primer paso que se realizd con cada substrato fue
fijar las condiciones (pH optimo, cantidad de extracto y tiempo de la reaccion) que
garantizasen trabajar en la fase donde la formacion del producto de la reaccion es de
tipo lineal. Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado y se utilizaron blancos

para considerar la degradacion espontanea de los substratos.

2.5.6. ACTIVIDAD GLUTATION S-TRANSFERASA

La actividad Glutation S-transferasa fue determinada usando 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) como substrato, siguiendo el procedimiento de Habig et al.
(1974). Muestras de 30ul de extracto digestivo fueron disueltas en 1 ml de tampon
Tris-HC1 0,1mM, CINa 0,15mM, pH 8,5, conteniendo glutation reducido SmM. La
mezcla fue preincubada durante 15 minutos a 30 °C y la reaccion se inici6 al anadir
50pul de la solucion de CDNB (2mg/200ul etilen glicol + 800l agua). El incremento

en absorbancia a 340nm se registrd durante 2 minutos para determinar los nanomoles
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de substrato conjugado/min/mg de proteina, usando un coeficiente de extincion

molar de 9,6 mM™'cm™ (Habig et al., 1974).

2.5.7. ACTIVIDAD ESTERASA

La actividad esterasa fue determinada usando 1-naftil acetato (I-NA) como
substrato, segun el procedimiento descrito por Gomori (1953). La reaccion se inicia
al afiadir 20ul de extracto digestivo (diluido 1/50) a una mezcla de reaccion de 1 ml
que contiene: tampén Tris-HCI 0,1mM, CINa 0,15mM, pH 7.0; y el substrato 1-NA
0.25mM (afiadido en 1pl de etanol). Esta mezcla de reaccion fue incubada durante 1
hora a 30 °C. La reaccion se paraba con 500ul de una solucion que contenia 0,4mg
de sal de “Fast Blue B” y 15 mg de SDS/ml y se mantenia durante 1 hora a
temperatura ambiente. Las muestras se centrifugaron a 10.000g durante 5 minutos y
se determind la absorbancia del sobrenadante a 600nm. La actividad especifica se
calculé como nmoles de substrato hidrolizado/min/mg de proteina utilizando 1-naftol

(producto de la reaccion) como standard.

2.5.8. ACTIVIDAD MONOOXIGENASA

La actividad monooxigenasa fue determinada por la reduccion del citocromo ¢
por NADPH citocromo P450 reductasas, de acuerdo a Masters et al. (1965).
Muestras de 15ul de extracto digestivo fueron disueltas en 900ul de tampoén Glicina
0,1mM, NaCl 0,15mM, pH 9.0, que contiene un sistema generador de NADPH
(NADP 0,5mM, glucosa 6-fosfato 2,5mM, y 0,25 unidades de glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa). La mezcla fue preincubada durante 15 minutos a 30 °C y la
reaccion se inicio al afiadir 100ul de la solucion de citocromo ¢ (6.2mg/ml CINa
0,15M). La actividad especifica, calculada como nmoles de substrato
reducido/min/mg de proteina, se determiné midiendo los cambios de absorbancia a
550nm durante 5 minutos, usando un coeficiente de extincion molar para la forma

reducida del citocromo ¢ de 27,6mMcm™ (Margoliash and Frohwirt, 1959).
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2.6. ANALISIS ESTADISTICO

La comparacion entre medias de los indices nutricionales analizados se realizo
mediante la prueba de Student-Newman-Keuls (p < 0,05). En el periodo de post-
tratamiento se utilizd el peso inicial de la larva como covariable, puesto que se
observo un efecto significativo del peso inicial de las larvas sobre los parametros

nutricionales.

Para el andlisis de las actividades enzimdticas se utilizo el andlisis de
covarianza, considerando la cantidad de proteina como covariable, al encontrarse un
efecto significativo de esta variable sobre las actividades especificas. La
comparacion de las medias de los tratamientos respecto al control se realizo

utilizando el test de Dunnet (p < 0,05).
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CAPITULO 3

Actividad antialimentaria de
terpenoides frente a

larvas de L. decemlineatay S. exigua

Se ha determinado la actividad antialimentaria de tres grupos de terpenoides
(diterpenos neo-clerodanicos, limonoides y sesquiterpenos) frente a dos plagas de
insectos que responden a dos habitos de alimentacion distintos, S. exigua como insecto

generalista y L. decemlineata como especialista.

Dicha actividad se determiné mediante ensayos de preferencia (eleccion entre
discos foliares tratados y no tratados) y no preferencia (sin posibilidad de eleccion), lo
que permite calcular el indice de disuasion (ID) y antiapetitivo (IA) respectivamente. Se
ha considerado que los compuestos estudiados poseian actividad antialimentaria cuando
alguno de los dos indices era igual o superior al 50%. De este modo, cuando el indice de
disuasion es alto y el antiapetitivo bajo, se puede hablar de un efecto disuasorio de la
alimentacion. Por el contrario, cuando el indice de disuasion es bajo y el antiapetitivo
alto, sugiere un modo accion toxico. En el caso de que los dos indices sean elevados, el
efecto puede ser disuasorio y/o téxico. En cualquier caso, es aconsejable utilizar
técnicas complementarias que nos permitan determinar los efectos post-ingestivos del

compuesto para confirmar su modo de accion.
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Asimismo, se compard la actividad dentro de cada grupo de compuestos en
funcion de la modificacion de sus grupos funcionales para tratar de establecer la
relacion estructura-actividad. Las estructuras de todos los compuestos ensayados estan

reflejadas en el anexo L.

3.1 DITERPENOS CLERODANICOS
3.1.1 AJUGARINAS Y TEUMASILENINAS.

Las ajugarinas I (Aj-1), II (Aj-2) y la desacetilajugarina II (Aj-3) son neoclerod-
13-en-15,16-olidos que poseen un anillo B-sustituido de y-lactona con a,3- insaturado.
Estos compuestos han mostrado poseer actividad insecticida frente a larvas de
lepidopteros como S. littoralis (Kubo et al., 1976; Simmonds et al., 1989; Cole et al.,
1990, Simmonds and Blaney, 1992; Bremmner et al., 1998), S. frugiperda (Simmonds
and Blaney, 1992; Bruno et al., 2000), S. exempta (Kubo et al., 1976) y Helicoverpa
armigera (Simmonds et al., 1989; Bruno et al., 2000).

Se ha ensayado la actividad antialimentaria de tres ajugarinas de origen natural
(Aj-1, Aj-2 y Aj-3) y siete derivados hemisintéticos (Aj-4-10), con diferentes
funcionalidades en el anillo de decalina , asi como de las teumasileninas A (Te-11) y C
(Te-12), con el proposito de determinar como los diferentes grupos funcionales de estos
compuestos pueden influir en el comportamiento alimentario de las larvas de L.

decemlineata 'y S. exigua (Tabla 3.1, anexo I).

La ajugarina I (Aj 1) y los derivados hemisintéticos Aj-4, Aj-8 y Aj-10 mostraron
actividad disuasoria frente a larvas de S. exigua en ensayos de preferencia. La
desacetilacion en C-19 (Aj-4) disminuyd el indice antiapetitivo y no se observo
actividad antialimentaria cuando un grupo a- hidroxilo (Aj-2) o cetona (Aj-6) se
encontraban en el C-6, o cuando los hidroxilos C-6a y C-19 estaban desacetilados (Aj-
3). La transformacion del grupo acetato del C-19 en un aldehido (Aj-5 y Aj-7) o en un
la, 19-éter (Aj-9) junto con la desacetilacion en C-6 a en el caso de Aj-5 y Aj-9,

también causaron pérdidas de actividad. Estos resultados sugieren que los grupos
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acetato en C-19 y C-6a juegan un importante papel en la actividad disuasoria de la

ajugarina I (Aj-1) frente a S. exigua.

La ajugarina 1 (Aj-1) también mostro actividad antiapetitiva frente a S. exigua en
ensayos de no preferencia, sin embargo, cuando el grupo acetato del C-19 se mantenia y
la funcionalidad del C-6 era una cetona y el 4o, 18-epdxido era reemplazado por una
clorhidrina (Aj-8) o era eliminado dando el derivado 18-nor-4-oxo (Aj-10), se

observaba un aumento en el indice de disuasion y una reduccion del indice antiapetitivo.

Las teumasileninas A (Te-11) y C (Te-12), que poseen un anillo sustituido de B-
furilo en vez de un anillo 3- sustituido de y-lactona a,3- insaturado, muestran actividad
antialimentaria, tanto en ensayos de preferencia como de no preferencia, frente a larvas
de Ultimo estadio de L. decemlineata, pero no frente a larvas de S. exigua (Tabla 3.1)
(Anexo I) Estos resultados indican que la accidon antialimentaria en larvas de L.
decemlineata puede estar asociada con la presencia del anillo de furano en la molécula
del compuesto activo (Te-11 y Te-12) mientras que en el resto de los compuestos no
juega un papel importante en el efecto bioldgico. El grupo 12S-hidroxilo de Te 11y Te
12, sin embargo, puede ser una caracteristica estructural importante para el modo de
accion de esos compuestos a nivel molecular, porque ese hidroxilo modifica

drasticamente la reactividad del furano.

Estos datos sugieren que minimos cambios en la estructura de las moléculas
pueden llevar a provocar grandes variaciones en su actividad. Asi, cambios en el anillo
de decalina hacen que cambien la actividad antialimentaria tal y como habia sugerido
Kubo et al. (1983). Ademas, se observan diferentes tipos de actividad antialimentaria
(actividad disuasoria y/o actividad antiapetitiva) dependiendo de sus grupos

funcionales.

De acuerdo con los indices obtenidos, las ajugarinas Aj-4, Aj-8 y Aj-10 actian
predominantemente como compuestos disuasorios frente a larvas de S. exigua, mientras
que Aj-1 tiene un efecto disuasorio pero no se descarta un posible efecto toxico. En el
caso de las teumasileninas (furoneoclerodanos) hemos obtenido resultados similares a

los observados por Simmonds y Blaney (1992), ya que ellos tampoco obtuvieron
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actividad antialimentaria de diferentes furoneoclerodanos frente a lepidopteros como S.

littoralis y S. frugiperda.

Tabla 3.1. Actividad antialimentaria de ajugarinas y teumasileninas naturales y

derivados hemisintéticos sobre larvas de S. exigua y L. decemlineata.

Spodoptera exigua Leptinotarsa decemlineata
PRODUCTO . ) . 3
1000 ppm IA ID IA ID

Aj-1 70,0 + 6,8 67,9+ 17,2 53+6,3 26,8 + 8,6
Aj-2 8,3+9,8 25,1+9,8 -12,7+£9,0 32,0+ 17,7
Aj-3 22475 9,7+6,6 11,3+84 13,7+ 11,8
Aj-4 31,092 57,2+£9,1 53£5,6 26,8 £5,4
Aj-5 24,5 + 14,1 38,5+ 13,8 93+17,6 46,1 + 8,0
Aj-6 34,3 +£23,0 258+ 122 -9,2+7,6 39,9+ 7,1
Aj-7 14,9 £ 16,8 39,5+8.,8 16,1 5,5 8,6+11,6
Aj-8 30,0 £ 16,6 91,4 + 6,3 29,4+ 11,7 33,1 16,3
Aj-9 -16,1 £ 19,2 26,1 £ 14,2 55129 28,5+12,6
Aj-10 9,9 +19,6 72,9 £ 13,4 -13,8+6,3 36,4+ 16,0
Te-11 -26,3+£9.,6 10,5 £ 10,5 75,6 + 8,6 88,2 + 6,4
Te-12 15,9+73 13,7+9,1 67,6 £ 12,3 73,7 +19,7

" Indice Antiapetitivo = [(Dc-Dt)/Dc]*100% # error estandar (n=10). Dc: consumo foliar en el
control; Dt: consumo foliar en los discos tratados (ensayos de no-preferencia).

? Indice de Disuasion de la alimentacién = [(Dc-Dt)/(Dc+Dt)]*100% + error
estandar (n=10). Dc y Dt son el consumo foliar de de discos control y tratados,
respectivamente, dentro de cada placa (ensayos de preferencia).
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3.1.2 DERIVADOS DE 19-ACETILGNAPHALINA

El compuesto 19-acetilgnaphalina (Fig. 3.1) es un diterpenoide neo-clerodanico
que posee un anillo furdnico, una y-lactona, un epdxido en posiciones 4a,18, un

acetoxilo en C-19 y una cetona en C-6.

Algunos estudios muestran que posee una clara actividad toxica frente a larvas
de L. decemlineata (Lopez-Olguin et al., 1999). También se ha encontrado actividad
disuasoria frente a larvas de S. littoralis y S. frugiperda en condiciones de preferencia

(Simmonds y Blaney, 1992).

Figura 3.1: estructura de 19-acetilgnaphalina

Para conocer la especificidad de accion y cudles son los grupos funcionales
responsables de la actividad antialimentaria, se han ensayado varios derivados
estructurales de este compuesto (M-1 — M-6) frente a larvas de S. exigua y de L.

decemlineata (Tabla 3.2) (Anexo 1)

Los compuestos M-1 y M-2 mostraron actividad antialimentaria frente a las dos
especies seleccionadas, mientras que M-5 y M-6 so6lo tuvieron actividad frente a L.

decemlineata y M-3 y M-4 no presentaron actividad para ninguna de las dos especies .

El compuesto M-1, posee un efecto disuasorio para S. exigua, y actividad
antiapetitiva y disuasoria para L. decemlineata. Por el contrario, M-2 es antiapetitivo
para L. decemlineata y posee los dos tipos de actividades para S. exigua, estas

disminuyendo estas actividad drasticamente cuando en el C-12 desaparece el grupo
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hidroxilo (M-4). La presencia de un grupo acetato en el C-6 (M-3, M-5 y M-6) hace
que se reduzca la actividad antialimentaria frente a S. exigua, siendo incluso
fagoestimulante frente a esta especie cuando los C-4 y C-18 pasan de grupos hidroxilo y
metoxilo a acetoxilo y cloro (M-5) respectivamente. Por otro lado, mientras que M- 5
tiene actividad tanto en condiciones de preferencia como de no-preferencia frente a
larvas de L. decemlineata, cuando en C-13 se sustituye el B-furilo por un grupo
carboximetilo (M-6), disminuye drasticamente la actividad antiapetitiva. A la vista de
estos resultados, queda patente que los cambios que se producen en los grupos
funcionales de los compuestos, hacen que la especificidad y el tipo de actividad sea

variable (Rodriguez et al., 1994).

Tabla 3.2. Actividad antialimentaria de derivados hemisintéticos de 19-

acetilgnaphalina, sobre larvas de S. exigua y L. decemlineata.

Spodoptera exigua Leptinotarsa decemlineata
PRODUCTO 1 3 . P
1000 ppm 1A ID IA ID
M-1 19,3 + 18,1 77,5 +£3,2 794 114 50,7 £ 18,5
M-2 51,5+ 10,6 87,5+3,5 91,3 + 4,6 19,2 +£6,5
M-3 4,7+78 153122 39,4+11,8 18,3+ 14,3
M-4 -16,6 £ 25,4 18,9 £ 24,9 253+6,9 9,4+13,7
M-5 -63,4 £ 28,0 29,8+ 11 579+7.4 68,2 + 21,8
M-6 -9,5+438 -15,0 £ 24,6 253+6,9 72,8 £ 11,9

"indice Antiapetitivo. (Ensayos de preferencia). Calculado como en tabla 3.1.

? Indice de Disuasion de la alimentacion. (Ensayos de no preferencia) Calculado como en

tabla 3.1.
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3.1.3 DERIVADOS DE ERIOCEPHALINA

La eriocephalina (Fig. 3.2) es un diterpenoide neo-clerodénico que, como la 19-
acetilgnaphalina, poseee el 40,18 epdxido, el 19-acetoxilo, el anillo furanico y la cetona
en C-6, pero que ademas tiene un grupo hidroxilo en C-7a y un hemiacetal acetilado
(carbonos C-9, C-11, C-12 y C-20) en lugar de la y-lactona de la 19-acetilgnaphalina

Se han citado trabajos donde se observa una actividad téxica frente a larvas de L.
decemlineata (Lopez-Olguin et al., 1999) y un indice elevado de disuasion frente a
larvas de S. littoralis (De la Torre et al., 1994, Simmonds y Blaney, 1992) y larvas de S.
frugiperda (Simmonds y Blaney, 1992),

Figura 3.2: Estructura de la eriocephalina

Los indices antialimentarios obtenidos para los derivados (M-7, M-8, M-9 y M-

10) de eriocephalina se detallan en la tabla 3.3 (Anexo I)

Para la especie generalista, se encontrd actividad antiapetitiva con el compuesto
M-9, pero cuando en C-6 la cetona se redujo a a-OH, B-H (M-10), dicha actividad
disminuia drasticamente. Para los compuestos M-7 y M-8 no se observd actividad

antialimentaria frente a este insecto.

Para el caso del especialista L .decemlineata se encontraron actividades
disuasorias y antiapetitivas elevadas con los compuestos M-9 y M-10. Cuando en C-6

existe un alcohol ecuatorial (a-OH, B-H) (M-7 y M-10), aumenta tanto el indice
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antiapetitivo como el indice disuasorio con respecto a M-8, que posee una cetona en C-
6. Por otro lado, cuando el 40,18 epoxido se sustituye por un carboximetoxilo aumentan
las actividades antiapetitiva y disuasoria independientemente de que el grupo en el

carbono 6 sea un alcohol (M-10) o una cetona (M-9)

Tabla 3.3. Actividad antialimentaria de derivados hemisintéticos de eriocephalina

sobre larvas de S. exigua y L. decemlineata.

Spodoptera exigua Leptinotarsa decemlineata
PRODUCTO . 5 . )
IA ID IA ID
1000 ppm

M-7 2,7+24,1 40,3 £11 76,4 + 8,9 43,1 £143
M-8 29,5+ 11,1 252 +7,6 259+ 7,7 28,7+ 7,7
M-9 57,3 £ 6,7 28,6 + 13,5 87,3 +8,8 83,7+ 19,3
M-10 12,5 £14,2 32,3+10,3 94,3 +£3,5 86,2 + 7,4

"indice Antiapetitivo. (Ensayos de preferencia). Calculado como en tabla 3.1.

* Indice de Disuasion de la alimentacion. (Ensayos de no preferencia) Calculado como en
tabla 3.1.

3.1.4 SCUTECYPROL A Y SCULTABINA C

La actividad antialimentaria de un extracto acetonico de las partes aéreas de S.
valdiviana y de los diterpenos neo-clerodanicos scutecyprol A y scultabina C,
presentes en diferentes especies del género Scutellaria (Bruno et al., 1996a; Bruno et
al., 1996b), fueron ensayadas frente a larvas de L. decemlinata y S. exigua (Tabla 3.4)
(Anexo I).

Tanto los ensayos de preferencia como los de no preferencia mostraron que el
extracto acetonico de S. valdiviana y la scutalbina C tienen actividad antialimentaria
frente a ambas especies, mientras que el scutecyprol A, actia como un potente
disuasorio de la alimentacion frente a larvas de S. exigua, pero carece de actividad

antiapetitiva frente a larvas de L. decemlineata. La pérdida de actividad frente a L.
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decemlineata podria estar asociada a la substitucion de la funcidon hemiacetal entre C-2
y C-19 de la scutalbina C por un grupo acetoxilo en C-19, como ocurre en el
scutecyprol A. Ademads, como resultado de este cambio aumenta considerablemente la
actividad en condiciones de preferencia frente a S. exigua, si bien se observa una

disminucion de la actividad en condiciones de no-preferencia.

Nuestros resultados con scutecyprol A y scutalbina C no coinciden con los
obtenidos por Bruno et al. (1999, 2000), ya que estos no encontraron actividad
antialimentaria con estos compuestos frente a los lepidopteros S. littoralis, S.
frugiperda, Mamestra brassicae, Pieris brassicae y Helicoverpa armigera. Esta
diferencia puede ser debida a que la dosis que usaron fue mas baja (100 ppm) o bien a
una mayor susceptibilidad de S. exigua frente a estos compuestos en comparacion los

otros lepidopteros.

Tabla 3.4. Actividad antialimentaria del extracto aceténico de las partes aereas de S.
valdiviana y los diterpenos neo-clerodanicos scutecyprol A y scutalbina sobre larvas

de S. exigua y L. decemlineata.

Spodoptera exigua Leptinotarsa decemlineata
PRODUCTO . ) . 5
1A ID 1A ID
1000 ppm
Extracto 52,1 £15,9 78,7+ 7,6 73,1+£19,5 67,6 £14,0

Scutecyprol A 484+ 11,5 91,4 +5,6 10,8 £ 11,2 -1,1 £11,5

Scutalbina C 61,8 +12,3 359+12,4 67,1 £22,2 51,0 +£20,9

"indice Antiapetitivo. (Ensayos de preferencia). Calculado como en tabla 3.1.

? Indice de Disuasion de la alimentacion. (Ensayos de no preferencia) Calculado como en
tabla 3.1.

3.1.5. ESTRUCTURA-ACTIVIDAD DE NEO-CLERODANOS.
Una vez realizado el estudio con 25 diterpenos, de los cuales 23 son neo-
clerodanos y 2 son furoneoclerodanos (Te-11 y Te-12), y analizados los grupos

funcionales de los compuestos que poseen actividad, se puede establecer algin tipo de
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relacion entre estructura y actividad. Diferentes estudios con neo-clerodanos muestran
que el grupo epoxido en los carbonos 4 y 18 es un factor determinante en la actividad de
estos compuestos (Geuskens et al., 1982; Gebbinck, 2002). La importancia de la
presencia del grupo epoxido en los carbonos 4 y 18 queda patente en los compuestos
Aj-1, Aj-4, scutecyprol A y scultalbina C frente a larvas de S. exigua y M-7, M-8 y
scutalbina C para L. decemlineata; aunque no es imprescindible Govindachari, (1995)
ya que los compuestos Aj-8, Aj-10, M-1, M-5 , M-9 y M-10 no teniendo un grupo
epoxido, presentaron actividad tanto en larvas de S. exigua como de L. decemlineata.
Otro factor importante a tener en cuenta son las funciones que aparecen sobre C-6 y C-
19, las cuales determinan cambios en la actividad antialimentaria (Rodriguez, 1994;
Lopez-Olguin, 1999). En nuestro caso, se observa que los grupos cetona o acetato
incrementan la actividad antialimentaria, especialmente de tipo disuasoria, en larvas de
S. exigua, perdiéndose actividad cuando se sustituye por un grupo hidroxilo, como ya ha

sido documentado por Rodriguez (1994) frente a larvas de S. littoralis.

3.2 SESQUITERPENOS: ARTEMISIIFOLINAS Y EUDESMANOS

Las artemisiifolinas (Ar 1-7) son sesquiterpenos de tipo germacrano, que por
poseer agrupamientos lacténicos se denominan germacranolidas. Por otro lado, Ar-8-10
son sesquiterpenos del tipo eudesmano, siendo la santonina (Ar-8) y la Ar-10

eudesmanolidas por poseer una funcionalidad lactonica.

Se ha visto que algunos sesquiterpenos presentan actividad antialimentaria frente
a insectos especialistas como L. decemlineata (Gonzalez-Coloma et al., 1995) y

generalistas como S. /ittoralis (Srivastava et al., 1990).

De los sesquiterpenoides que se probaron, cuatro son naturales (artemisiifolina
(Ar-1), 1,10-epoxiartemisiifolina (Ar-2), isabelina (Ar-6) y santonina (Ar-8) y el resto
son derivados hemisintéticos (Ar-3,4,5,7,9,y 10).

En la tabla 3.5 se muestran los resultados obtenidos de los bioensayos con estos

compuestos frente a larvas de S. exigua y L. decemlineata.
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En el caso de S. exigua, s6lo se observaron valores por encima del 50% para el
indice disuasorio en el caso del compuesto natural santonina (Ar-8) y para el indice
antiapetitivo con su derivado hemisintético Ar-10. Con el resto de los compuestos no se
observo actividad antialimentaria por encima del 50% frente a esta especie, aunque si
hubo un aumento notable en el indice antiapetitivo cuando C-15 y C-6 de Ar-2 pasaban
de ser grupos hidroxilos a acetatos (Ar-4). Cuando se mantenia el hidroxilo de C-6 pero
se pasaba de un aldehido (Ar-1) a un CHO (Ar-7) se mantenian los indices, pero si se
acetilaban los hidroxilos de Ar-1 como en C-15 de Ar-5, disminuia drasticamente el

indice de disuasion.

En el caso de L. decemlineata podemos deducir actividades diferentes en
funcion de los distintos grupos funcionales de los compuestos estudiados. Tanto para la
artemisiifolina (Ar-1) como para Ar-5 el [IA es superior al 50% por lo que la
acetilacion de los hidroxilos no influye en la actividad de estos compuestos. Sin
embargo, cuando el alcohol primario de Ar-1 (C-15) se oxida a aldehido (CHO) como
en Ar-7, el indice antiapetitivo desciende y aumenta el indice disuasorio. Ar-2 posee
elevada actividad para ambos indices, pero estos se ven reducidos significativamente

cuando los hidroxilos se esterifican formando un diacetato (Ar-4).

Los carbonos C-6 y C-15 parecen jugar un importante papel en la actividad de
los sesquiterpenos estudiados en este trabajo, ya que dependiendo de los grupos
funcionales que tengan, la actividad aumenta o disminuye. Passereiter e Isman (1977),
encontraron actividad antialimentaria frente a larvas de S. /itura, en sesquiterpenos de
tipo germacrano, cuando alguno de estos carbonos poseia un grupo hidroxilo. En
nuestro caso, también hemos observado que actividad en algunos de los sesquiterpenos
que poseen estos grupos hidroxilos y que la presencia de cetonas no es determinante
para la aparicion de actividad antialimentaria. Gonzélez et al. (1997) llegaron a la
conclusion de que la actividad de los sesquiterpenoides frente a larvas de S. littoralis
aumentaba en condiciones de no preferencia cuando se aumentaban los grupos acetatos.
Sin embargo, en nuestros resultados esto s6lo ocurre con el compuesto Ar-5 frente a

larvas de L. decemlineata y en condiciones de preferencia.
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Tabla 3.5. Actividad antialimentaria de artermisiifolin, santonina y algunos de sus

derivados hemisintéticos sobre larvas de S. exigua y L. decemlineata.

Spodoptera exigua Leptinotarsa decemlineata

PRODUCTO . 5 . 5

1000 ppm ID IA ID
Ar-1 31,L1 £11,7 30,2 +21,2 55,3 +4,8 26,6 £9,1
Ar-2 0,275 -8,7+ 18,1 99,1 £0,8 56,2 +14,6
Ar-3 15,1 +7,1 142 +34 452+ 12,2 28,6 £12,2
Ar-4 30,5+ 12,0 -9,1 £8,6 -0,4+16,4 82+17,7
Ar-5 24,1114 6,1 £10,4 58,7 + 18,8 26,6 +9,1
Ar-6 13,8 +7,5 26,3 +6,5 26,1 +11,3 14,6 £5,8
Ar-7 44,8 £ 10,6 27,7+ 11,7 32,8 +8,3 56,3 + 20,1
Ar-8 23,5+8,7 55,5+ 10,3 47,6 + 10,1 339+94
Ar-9 26,0 +6,9 2,1 +10,1 8,4+ 18,1 37,6 £9,0
Ar-10 57,3 + 6,8 11,2+£93 13,2+ 16,18 10,1 £5,8

"indice Antiapetitivo. (Ensayos de preferencia). Calculado como en tabla 3.1.

* Indice de Disuasion de la alimentacion. (Ensayos de no preferencia) Calculado como en
tabla 3.1.

3.3 LIMONOIDES

Un elevado nimero de tetranortriterpenoides de tipo limonoide han sido aislados
de distinas meliaceas. Algunos de esos compuestos han mostrado tener actividad
bioldgica, especialmente frente a insectos (Schmutterer y Ascher, 1987). Del género
Trichilia se han aislado limonoides que han demostrado tener actividad antialmentaria
frente a plagas de insectos, tanto generalistas como especialistas (Lopez-Olguin,1998;

Nakatani et al., 1984; Mikolajczak y Reed, 1987; Huang et al., 1996).
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Se han ensayado 4 compuestos naturales (Tr-1, Tr-3, Tr-9 y Tr-10), obtenidos
del extracto acetonico de semillas de 7. havanensis, y 6 derivados hemisintéticos (Tabla

3.6) (Anexo I).

Para el caso de S. exigua, solo se vio actividad con los compuestos Tr-2 y Tr-9,
en ambos caso para el indice antiapetitivo. Cuando el grupo a-OH, B-H en C-7 (Tr-9)
en sustitucion por a-OAc, B-H (Tr-2) o por un grupo cetona (Tr-10) disminuian tanto

el IA como el ID.

Para L. decemlineata, vemos actividad en el IA de Tr-1, pero cuando el C-1 es
una acetona (Tr-5) esta actividad desaparece, y cuando en C-3 hay una cetona (Tr-6) la
IA disminuye ligeramente . Si C-1 y C-3 se desacetilan (Tr-8) la actividad se mantiene,
pero si ademas se desacetila C-7 (Tr-7) esta actividad disminuye. Los compuestos Tr-3
y Tr-4 fueron activos tanto en condiciones de preferencia como de no preferencia, pero
cuando C-21 pasaba de a-H, 3-OH (Tr-3) a H, (Tr-4) disminuia el indice antiapetitivo
y se mantenia el indice de disuasion. Por el contrario, cuando en C-21 se mantenia el o-
H, B-OH, pero se sustituia el C-3 por una cetona y se desacetilaba el C-1 (Tr-2), se
mantenia un alto indice antiapetitivo, pero disminuia ligeramente el disuasorio. Otro
compuesto que presentaba altos indices antialimentarios es Tr-10, pero cuando el C-7
pasaba de cetona (Tr-10) al agrupamiento a-OH, B-H (Tr-9) disminuia ligeramente [A
y pasaba a la mitad el ID y cuando en C-7 existia un agrupamiento a-OAc, B-H (Tr-8),

mas o0 menos se mantenia el IA y disminuia ID con respecto a Tr-10.

Los limonoides ensayados presentaron menor actividad frente a larvas de S.
exigua que en larvas de L. decemlineata, lo que concuerda con los resultados
encontrados por Lopez-Olguin (1998) utilizando estas dos mismas especies. De los 10
limonoides estudiados solo dos (Tr-2 y Tr-9) dieron actividad antiapetitiva frente a S.
exigua. Estos dos compuestos poseen en su C-3 un grupo cetona, por lo que se puede

relacionar este grupo funcional con el aumento de actividad, (Lopez-Olguin, 1998).

Simmonds et al. (1990) observaron que los C-1 y C-3 que poseian grupos hidroxilo
incrementaban el efecto inhibidor del desarrollo frente a larvas de S. frugiperda, S.
littoralis 'y H. armigera. De igual manera, Lopez-Olguin (1998) sugiere que la

funcionalidad en C-3, ya sea hidroxilo o cetona, son los principales responsables de
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actividad en L. decemlineata. La importancia de los grupos funcionales en los carbonos
C-1 y C-3 se ve refrendada por nuestros resultados, ya que los compuestos que
presentan indices antialimentarios mas altos frente a larvas de L. decemlineata son
aquellos que poseen grupos hidroxilo o cetona en estos carbonos. Por otro lado, la
presencia de un grupo epoxido en posicion C-14-15 contribuye al aumento de actividad
(Bentley et al., 1988 y Mendel et al., 1993; Lopez-Olguin, 1998). Sin embargo, el grupo
epoxido no parece ser imprescindible, ya que aunque ninguno de los compuestos que
hemos ensayado poseia este grupo funcional muchos de ellos fueron activos, hecho que
apoya lo obtenido por Govindachari (1995) donde el grupo epoxido no tuvo influencia

frente a larvas de S. litura.

Tabla 3.6. Actividad antialimentaria de componentes de 7. havanensis y algunos

derivados hemisintéticos sobre larvas de S. exigua y L. decemlineata.

Spodoptera exigua Leptinotarsa decemlineata
PRODUCTO . , . 3
1000 ppm IA ID IA ID
Tr-1 29,5+ 11,1 26,6 + 13,5 53,0 £ 13,2 38,7+ 13,9
Tr-2 51,4 16,9 -4,6+ 10,9 79,1 + 6,1 45,9+ 13,6
Tr-3 46,2 £ 16,2 -7,2+ 11,9 85,3+ 4,7 53,8+ 14,4
Tr-4 23,6 18,3 34,7+ 14,7 54,1 + 16,3 59,0 £ 29,2
Tr-5 37,4+ 17,1 30,2 £ 14,0 1,4+ 15,2 15,5+ 18,1
Tr-6 2,8+ 14,9 18,4+ 11,5 46,8 £ 10,5 6,2 +84
Tr-7 33,0124 40,4 £ 12,5 27,4+173 38,0+ 16,9
Tr-8 41,1 £ 14,6 30,5 + 10,1 68,0 + 16,7 26,9 + 13,5
Tr-9 64,0 £ 10,9 37,2+ 17,2 60,4 + 14,8 32,2+ 13,8
Tr-10 48,1+ 11,3 15,1 £17,9 82,1 +17,0 63,5 +£12,3

"indice Antiapetitivo. (Ensayos de preferencia). Calculado como en tabla 3.1.

* Indice de Disuasion de la alimentacion. (Ensayos de no preferencia) Calculado como en

tabla 3.1.
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3.4. DISCUSION

En general, se considera que los insectos especialistas son menos susceptibles a
los aleloquimicos vegetales producidos por sus plantas huésped., mientras que los
generalistas son capaces de adaptarse a un mayor numero de compuestos de diferentes
plantas (Shoonchoven, 1982). Nosotros hemos analizado tres grupos diferentes de
terpenoides frente a una especie polifaga S. exigua y una oligofaga L. decemlienata.
Dentro de cada uno de los grupos de terpenoides se observd que habia mas productos
con actividad antialimentaria frente a larvas de L. decemlineata que frente a larvas de S.
exigua. La Unica excepcion corresponde a los grupos de las ajugarinas y de los
eudesmanos, que solo fueron activas frente a larvas de S. exigua. Resultados similares
fueron obtenidos por Blaney et al. (1988) cuando evaluaron la actividad antialimentaria
de 23 diterpenos neo-clerodanicos naturales y sintéticos frente a larvas de S. exempta, S.
littoralis, S. frugiperda, H. armigera y H. virescens. También observaron que la especie
oligofaga S. exempta fue mas susceptible que las especies polifagas. Asimismo, se ha
visto que los extractos de neem y su constituyente principal la azadiractina inhiben
significativamente la alimentacion de las larvas de varias especies de lepiddpteros como
S. littoralis, S. frugiperda, H. virescens, H.zea, H. armigera y Mamestra brassicae,
siendo las especies oligofagas mas susceptibles que las polifagas (Blaney et al., 1990;
Smutterer, 1990; Ascher, 1993). En trabajos realizados por Geuskens et al. (1982) se
observo que la alimentacion de la especie oligofaga Pieris brassicae L. fue inhibida por
dos diterpenos clerodanicos que no afectaron a los insectos polifagos S. littoralis y S.
exigua.

El menor nimero de compuestos con actividad frente a insectos polifagos puede
deberse a que la polifagia supone una mayor flexibilidad funcional de sus sistemas de
detoxificacion frente a metabolitos secundarios de plantas. Asi, Blum (1992), considera
que los insectos herbivoros generalistas pueden ingerir una variedad de productos
vegetales toxicos que pueden procesar con eficacia e indica que la detoxificacion es uno
de los principales mecanismos para sobrevivir a estos aleloquimicos. Recientemente, se
ha podido demostrar que los sistemas de detoxificacion en el generalista H. zea son
capaces de metabolizar un mayor niimero y variedad de aleloquimicos que este mismo

tipo de enzimas en Papilio polyxenes, cuya dieta esta restringida a tan solo dos familias

65



Capitulo 3 Actividad antialimentaria

de plantas (Xianchun et al., 2004). En este sentido, van Laecke et al. (1995), observaron
altos niveles de enzimas de detoxificacion en el tubo digestivo de S. exigua, por lo que
sugieren que este es un factor que puede contribuir en una reduccion de susceptibilidad
a un amplio rango de insecticidas.

Por otra parte, es importante resaltar que de los 15 compuestos naturales
analizados, 12 de ellos presentaban actividad antialimentaria frente alguna de las dos
especies de insectos. Por el contrario, aproximadamente la mitad de los compuestos
hemisintéticos carecian de actividad. Asimismo, en un estudio realizado por Lopez-
Olguin et al. (1999) con 10 neo-clerodano diterpenos aislados de Teucrium y 10 de sus
derivados estructurales, se pudo comprobar que de los 12 compuestos con actividad
frente a larvas de L. decemlineata 9 de ellos eran compuestos naturales. Estos resultados
ilustran la eficacia de las plantas en la sintesis de defensas quimicas frente a herbivoros
y sugieren que la estructura global de la molécula es importante para mantener la
actividad biologica.

Los mecanismos de defensa de las plantas frente a insectos se deben en muchos casos a
varios compuestos metabolicamente relacionados que actlian conjuntamente con
diferentes espectros de actividad (Jermy, 1990). Ademas, el impacto de un determinado
aleloquimico sobre la fisiologia de un insecto depende tanto de la identidad y cantidad
de ese compuesto, como de las identidades y cantidades de otros aleloquimicos
presentes (Duffey y Stout, 1996). Nuestros resultados ponen de manifiesto como el
extracto de S. valdiviana fue més activo que los compuestos puros (scutecyprol A y C)
para ambas especies de insectos. Ademas, de los 28 compuestos ensayados que
mostraron algin tipo de actividad, s6lo 6 fueron activos para ambas especies, siendo
minimos cambios en la estructura de las moléculas responsables de cambios de
especificidad. De hecho, los productos comerciales del neem son en su mayoria
formulaciones estandarizadas de extractos o aceite de semillas con un determinado
contenido de azadiractina y otros limonoides que contribuyen de manera importante a
incrementar su eficacia (Parmar, 1995; Stark y Walter, 1995). De aqui la importancia de
dedicar mayor atencion a las mezclas de compuestos que, ademds de ofrecer

importantes ventajas practicas por su facilidad de obtenciéon y bajo coste, en muchos
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casos resultan mas efectivas que los compuestos puros y su efecto combinado podrian
retrasar la aparicion e resistencia.

Las plantas han sido, y contintian siendo, una de las fuentes tradicionales de
compuestos naturales con actividad frente a insectos. Estudios comparativos entre
productos naturales y sintéticos sugieren que determinadas propiedades estructurales
son responsables de su amplio rango de actividades bioldgicas (Henkel et al., 1999;
Stahura et al., 2000). Los compuestos naturales contribuyen al desarrollo de estrategias
para el control de plagas a diferentes niveles: a) por si mismos como extractos crudos o
en su forma purificada, como el neem y las piretrinas; b) como material de partida para
la sintesis de derivados hemisintéticos, como la dihidroazadiractina; 3) como estructura
modelo para la sintesis de analogos, como los piretroides; y d) como herramientas para

el descubrimiento de nuevos modos de accion (Ujvary, 2002).
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Modo de accion de terpenoides en

larvas de L. decemlineatay S. exigua

Con el objetivo de establecer el modo de accion de algunos de los compuestos
que mostraron mayor actividad, se realizaron ensayos nutricionales para evaluar el
efecto de estos compuestos sobre el consumo y el crecimiento de las larvas y para
distinguir si su actividad antialimentaria podia deberse a un efecto disuasorio de la
alimentacion o a un efecto toxico post-ingestivo (Blau et al., 1978

Los indices calculados en los ensayos nutricionales fueron, Tasa de Consumo
Relativo (TCR), que indica el consumo de las larvas en relacion a su peso inicial y al
tiempo de duracion del ensayo; Tasa de Incremento de Peso (TIP), donde se muestra el
incremento del peso de las larvas en relacion a su peso inicial por unidad de tiempo;
Consumo Relativo del Producto (CRP), cantidad de producto ingerido por la larva en
funcion de la TCR y de la dosis aplicada a los discos foliares.; y por tltimo la Eficiencia
de Conversion del alimento Ingerido (ECI), que fue calculada para el periodo de post-
tratamiento y que indica que cantidad de alimento es utilizado para el crecimiento en
peso de la larva (Waldbauer, 1968).

Estos indices se calcularon durante un periodo en el que la larva se alimentaba
con discos foliares tratados con los compuestos a ensayar a diferentes dosis (periodo de
tratamiento) asi como durante el periodo inmediatamente posterior en que se
alimentaban sobre discos no tratados (periodo de post-tratamiento), para determinar los
posibles efectos post-ingestivos de los compuesto sobre las larvas. Asi mismo, en el

periodo de post-tratamiento, se incluye un grupo de larvas mantenidas en ayuno durante
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el periodo de tratamiento, simulando un 100% de actividad antialimentaria. (Blau et al.,
1978). Cuando en el periodo de post-tratamiento el consumo y el crecimiento de las
larvas tratadas es similar al de las mantenidas en ayunas se infiere que no hay efectos
post-ingestivos y que el compuesto actiia como un disuasorio de la alimentacion. Por el
contrario, cuando en el periodo de post-tratamiento el consumo o el crecimiento de las
larvas tratadas son inferiores al de las larvas mantenidas en ayuno se concluye que hay
un efecto post-ingestivo debido al efecto toxico del compuesto (Blau et al., 1978).

De entre los compuestos ensayados (capitulo 3), se seleccionaron tres en funcién
de su potente actividad antialimentaria y la disponibilidad del producto para tratar de
determinar el modo de accion que presentaban. Para L. decemlineata se utilizaron los
diterpenos teumassilenina A (Te-11) y teumassilenina C (Te-12). En el caso de S.

exigua estudiamos el neo-clerodano scutecyprol A.

4.1 LEPTINOTARSA DECEMLINEATA

Los diterpenos furoneoclerodanos teumassilenina A (Te-11) y teumassilenina C
(Te-12) fueron dos de los compuestos con mas actividad antialimentaria frente a larvas
de L. decemlineata, tanto en ensayos de preferencia como de no preferencia. Estos
resultados no permitian diferenciar entre un modo de accion toxico o disuasorio, por lo
que se calcularon los indices nutricionales tanto en tratamiento como en post-

tratamiento para permitir diferenciar su modo de accion.

4.1.1 TEUMASSILENINA A

Los resultados obtenidos tanto en el periodo de tratamiento como en el de post-

tratamiento se detallan en la tabla 4.1.

Para el periodo de tratamiento, las tres concentraciones de teumassilenina A (Te-11)
(100, 300 y 1000), redujeron significativamente las tasas de consumo relativo (TCR)
con respecto al control. La tasa de incremento de peso (TIP) solo se redujo
significativamente para la concentracion de 1000 ppm. Para el consumo y el
crecimiento la respuesta fue dosis-dependiente, registrandose una relacion inversa de la

TCR y TIP con respecto al consumo relativo del producto (CRP).
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Esta reduccion puede deberse a un efecto disuasorio o toxico del compuesto, por lo que
debemos analizar los resultados obtenidos para el periodo de post-tratamiento para

determinar si se aprecian efectos post-ingestivos.

Las larvas que se mantuvieron en ayunas en el periodo de tratamiento y se
alimentaron en el de post-tratamiento tienen una TCR, TIP y ECI que no difieren
significativamente del control. Esto significa que pese a que estuvieron privadas de
alimento durante la fase de tratamiento (simulaciéon 100% de la actividad

antialimentaria), al volver a alimentarse, se recuperan normalmente.

Sin embargo, se observa una disminucion de TCR y TIP en las larvas que
estuvieron sometidas a 1000 ppm y del TIP y ECI de las tratadas con 300 ppm con
respecto al control. Esto significa que estas larvas no han sido capaces de recuperarse en
el periodo de post-tratamiento debido al efecto post-ingestivo de la teumassilenina A, lo
que nos indica que este compuesto a concentraciones de 300 y 1000 ppm posee un

modo de accidn toxico frente a larvas de L. decemlineata .
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Tabla 4.1. Indices nutricionales de larvas de L. decemlineata alimentadas con discos

foliares de patata tratados con teumassilenina A durante 20 horas (periodo de

tratamiento) y no tratados otras 20 horas (periodo de post-tratamiento).

Periodo de tratamiento

Concentracion PiL! TCR? TIP? CRP*
Ppm
0 34+1,1*  257+0,15* 0,86+0,08° 0°
100 453+13%  202+0,12° 0,70+£0,07* 226+0,14°
300 41+1,1%  1,79+0,12° 0,76+£0,06° 571+0,37°¢
1000 454+1,1%  126+0,10° 040+005° 13,5129
Periodo de post-tratamiento
Concentracion o 5 . s
PiL TCR TIP ECI
Ppm
0 708+33%  1,66+0,10* 0,65+0,05* 0,40+0,04°
100 65.6+£3,5% 1,62+0,18* 0,68+0,08° 042+0,04°
300 692+48% 1,62+0,12% 033+0,04° 021+0,02°
1000 60,8 +4,6% 0,83+022° 0,26 £0,07° 0,32+0,05°
Ayuno (20h)  432+26° 1,81+021°% 0,66+0,12% 0,35+0,05°

1 . , e .
Peso fresco inicial (mg) de la larva + error estandar al inicio de cada periodo.

?Tasa de Consumo Relativo = (Ing/PiL x T) # error estandar; donde Ing = consumo de disco foliar
durante el periodo de ensayo (mg de peso seco), PiLs = Peso inicial de la larva (mg de peso seco)

y T = periodo del ensayo (dias).

* Tasa de Incremento de Peso = (AP/PiL x T) * error estandar; donde AP = incremento de peso de

la larva durante el periodo de ensayo (mg de peso seco).

* Consumo Relativo del Producto = (TCR x D) * error estandar; donde D= dosis del compuesto

(ng del compuesto/mg de peso seco de disco foliar).

> Eficiencia de Conversion del alimento Ingerido = (TIP/TCR) # error estandar.

Dentro de cada columna, las medias con la misma letra no difieren significativamente
(Student-Newman-Keuls, p<0,05). n=20 en el periodo de tratamiento y n= 10 en el periodo
de post-tratamiento.
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4.1.2 TEUMASSILENINA C

Para el caso de la teumassilenina C, en el periodo de tratamiento, podemos ver
una reduccion significativa en la tasa de consumo relativo segun se va aumentando la
dosis, asi como una reduccion en la tasa de incremento de peso. Para el consumo y el
crecimiento la respuesta fue dosis-dependiente, registrandose una relacion inversa de la

TCR y TIP con el CRP.

En el periodo de post-tratamiento no se aprecian diferencias significativas entre
las larvas que fueron sometidas a diferentes dosis del producto y las control, asi como
las que estuvieron en ayuno, por lo que podemos concluir que no hay un efecto post-
ingestivo del producto, por lo que el modo de accion de este compuesto es de tipo

disuasorio

Los resultados obtenidos se pueden observar en la tabla 4.2.
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Tabla 4.2. Indices nutricionales de larvas de L. decemlineata alimentadas con discos

foliares de patata tratados con teumassilenina C durante 20 horas (periodo de

tratamiento) y no tratados otras 20 horas (periodo de post-tratamiento).

Periodo de tratamiento

Concentraciéon piL! TCR? TIP? CRP*
Ppm
0 448+08% 241+0,05* 0,82+0,07° 0°
100 441+0,6% 206+0,07° 0,79+0,07° 3,28+0,13°
300 447+0,7%  1,91+£008° 060+0,06° 914+0,38°
1000 447+0,8% 094+008° 0,26+006° 151+1,39
Periodo de post-tratamiento
Concentracion PiL! TCR? TIP? ECP’
Ppm
0 723 3,7 1,81 +0,08* 0,65£0,16* 0,34+0,07°
100 688+2,6 1,87 £0,07® 058+0,13* 030+0,07°
300 71,6 £ 0,9 1,76 £0,05* 0,50 £0,07* 0,29 +0,05°
1000 592+40 1,89 +0,13* 0,77+0,03* 0,41+0,03*°
Ayuno 20h) 46,8 +0,8 1,99+0,13%  0,67+0,07* 0,33+0,04°

1,2,3,4y 5: Como en tabla 4.1.
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4.2 SPODOPTERA EXIGUA

Se selecciono el neo-clerodano scutecyprol A, uno de los compuestos que en
ensayos de preferencia dio un ID del 91% y con un IA del 43% (en no preferencia), por
lo que sugiere un modo de accion disuasorio, si bien no era descartable cierta actividad

toxica.

4.2.1. SCUTECYPROL A
Los resultados obtenidos tanto para el periodo de tratamiento como el de post-

tratamiento se detallan en la tabla 4.3.

En el periodo de tratamiento se observa una reduccion significativa con respecto
al control, tanto en la tasa de consumo relativo (TCR) como en la tasa de incremento de

peso (TIP). Segiin aumenta el CRP se reducen ambas tasas.

En el periodo de post-tratamiento, no hay diferencia entre las distintas
concentraciones y tampoco con las larvas en ayuno. Esto implica que las larvas son
capaces de recuperarse de los efectos producidos por la ingestion del scutecyprol A en
la fase de tratamiento y que por tanto, este compuesto tiene un modo de accidén

disuasorio frente a larvas de S. exigua.
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Tabla 4.3. indices nutricionales de larvas de S. exigua alimentadas con discos
foliares de remolacha tratados con scutecyprol A durante 12 horas (periodo de

tratamiento) y no tratados otras 12 horas (periodo de post-tratamiento).

Periodo de tratamiento

Concentracion PiL' TCR? TIP CRP*
ppm
0 77,4+0,7*  220%0,12* 0,75+£0,04" 0,00%0,00"
100 77,8+ 1,0°  1,53+0,15° 0,53+0,05° 1,67%0,16°
300 774+09%  0,34+006° 0,10+0,04¢ 1,34+026"
1000 76,5£0,9° 0,23+0,07° 0,09+0,07° 2,72+0,83°"
Periodo de post-tratamiento
Concentracién PiL' TCR? TIP’ ECP
ppm
0 1062+3.0% 1.57£0.09° 0.69+£0.05* 044+0.04°
100 1032+£39% 1.57+£021" 0.66+0.06" 042+0.08°
300 79.0+3.1° 1.71£0.25%  0.67+£0,07° 0.44+0.06°
1000 78.8 +4.4° 1.44+0.13*  0.75%£0.13" 0.49+£0.06°
Ayuno (12h)  62.7+1.8¢ 1.91+0.16* 0.85£0.06" 0.45+0.03°

1,2,3,4 y 5: Como en tabla 4.3.
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4.3 DISCUSION

La actividad antialimentaria de los diterpenos neo-clerodanos ha sido asociada a
un efecto toxico, disuasorio de la alimentacion, o al efecto combinado de estos dos
modos de accién (Simmonds et al., 1989;.0Ortego et al., 1995; Rodriguez, 1997). Los
diterpenos neo-clerodanos teumassilenina A y teumassilenina C mostraron indices
antiapetitivo y disuasorio elevados frente a larvas de L. decemlineata, por lo que no se
podia saber a priori si actuaban como toxicos o como disuasorios de la alimentacion. El
modo de accion de estos compuestos fue determinado con la ayuda de los indices
nutricionales para verificar si presentaban efectos post-ingestivos. Las reducciones del
consumo, el crecimiento y la eficiencia de conversion del alimento ingerido en larvas
alimentadas con teumassilenina A en el periodo de post-tratamiento suguieren un modo
de accion toxico en las larvas de esta especie. Por el contrario, las larvas alimentadas
con teumassilenina C se recuperan durante este periodo, al igual que las larvas que
estuvieron en ayuno, indicando que actua como disuasorio de la alimentacion. Estos
resultados ponen de manifiesto como pequefios cambios estructurales, en este caso la
transformacion del aldehido y el hidroxilo de los carbonos 4 y 5 en un epoéxido, pueden
modificar el modo de accién de estos compuestos. Asimismo, Lopez-Olguin (1998)
determind que el neo-clerodano scutalpina B es un potente disuasorio de la alimentacion
para L. decemlineata, mientras que el estructuralmente relacionado scutalpina I tiene un
modo de acion toxico en esta emisma especie. En cuanto al otro compuesto estudiado,
el neo-clerodano scutecyprol A, nuestros resultados con indices nutricionales confirman

que este compuesto tiene un modo de accion disuasorio frente a larvas de S. exigua.

La abundancia en plantas de terpenoides de las mas variadas estructuras ha
permitido su extraccion, identificacion estructural y evaluacion como plaguicidas. La
actividad antialimentaria de algunos neo-clerodanos y otros terpenoides se ha asociado a
los efectos de estos compuestos sobre los quimioreceptores del aparato bucal, asi como
a sus efectos post-ingestivos sobre otros organos diana (Mordue (Luntz) y Blackwell,
1993); O. Koul et al., 1996); Ortego et al., 1998). Sin embargo, los mecanismos de
accion y el metabolismo de la mayoria de estos compuestos no son conocidos o estdn
restringidos a unas pocas especies. Es por tanto necesario profundizar en el

conocimiento a nivel bioquimico, molecular y fisioldgico del modo de accion de estos
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compuestos con el objeto de optimizar su eficacia y especificidad, asi como racionalizar

sus aplicaciones.
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CAPITULO 5

Efectos de terpenoides toxicos y
disuasorios sobre enzimas de

detoxificacion en larvas de S. exigua

Los insectos son capaces de metabolizar una gran variedad de compuestos
exogenos, entre los que se encuentran los metabolitos secundarios presentes en sus
plantas-huesped, por medio de la actividad de sus enzimas de detoxificacion, (Ahmad et
al., 1986; Brattsten, 1988). Aproximadamente 20 sistemas enzimaticos estan implicados
en la detoxificacion de aleloquimicos en insectos (Terriere, 1984). Los mas importantes
son las monooxigenasas, la glutation-S-transferasas y las esterasas (Feyereisen, 1999;
Ransem et al., 2002). La actividad de las enzimas de detoxificacion esta relacionada con
el nivel de consumo del insecto dentro de cada estadio larvario (Wilkinson y Brattsten,
1972) y con las diferentes estrategias de alimentacion de los insectos herbivoros
(Mullin, 1985). Ademas, se ha podido constatar que la produccion de estas enzimas es
inducible (Snyder y Glendinning, 1996) y estan implicadas en la aparicion de resistencia

(Soderlund y Bloomquiat, 1990).

Las enzimas de detoxificacién son energéticamente costosas, por lo que un
estrategia comun en insectos es producir estas enzimas en proporcion a la cantidad de
xenobiontes a los que debe hacer frente (Berenbaum y Zangerl, 1994). Asimismo, es
esperable que el insecto intente eliminar mediante la induccion de enzimas de
detoxificacion los metabolitos secundarios que sean toxicos, mientras que esta

induccion no seria necesaria para aquellos compuestos que sélo sean disuasorios de la
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alimentacion. Ortego et al. (1999) comprobaron que las actividades de las enzimas de
destoxificacion presentes en el tracto digestivo de larvas de L. decemlineata variaban
irreversiblemente cuando el insecto era alimentado con una mezcla de limonoides con
modo de accidn toxico, mientras que por el contrario no habia ninguna variacion en la
actividad enzimatica cuando se alimentaban con hojas de patata tratadas un neo-
clerodano diterpeno con modo de accidn disuasorio.

Nuestro objetivo es comprobar si esta respuesta enzimatica dependiente del modo de
accion del metabolito secundario al que estan expuestos también ocurre en larvas de S.
exigua. Para ello hemos seleccionado el scutecyprol A (Anexo I), un diterpeno neo-
clerodano con una potente actividad como disuasorio de la alimentacion frente a larvas
de S. exigua (Capitulo 3.1.4) y que no mostraba efectos post-ingestivos (Capitulo 4.2.1).
De entre los compuestos que hemos ensayado frente a este lepidoptero, no encontramos
ninguno que pudiera utilizarse como representativo de un modo de accidn
exclusivamente toxico, por lo que decidimos utilizar una mezcla de limonoides (1,7-di-
O-acetilhavanensina y 3,7-di-O-acetilhavanensina, Tr-11 y Tr-12 respectivamente en
Anexo ) aislados a partir de extractos de semillas de Trichilia havanesis (Meliaceae),

que mostré un modo de accion toxico frente a larvas de S. exigua (Lopez-Olguin, 1998).

5.1. ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE DETOXIFICACION EN LARVAS DE
S. EXIGUA

Las actividades enzimaticas en los extractos digestivos de S. exigua fueron
analizadas mediante un sistema discontinuo de tampones en el rango de pH 5,0-11,0, lo
que permitid determinar el pH optimo para cada actividad. (Figura 5.1). Los resultados
de estos analisis muestran que la actividad frente a CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno),
substrato general de glutation S-transferasas (GST), presenta un perfil ligeramente
alcalino, con un pH optimo a 8,5. Utilizando citocromo ¢ como substrato de
monooxigenasas también se obtuvo un perfil basico, siendo la actividad maxima
ligeramente mas alcalina, en el rango de pH 8,5-9,0. Para la actividad esterasa
utilizamos el substrato 1-NA (1-naftil acetato), que presentaba tres picos de actividad a
pH 6,0, 7,0 y 8.5, siendo el optimo a pH 7.0. Estos resultados son acordes con el pH
fisiologico del tubo digestivo y con los encontrados en larvas de numerosas especies de

lepiddpteros (Brattsten et al., 1980; Weinhold et al., 1990; Ortego et al., 1998).
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Fig. 5.1. Efecto del pH sobre la hidrolisis de substratos especificos de Glutation S-

Transferasas (CDNB), Esterasas (1-NA) y monooxigenasas (citocromo c), por extractos

digestivos de larvas de S. nonagrioides.
Glutation S-transferasa

100 -
80 1
60 -
40 -
20 -

7.0 75 8.0 8.5 9.0 95 10.0
pH

Esterasa

100 -
80 -
60 -
40 A
20 1

0 - T T T T T T T T 1
50 55 6.0 65 7.0 7.5 80 85 9.0

pH

Monooxigenasas

100 -
80 1
60 -
40 -

0 I I I I I I 1
70 80 85 90 95 10.0 11.0

pH

Los datos representan la media de tres repeticiones con un error estandar inferior al 5%. Los
tampones de reaccion fueron: 0,1 M citrato (4), 0,1 M Tris-HCI (H), 0,1 M Glicina-NaOH (®).
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En la tabla 5.1 se indica el pH optimo y las actividades especificas para cada uno
de los substratos ensayados con los extractos digestivos de S exigua. Nuestros
resultados son similares a los obtenidos por Van laecke et al. (1995) utilizando una
poblacion de laboratorio de esta misma especie (579 nmol/min/mg para CDNB y 867
nmol/min/mg para 1-NA). Estas enzimas parecen estar implicadas en la resistencia de
poblaciones de S. exigua a diferentes tipos de insecticidas (Van Laecke et al., 1995;

Smagghe et al., 2003; Natsuhara et al., 2004)

Tabla 5.1. Caracteristicas de las enzimas de detoxificacion presentes en extractos

digestivos de larvas de S. exigua.

Tipo de actividad Substrato pH optimo Actividad especiﬁca1
GST CDNB 8,5 301 £ 18
Esterasa 1-NA 7,0 1089 + 21
Monooxigenasa Citocromo ¢ 9,0 57+4

" Actividad especifica como nmoles de substrato conjugado (Glutation S-transferasa),
hidrolizado (Esterasa), o reducido (Monooxigenasa)/min/mg de proteina).
Los valores son las medias * error estandar (n = 3)

5.2 EFECTOS DE METABOLITOS SECUNDARIOS SOBRE LA ACTIVIDAD
DE LAS ENZIMAS DE DETOXIFICACION EN LARVAS DE S. EXIGUA.

Estos ensayos se realizaron utilizando larvas de S. exigua que fueron congeladas
al finalizar los periodos de tratamiento y post-tratamiento en ensayos nutricionales. En
el caso del scuteciprol A se utilizaron las larvas ensayadas en el capitulo 4, mientras que
las larvas alimentadas con la mezcla de limonoides (1,7-di-O-acetilhavanensina y 3,7-
di-O-acetilhavanensina de Trichilia havanensis) provenian de estudios anteriores

realizados con la misma metodologia en nuestro laboratorio (Lopez-Olguin, 1998).

La actividad especifica de las enzimas estudiadas result6 dependiente del peso
de la larva y de la cantidad de proteina del extracto. Concretamente, se aprecia una

correlacion negativa entre el contenido en proteina del extracto y las actividades
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especificas de monooxigenasas (r2=0.562, p<0.0001), glutation S-transferasas

(r2=0.312, p<0.0001) y esterasas (r2=0.213, p<0.0.0001). De acuerdo con estos
resultados, y dado que el peso de las larvas y el contenido en proteina de los extractos
variaba dependiendo del tratamiento al que habian estado sometidas las larvas, estas
diferencias fueron consideradas en el andlisis usando el contenido en proteina de los

extractos como covariable.

Se han analizado las actividades enzimaticas de larvas de S. exigua alimentadas
con discos foliares de remolacha tratados con diferentes dosis del compuesto a ensayar
durante 12 horas (periodo de tratamiento) y con discos foliares de remolacha no tratados
durante las siguientes 12 horas (periodo de post-tratamiento). Ademas, se incluye en los
ensayos un grupo de larvas que se mantuvieron en ayuno durante el periodo de
tratamiento y se alimentaron con discos foliares no tratados durante el periodo de post-
tratamiento. No se aprecian diferencias significativas entre las larvas control y las
sometidas a ayuno para ninguna de las actividades enzimaticas analizadas, tanto en el
periodo de tratamiento como en el de post-tratamiento (Tablas 5.2 y 5.3). Esto nos
indica que la simulacion del 100% de actividad antialimentaria (ayuno) no tiene ningin
efecto sobre la actividad de las enzimas de detoxificacion. En consecuencia, si se
detectan cambios de actividad enzimatica en larvas que han ingerido metabolitos
secundarios, estos se deberan a los efectos post-ingestivos de estos compuestos.

Larvas alimentadas con discos foliares que contenian scutecyprol A consumian y
crecian menos que los controles durante el periodo de tratamiento, pero se recuperaban
durante el periodo de post-tratamiento (Capitulo 4, Tabla 8). El andlisis de las
actividades enzimaticas de estas larvas demuestra que el consumo de scutecyprol A no
afecta a la actividad de glutation S-transferasas, esterasas y monooxigenasas durante los
periodos de tratamiento y post-tratamiento (Tabla 5.2). En general, se observa un ligero
aumento de las tres actividades segiin aumenta la dosis, siendo atin més elevadas en el
caso de larvas mantenidas en ayuno. Este aumento es debido a la correlacion negativa
entre la actividad y el tamafio de las larvas, no habiendo diferencias significativas

debido al efecto del tratamiento (Tabla 5.2).
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Tabla 5.2. Actividades enzimaticas de larvas de S. exigua alimentadas con discos
foliares de remolacha tratados con Scutecyprol A durante 12 horas (periodo de

tratamiento) y no tratados otras 12 horas (periodo de post-tratamiento).

Periodo de tratamiento

Concentracion GST! Esterasa’ Monooxigenasa >
ppm (CDNB) (1-NA) (citocromo c)
0 258 +£23 669 + 61 59+7
100 254 £ 17 651 + 120 83+9
300 346 + 33 643 + 83 52+12
1000 355+35 407 £ 69 47+ 15
Ayuno (12 h) 365 + 30 854 + 68 52+11

Periodo de post-tratamiento

Concentracion GST' Esterasa’ Monooxigenasa®
ppm (CDNB) (1-NA) (citocromo ¢)
0 285+ 16 673 £ 49 73 £ 10
100 306 £22 759 £ 47 77 £ 8
300 270 £ 31 956 £219 92+9
1000 302 £37 957 £ 106 103 £ 19
Ayuno (12 h) 342+ 18 921 + 186 73+ 12

" Actividad especifica de Glutation S-transferasas utilizando CDNB como substrato (nmoles
de substrato conjugado/min/mg de proteina).

* Actividad especifica de Esterasas utilizando 1-NA como substrato (nmoles de substrato
hidrolizado/min/mg de proteina).

3 Actividad especifica de Monooxigenasas utilizando citocromo ¢ como substrato (nmoles de
substrato reducido/min/mg de proteina).

* Significativamente distinto del control (Dunnett, p<0,05). n=10 en los periodos de
tratamiento y post-tratamiento.
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Larvas alimentadas con discos foliares que contenian la mezcla de limonoides
consumian y crecian menos que los controles, tanto en el periodo de tratamiento como
en el de post-tratamiento (Lopez-Olguin, 1998). Los ensayos enzimaticos realizados con
estas larvas muestran que el consumo de la mezcla de limonoides afecta a diferentes
actividades enzimadticas (Tabla 3). La actividad glutatién S-transferasa se incremento de
forma significativa durante el periodo de tratamiento a concentraciones de 300 y
1000ppm, permaneciendo estos niveles de actividad elevados durante el periodo de
post-tratamiento a 1000ppm. Por el contrario, la actividad esterasa se redujo
significativamente durante el periodo de tratamiento en larvas tratadas a 1000ppm, si
bien estas recuperaron su actividad normal durante el periodo de post-tratamiento. En
cuanto a la actividad monooxigenasa, no se aprecia ningun tipo de efecto a las dosis

ensayadas.
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Tabla 5.3. Actividades enzimaticas de larvas de S. exigua alimentadas con discos
foliares de remolacha tratados con una mezcla de 1,7-di-O-acetilhavanensina y 3,7-
di-O-acetilhavanensina de Trichilia havanensis durante 12 horas (periodo de

tratamiento) y no tratados otras 12 horas (periodo de post-tratamiento).

Periodo de tratamiento

Concentracion GST' Esterasa’ Monooxigenasa >
ppm (CDNB) (1I-NA) (citocromo c)
0 293+ 65 867+ 84 73+7
100 392 £ 67 702 £ 120 73+ 14
300 545+96 * 546 £ 159 72 £ 15
1000 570 £ 85 * 492 + 63 * 97+ 16
Ayuno (12 h) 334 £ 57 915+ 126 101 £9

Periodo de post-tratamiento

Concentracion GST' Esterasa’ Monooxigenasa >
ppm (CDNB) (1-NA) (citocromo c)
0 312+ 55 537+ 84 62+ 11
100 385£56 480 = 36 557
300 387 £50 510 £ 42 74 £23
1000 485 £ 57 * 55572 62 +7
Ayuno (12 h) 299 + 20 552 + 63 919

1,2y 3 como en Tabla 5.2.

*Significativamente distinto del control (Dunnett, p<0,05). n=10 en los periodos de
tratamiento y post-tratamiento.

5.3. DISCUSION

85



Capitulo 5 Enzimas de detoxificacion

Nuestros resultados demuestran que los efectos de los compuestos ensayados
sobre las actividades enzimaticas en larvas de S. exigua se ajustan a su modo de accion.
Asi, la mezcla de limonoides, con un modo de accion toxico, afecta a la actividad de las
enzimas de detoxificacion en los periodos de tratamiento y post-tratamiento. Por el
contrario, el scutecyprol A, con un modo de accidon disuasorio de la alimentacion, no
tiene ningin efecto sobre estos procesos enzimaticos. Resultados similares fueron
obtenidos por Ortego et al. (1999), al analizar los efectos de terpenoides con diferentes
modos de accion sobre las actividades de las enzimas de detoxificacion presentes en el
tracto digestivo de larvas de L. decemlineata. scutalpina-B, un neo-clerodano aislado de
Scutellaria alpina (Labiatae) que exhibe una potente actividad como disuasorio de la
alimentacion frente a larvas de L. decemlineata, no tuvo ningin efecto sobre las
actividades enzimaticas. Sin embargo, cuando emplearon la misma mezcla de
limonoides que hemos usado en nuestros ensayos, y que también resulta toxica frente a
larvas de L. decemlineata, obtuvieron efectos pot-ingestivos sobre algunos procesos
bioquimicos. Concretamente, una reduccion de la actividad esterasa y un incremento de
las actividades de glutation S-transferasas y monooxigenasas. Podemos, por tanto,
deducir que la respuesta metabolica en funcion del efecto post-ingestivo del compuesto
es un fendmeno que ocurre en especies pertenecientes a diferentes 6rdenes de insectos y

con diferentes habitos alimenticios.

La induccion de los sistemas metabdlicos de detoxificacion juegan un
importante papel en la adaptacion de los insectos a sus plantas huesped. Estudios
recientes han demostrado que en las especies de mariposas del género Papilio que se
alimentan de plantas que contienen furanocumarinas se inducen monooxigenasas
concretas que son responsable de metabolizar estas fitotoxinas, mientras que estos genes
no se induce en las especies que se alimentan sobre plantas que no contienen estos
compuestos (Weimin et al., 2003). Informacion relativa al papel de las enzimas de
detoxificacion implicadas en la inactivacion de terpenoides es escasa. Nuestros
resultados muestran un aumento en la actividad glutatiéon S-transferasa como respuesta
al consumo de la mezcla de limonoides, suguiriendo que estas enzimas pueden estar
implicadas en su detoxificacion en larvas de S. exigua. Ortego et al. (1999) demostraron
que en larvas de L. decemlineata tanto glutation S-transferasas como monooxigenasas

se inducian en respuesta al consumo de esta mezcla de limonoides. Ademads, la
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toxicidad de extractos de semillas del neem sobre larvas de L. decemlineata y Plutella
xylostella aumenta cuando se anade el inhibidor de monooxigenasas piperonil butoxido
(Zehnder y Warthen, 1988), indicando que el bloqueo de la inactivacion metabdlica de
los limonoides via monooxigenasas puede ser responsable del efecto sinérgico.

Los sistemas enzimaticos de detoxificacion en insectos pueden ser inhibidos por
algunos de los metabolitos secundarios producidos por plantas (Yu, 1984). Entre los
compuestos que han mostrado esta actividad se encuentran algunos terpenoides. Asi, los
triterpenoides stigmasterol y sitosterol y el tetraterpeno [-caroteno inhiben la actividad
monooxigenasa en larvas de S. frugiperda (Yu, 1983). Ademads, Smirle et al. (1996)
mostraron que la ingestion de extractos del neem reducen significativamente la
actividad esterasa en larvas y adultos de Choristoneura rosaceana. Nuestros resultados
también muestran una disminucion de la actividad esterasa en larvas de S. exigua como
consecuencia de la ingestion la mezcla de limonoides, e idénticos resultados fueron
obtenidos cuando larvas de L. decemlineata fueron alimentadas con hojas de patata
tratadas con esta misma mezcla de limonoides (Ortego et al., 1999). Otros metabolitos
secundarios que son capaces de inhibir la actividad esterasa en insectos son el acido
hidroxdmico DIMBOA (Yan et al., 1995; Ortego et al., 1998) el compuesto polifendlico
gossipol y la cumarina umbeliferona (Brattsten, 1987). Se ha sugerido que compuestos
que reducen la actividad de las enzimas de detoxificacion pueden ser utiles en el control
de poblaciones de insectos que han desarrollado resistencia metabolica a insecticidas
como resultado de un aumento de las actividades enzimaticas (Smirle et al., 1996). Sin
embargo, nuestros resultados no permiten diferenciar si la disminucion de la actividad
esterasa se debe a que la mezcla de limonoides actian como inhibidores especificos de
esta actividad enzimatica o a un reajuste por parte del insecto para compensar el gasto

metabolico derivado de la induccion de las otras actividades enzimaticas.
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De los resultados obtenidos en este trabajo, podemos concluir:

1. Terpenoides de origen botinico y hemisintéticos presentan actividad
antialimentaria frente a larvas de L. decemlineata o de S. exigua. Las ajugarinas
(diterpenos neo-clerodéanicos) y los sesquiterpenos eudesmanos fueron especificos de
S. exigua; mientras que las teumasileninas (diterpenos neo-clerodanicos) y las
artemisiifolinas (sesquiterpenos) lo fueron de L. decemlineata; y los derivados de 19-
acetilgnaphalina y eriocephalina, el scutecyprol A y la scutalbina C (diterpenos neo-
clerodanicos), asi como los limonoides presentaron actividad antialimentaria frente a

ambas especies.

2. La presencia del anillo de decalina, grupo epoéxido entre C-4 y C-18, y las
funciones que aparecen sobre C-6 y C-19 son determinantes de la actividad en los
diterpenos neo-clerodanicos. Los carbonos C-6 y C-15 parecen jugar un importante
papel en la actividad de los sesquiterpenos. La funcionalidad en C-1 y C-3, ya sea
hidroxilo o cetona, son los principales responsables de actividad en los limonoides,

mientras que el grupo epoxido en posicion C-14-15 no parece ser imprescindible.

3. Minimos cambios en la estructura molecular de los compuestos ensayados son los
causantes de cambios en el tipo de actividad antialimentaria (actividad disuasoria y/o

actividad antiapetitiva), asi como de su especificidad por alguna de las dos especies.

4. En general, las larvas del insecto especialista (oligdfago) L. decemlineata son mas

susceptibles frente a los terpenoides ensayados que las del generalista (polifago) S.
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exigua. La Unica excepcion corresponde a los grupos de las ajugarinas y los

eudesmanos, que solo son activas frente a larvas de S. exigua.

5. Un alto porcentaje de los compuestos naturales ensayados muestran actividad
antialimentaria contra alguna de las dos especies de insectos, mientras que alrededor
de la mitad de los compuestos hemisintéticos carecen de actividad. Estos resultados

sugieren que la estructura global de la molécula determina la actividad biologica.

6. La comparacion de los indices nutricionales en los periodos de tratamiento y post-
tratamiento confirman que la teumasilenina A tiene un modo de accion toxico en
larvas de L. decemlineata, mientras que teumasilenina C y scutecyprol A actuan
como disuasorios de la alimentacion frente a larvas de L. decemlineata y S. exigua,

respectivamente.

7. El pH optimo y la actividad especifica de las principales actividades enzimaticas
de detoxificaciéon (mono-oxigenasas P-450, esterasas y glutation S-transferasas)
presentes en el tubo digestivo de larvas de S. exigua son acordes a los obtenidos con

otras especies de lepidopteros.

8. La respuesta metabdlica en larvas de S. exigua expuestas a metabolitos
secundarios es funcion del efecto post-ingestivo del compuesto. Asi, una mezcla de
limonoides con un modo de accion toxico afecta a la actividad de las enzimas de
detoxificacion. Por el contrario, el scutecyprol A, con un modo de accidon disuasorio

de la alimentacion, no tiene ningun efecto sobre estos procesos enzimaticos.
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