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Resumen



El uso masivo de plaguicidas sintéticos en la agricultura ha desencadenado una serie de
problematicas ambientales que comenzaron a visualizarse en la década de 1960 y se agudizaron
posteriormente. Las intoxicaciones de los trabajadores agricolas y de poblaciones asentadas en
esas zonas, la presencia de residuos de plaguicidas en los alimentos y su persistencia en el
ambiente, la ruptura de los mecanismos de control bioldgico natural y el desarrollo de resistencia
en las poblaciones de plagas son algunos de los efectos de los plaguicidas que atentan contra la
salud humana y el ambiente. En las ultimas décadas, diferentes reglamentaciones ambientales
han prohibido o limitado el uso de muchos de estos productos, incentivando la busqueda de
nuevos compuestos selectivos y compatibles con el ambiente y de baja toxicidad hacia el hombre.
El Manejo Integrado de Plagas (MIP) se basa en la integracion e implementacién de diferentes
estrategias de control de plagas (bioldgicas, quimicas, culturales y fisicas entre otras) que sean
ambiental, econdmica y socialmente viables. En este contexto, los insecticidas de origen botanico
constituyen una alternativa posible a los insecticidas convencionales de amplio espectro pudiendo

ser compatibles con programas de MIP.

Como resultado de la coevolucion con diferentes fitéfagos, las plantas han desarrollado una serie
de mecanismos de defensa entre los que se encuentran la generacién de metabolitos
secundarios. Un ejemplo de estos compuestos lo constituyen los cinamatos de alquilo y flavonas
pertenecientes a la familia quimica de los fenilpropanoides. Ambos tipos de compuestos
presentan una amplia ocurrencia natural y, ya sean de origen natural o sintético, han mostrado

tener efecto insecticida, repelente, atrayente y fagodisuasivo sobre diversos insectos plaga.

La sintesis en laboratorio de cinamatos de alquilo y flavonas suele utilizar solventes y reactivos de
alta toxicidad y, en ciertos casos, implica elevadas temperaturas y tiempos de reaccién. En
respuesta a esto, la ciencia en el campo de la sintesis organica manifiesta una progresiva
tendencia hacia el desarrollo de tecnologias limpias y procedimientos ambientalmente benignos o
de reducido impacto ambiental. Esta tendencia se ha nucleado en una nueva forma de hacer
guimica conocida como Quimica Verde basada en la prevencion de la contaminacion y la

reduccién de la aplicacidn de energia.

En este marco, se propuso como objetivo general del presente trabajo, realizar la preparacién en
condiciones de bajo impacto ambiental de compuestos pertenecientes a la familia de los
fenilpropanoides, especificamente cinamatos de alquilo y flavonas, y evaluar su actividad

bioldgica en laboratorio sobre diferentes estados y estadios de desarrollo de la polilla del tomate



Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae), plaga de importancia econédmica no solo a nivel regional

sino también mundial.

Para la preparacién de los distintos cinamatos de alquilo y flavonas, se utilizé catalisis tanto en
fase homogénea como heterogénea, siendo empleados para tal fin, heteropolidcidos con

estructura de Preyssler e hidrogenosulfato de potasio.

El trabajo de Tesis se desarrolla en diferentes capitulos:

- Introduccion: Se encuentra dividida en dos secciones:

e Manejo integrado de plagas y modelo de estudio, desarrolla el marco tedrico a través
del cual es posible pensar a los productos naturales y a aquellos relacionados con
éstos, como alternativas a los insecticidas convencionales para el control de plagas
agricolas en el contexto de un manejo integrado de plagas. Adem3s, se describe el
organismo modelo de estudio, Tuta absoluta y el manejo actual de la misma en

nuestro pais.

e Compuestos fenilpropanoides: cinamatos de alquilo y flavonas, refiere al estado del
arte en cuanto a la bioactividad de estos compuestos, y las principales reacciones

utilizadas para la preparacién de los mismos.

- Objetivos e Hipdtesis que guiaron este trabajo.

- Materiales y métodos: Este capitulo se encuentra dividido en dos secciones:

e C(Cria de Tuta absoluta y metodologia general para la realizacion de
bioensayos, donde se desarrolla la metodologia empleada para la cria masiva
de este organismo en condiciones de laboratorio, los métodos generales
utilizados para evaluar la bioactividad de los diferentes cinamatos de alquilo
y flavonas y el analisis estadistico a través del cual se analizaron los

resultados.

e Preparacion de cinamatos de alquilo y flavonas: en la cual se brinda una

descripcién detallada de la metodologia utilizada para preparar, tanto los



catalizadores como los compuestos fenilpropanoides a evaluar en cuanto a

su bioactividad.

- Preparacion de cinamatos de alquilo y flavonas. Resultados: Se desarrollan los
resultados obtenidos de la optimizacidn de las reacciones de preparacién de dichos

compuestos.

- Evaluacion de la actividad bioldgica de cinamatos de alquilo sobre Tuta absoluta: En
este capitulo se desarrolla la metodologia especifica empleada para realizar la evaluacion
de la bioactividad de los cinamatos de metilo y de etilo, en solucidon a diferentes
concentraciones, sobre huevos y larvas de segundo y cuarto estadio de la plaga. Se

describen y discuten los resultados de los bioensayos realizados.

- Evaluacion de la actividad bioldgica de flavonas sobre Tuta absoluta, al igual que para
cinamatos, en este capitulo se desarrolla la metodologia especifica empleada para evaluar
la bioactividad de flavona y 6-metoxiflavona en solucidon a diferentes concentraciones,
sobre huevos y larvas de segundo y cuarto estadio de la plaga. Se describen y discuten los

resultados obtenidos.

- Conclusiones.

Las principales conclusiones a las que se arriba producto del presente trabajo de investigacion

son:

- Los catalizadores heteropoliacidos con estructura de Preyssler resultan aplicables a la
preparacion de flavonas y cinamatos de alquilo de cadena corta, habiéndose obtenido
buenos rendimientos para las flavonas y el cinamato de propilo. A su vez, el
hidrogenosulfato de potasio resultd ser un buen catalizador permitiendo obtener altos
rendimientos de las flavonas preparadas siendo reutilizado en cuatro reacciones

sucesivas sin disminuir practicamente su actividad.

- Llas flavonas presentan una variada e importante bioactividad sobre los diferentes
estados y estadios de Tuta absoluta evaluados, ya que tuvieron efecto insecticida a
nivel de huevos y de larvas de segundo y cuarto estadios, efectos fagodisuasivos y

modificaciones en los tiempos de desarrollo de larvas de segundo estadio.



- En cambio, de los cinamatos evaluados, solo el cinamato de etilo presentd diferentes
modos de accidn reflejados en un efecto ovicida, fagodisuasivo y en la extension del
tiempo de desarrollo larval, mientras que el cinamato de metilo solo presentd efecto

ovicida.

Dada la variada gama de bioactividades que presentan los compuestos evaluados, se considera
necesario ampliar el perfil toxicolégico de los mismos e incorporar otros, fundamentalmente en lo
concerniente a las flavonas, asi como estudios adicionales de su dindmica ambiental y

comportamiento en condiciones de semicampo.



Capitulo 1

Introduccion



Manejo integrado de plagas y
modelo de estudio



Definicidn de plaga agricola

Se considera plaga agricola a cualquier organismo cuya densidad poblacional supere determinado
limite por encima del cual las pérdidas econdmicas ocasionadas al productor (ya sea por la
reduccion en el rendimiento y/o calidad del producto) justifiquen el costo de adoptar medidas
para su control. Este limite artificial se conoce como Nivel de Dafio Econdmico (NDE) y es definido
como el minimo nimero de organismos que causarian un dafio econdmico (Pedigo, 1989). El NDE
es especifico para cada cultivo y para cada plaga y varia con las condiciones del mercado,
localizacién geografica del cultivo, practicas agrondmicas de manejo, condiciones climaticas y

preferencias del consumidor, entre otras (Greco et al., 2002; Horn, 1988).

A su vez, es de relevancia el concepto de Umbral Econdmico (UE) o Umbral de Accidon (UA) el cual
se define como la densidad poblacional de determinado organismo a la cual se debe implementar
una accién de control a fin de evitar que se produzca un dafio econémico (Horn, 1988). El UE se
determina en funcidn del NDE y es menor que éste. Sin embargo, de acuerdo a la medida de
control que vaya a aplicarse, el UE puede ser muy préximo al NDE (por ejemplo, si el control va a
ser realizado mediante un insecticida de rapida accidn). En cambio, si se utilizan medidas de
control que implican cierto tiempo de accién (por ejemplo, el uso de insecticidas microbianos o la

liberacion de enemigos naturales) el UE va a ser mucho menor que el NDE.

En base a lo expuesto, la categoria plaga se configura como tal en un sentido econémico, no
existiendo la misma en sentido ecoldgico. Las plagas surgen en respuesta a fuertes modificaciones
ambientales que generan un desequilibro en la densidad poblacional de determinada especie.
Ejemplos de ecosistemas modificados que propician la apariciéon de plagas son los ecosistemas
urbanos y los agroecosistemas entendidos éstos como sistemas ecoldgicos en los cuales la
intervencién antrépica tiene como fin producir bienes y servicios de importancia econdmica

(Saranddn, 2014).
Manejo Integrado de Plagas

El concepto de Manejo Integrado de Plagas (MIP) fue definido por primera vez en 1965 como
ampliaciéon del concepto de control integrado utilizado hasta ese momento. Inicialmente, el
control integrado fue pensado como la conjuncién de dos formas de controlar plagas: por un lado
el uso de plaguicidas de sintesis (control quimico) y por el otro la conservacidon de enemigos

naturales (control biolégico). En estos 50 afios surgieron nuevas problematicas en torno al manejo
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de plagas y nuevas formas de intentar resolverlas, tanto el concepto como la definicién de MIP
fueron transformandose, sumando actores y nuevas estrategias de manejo. Para el afio 2002 ya
existian mas de 65 definiciones de MIP (Bajwa y Kogan, 2002). Dentro de esta amplia diversidad,
tomo como base para el presente trabajo la propuesta por Kogan y Bajwa (2000) quienes lo
definen como “Un sistema de apoyo para la toma de decisiones en la selecciéon y uso de los
controles culturales, bioldgicos, quimicos y otras tacticas de control de plagas, que sean
compatibles con el ambiente, econdmicamente viables y socialmente aceptadas, para mantener

poblaciones de plagas a niveles tolerables” (Shenk y Kogan, 2003).

Por lo tanto, el MIP aborda la problematica de las plagas de manera holistica considerando a las
mismas como parte de una red tréfica dentro de un agroecosistema y no como sistemas aislados.
Se propone no eliminar los organismos plaga sino mantener su densidad poblacional a niveles
tolerables por debajo del NDE. Para su implementacion, requiere de un exhaustivo conocimiento
de la biologia y ecologia de la plaga en cuestion, sus enemigos naturales y otros componentes
bioldgicos del agroecosistema asi como también de los actores y procesos implicados en la cadena

de produccion y consumo.

Entre las técnicas de control empleadas en el MIP se encuentran (Greco et al, 2002):

Control Bioldgico, se basa en las relaciones troficas existentes en un ecosistema. Implica la
utilizacidon de enemigos naturales para mantener la densidad poblacional de una plaga por debajo
de su NDE o sin variaciones importantes de su densidad poblacional. Los enemigos naturales
incluyen a depredadores, parasitoides o patdogenos (hongos, protozoos, nematodes, bacterias y

virus).

Técnicas Culturales, entendido como la implementacién de practicas de manejo que modifican los
agroecosistemas de modo que sean menos favorables al desarrollo de plagas. Entre estas practicas
se encuentran: la preparacion del suelo, la asociacidon de cultivos, establecimiento de cultivos

barrera y cultivos trampa, fecha de siembra y cosecha, rotacién de cultivos, entre otras.

Uso de variedades resistentes: clasicamente, esta técnica consiste en el uso de variedades de

cultivo obtenidas mediante cruzamientos y métodos de seleccion artificial.



Control quimico basado en la utilizacion de compuestos de origen inorganico u orgdnico, de fuente
sintética o natural para el control de plagas. Debido a que el presente trabajo de tesis se enmarca

dentro del control quimico, este item se desarrollara en detalle a continuacion.

Otras técnicas: Actualmente estdn muy difundidas diferentes técnicas de control de plagas como

la liberacién de machos estériles y el uso de feromonas (control etolégico).

Control quimico de plagas

Breve resefia historica sobre su empleo

La utilizacién de compuestos quimicos para controlar plagas constituye una practica milenaria. Los
primeros insecticidas utilizados para combatir plagas se remontan al afio 2500 a.C, siendo
compuestos de origen inorganico (azufrados y derivados del arsénico) y preparaciones formuladas
a partir de plantas. El uso de insecticidas de origen natural en los dos milenios subsiguientes en la
antigua China, Egipto, Grecia, Iran e India se encuentra bien documentado (Albert, 1997; Pedigo,
1989; Rodriguez et al., 2003). Asi, se conoce el uso de extractos y polvos de la raiz de Derris spp.
(Leguminosae), de polvo de la flor del piretro, Tanacetum cinerariaefolium (Asteraceae) y de
cenizas de madera. Posteriormente, a partir del siglo XVII, se difunde el uso de nicotina obtenida
de hojas de tabaco, Nicotiana tabacum (Solanaceae); de rotenona obtenida de las raices del
timbd, Lonchocarpus nicou (Fabaceae), y de la sabadilla, Schoenocaulon officinale (Melanthiaceae),
entre muchas otras plantas utilizadas para combatir plagas de cultivos o de productos
almacenados (Rodriguez et al., 2003; Vieira et al., 2007). Si bien nunca han dejado de emplearse,
en parte por constituir una alternativa econdmica y tradicional, fueron desplazados fuertemente

en muchos paises por los plaguicidas sintéticos a partir de la década de 1940.

La era de los plaguicidas orgdnicos de sintesis comenzé en 1939 con el descubrimiento de la
actividad insecticida del DDT (diclorodifeniltricloroetano) por Paul Miiller. Su uso exitoso durante
la Segunda Guerra Mundial para combatir mosquitos, moscas y ectopardsitos que afectaban las
tropas lo convirtieron en el mejor exponente para el control de plagas agricolas impulsando el
desarrollo de nuevos productos organoclorados. Al finalizar la guerra, las grandes compaiiias
bélicas, que habian incursionado en la sintesis de compuestos organicos como armas quimicas,
volcaron dichos productos a la industria de los plaguicidas. Ejemplos de esto lo constituyen las
empresas Bayer y su produccion de organofosforados, y Dow Chemical con el desarrollo del

herbicida 2,4-D (Albert, 1997; Barruti, 2013). Junto con ellos se descubririan los carbamatos (1947)
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y piretroides (1948) que se introducirian en el mercado posteriormente (Albert, 1997; Baptista,
2003; Isman y Akhtar, 2007). La era de los plaguicidas de sintesis se caracterizd por abordar la
problematica del control de plagas con una visidon reduccionista, tomando al organismo fuera de
su ambiente, sin considerar las interrelaciones que establece con él. Bajo este modelo se buscd

eliminar la plaga mas que proteger a los cultivos.

Los efectos adversos del uso indiscriminado de dichos plaguicidas sintéticos se hicieron visibles
rdpidamente: en 1946 se conocieron poblaciones de plagas resistentes al DDT en Suecia vy
Dinamarca asi como también se encontraron residuos de este compuesto y otros organoclorados
en alimentos y en la fauna silvestre biomagnificindose a través de la cadena trofica (Pedigo,
1989). En 1962, Rachel Carson publica el libro Primavera Silenciosa (Silent Spring) en el cual
denuncia el efecto sobre el ambiente de los plaguicidas, principalmente organoclorados. Este libro

causo un gran impacto en la sociedad norteamericana e impulsé una serie de medidas en ese pais.

A partir de la década de 1970 muchos organoclorados fueron prohibidos y, actualmente, crece el
numero de plaguicidas sintéticos que se han retirado del mercado o cuyo uso ha quedado
restringido. En Argentina, el listado actualizado de plaguicidas prohibidos o de uso restringido es
muy amplio pudiendo consultarse en la pagina web del Ministerio de Salud de la Nacién (MSN

2015).

Las consecuencias negativas del mal uso de estos productos en agricultura, motivd la busqueda de
nuevos compuestos insecticidas, busqueda guiada por el ideal de selectividad y bajo impacto
sobre el ambiente y la salud humana. En este contexto se enmarcan los llamados plaguicidas
biorracionales entendidos como sustancias de origen natural o sintético que, aplicadas en un
contexto ecolégico especifico, afectan selectivamente al organismo blanco por actuar sobre
procesos fisioldgicos del mismo. Ademds de hacer uso de esta divergencia evolutiva en los
sistemas fisiolégicos de organismos blanco y no blanco, los plaguicidas biorracionales deben tener,
a su vez, bajos o nulos efectos adversos sobre el ambiente (Horowitz et al., 2009). Si bien existe un
extenso debate acerca de cuales insecticidas son considerados biorracionales, se encuentra cierto
acuerdo en la bibliografia en considerar, dentro de este grupo, a los insecticidas microbianos (por
ejemplo la toxina producida por la bacteria Bacillus thurigiensis, los hongos entomopatdgenos
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae y los Baculovirus), los reguladores del crecimiento de
insectos (denominados IGR por sus siglas en inglés) que afectan la metamorfosis y la ecdisis

(juvenoides tales como el piriproxifén, las diacil-hidrazinas y las benzoilfenilureas); y los
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insecticidas botanicos, los cuales se discuten a continuacion (Fogel, 2012; Francesena, 2015;
Horowitz et al., 2009; Ntalli & Menkissoglu-Spiroudi, 2011; Rosell et al., 2008; Schneider et al.,
2008).

Productos de origen botdnico y andlogos estructurales para el control de plagas

En el contexto mencionado es que, en las Ultimas décadas, ha resurgido el interés en la busqueda
de compuestos presentes en las plantas para el control de plagas. De este modo, se abrid un
amplio abanico de productos de origen botdnico y de andlogos estructurales de éstos que, aislados
a partir de material vegetal o preparados sintéticamente, se han evaluado sobre diferentes

organismos plaga en busca de bioactividad.

La mayoria de dichos compuestos pertenecen a unas pocas pero amplias familias quimicas y se
encuentran naturalmente en una gran variedad de familias vegetales. Hasta el presente y de modo
general, la busqueda de productos naturales activos se centrd en los terpenoides (obtenidos de las
familias Meliaceae, Rutaceae, Lamiaceae, Celastraceae y Creoraceae), acetogeninas (extraidas de
la familia Annonaceae), furanocumarinas (presentes en Rutaceae y Umbelliferae), cromenos
(obtenidos de Asteraceae), rocaglamidas (encontradas en la familia Meliaceae), alcaloides
(obtenidos de las familias Stemonaceae y Papaveraceae entre otras), naftoquinonas (aisladas de la
familia Scrophulariaceae), lectinas (presentes en varias familias vegetales, entre ellas las
solanaceas) y aceites esenciales constituidos por mezclas de terpenoides y fenilpropanoides
(obtenidos de muchas familias vegetales, entre ellas las Lamiaceae y Lauraceae) (Isman, 2006;
Isman & Akhtar, 2007; Ntalli & Menkissoglu-Spiroudi, 2011; Vandenborre et al., 2009; Vieira et al.,
2007).

La busqueda de compuestos botdnicos bioactivos sobre diversos organismos plaga se sostiene en
dos principios fundamentales. El primero de ellos se encuentra relacionado a la idea, ampliamente
difundida, de pensar a los compuestos de origen natural como practicamente no téxicos para
organismos no blanco y de impacto reducido sobre la salud y el ambiente (Guerrero et al., 2014;
Isman, 2006). Sin embargo, dada la diversidad y complejidad de las moléculas bioldgicas, la
bioactividad que presenten y su dinamica ambiental es también variable y compleja. La toxicidad
de los productos de origen botanico asi como su persistencia en el ambiente va a depender,
ademas de la toxicidad propia de la molécula, de la dosis utilizada y de la forma de aplicacién

sobre el cultivo (Rodriguez et al., 2003).



El segundo de los principios que justifica la busqueda en los vegetales de productos naturales
bioactivos se basa en el proceso de coevolucidén que opera, desde hace millones de afios, sobre las
plantas y diferentes organismos fitdfagos. La presion de seleccidon ejercida por estos ultimos
favorecié el desarrollo de diversos mecanismos de defensa por parte de las plantas, ya sean
guimicos o fisicos; por ejemplo, la biosintesis de sustancias —los aleloquimicos- que median la
relacion entre organismos de diferentes especies. Dentro de ellos, las alomonas refieren a aquellas
sefiales quimicas cuyo mensaje favorece al organismo que lo emite pero no al que lo recibe,
pudiendo impactar sobre éste de diferentes maneras (Corréa y Sant’Ana, 2007). Estos compuestos
pueden tener accién insecticida dada por la naturaleza de su estructura quimica pero, mas
comunmente, una alomona puede actuar afectando el comportamiento y/o el desarrollo normal
del insecto que recibe la sefial, hablando en estos casos de compuestos insectistaticos (Rodriguez

et al., 2003) los cuales pueden generar:

Inhibiciéon de la alimentacién (efecto fagodisuasivo): La alimentacion de insectos fitofagos
involucra varias etapas: orientacién hacia la fuente de alimento, prueba, ingestidn, digestion,
asimilacién y eliminacion de los desechos. Los compuestos que actian como repelentes modifican
el comportamiento de alimentacién al generar una respuesta negativa del insecto ante
determinado estimulo con el cual no tomd contacto, afectando la localizacién y el reconocimiento
de la planta hospedera. Relacionado al concepto de repelencia, se encuentra el de irritabilidad
donde también el insecto responde al estimulo de manera negativa pero habiendo tomado

contacto con él (Guedes et al., 2009).

Anormalidades en el crecimiento y desarrollo - Malformaciones: Los compuestos pueden actuar
modificando el tiempo de desarrollo larval o pupal (presentando por tanto una accion IGR),

inhibiendo alguna etapa del proceso de muda y/o generando individuos deformes.

Efectos sobre la reproduccién: Los compuestos también pueden actuar afectando la cépula, el
nimero de huevos puestos (fecundidad) y/o su viabilidad (fertilidad). Sobre la fecundidad, pueden
actuar ya sea en forma directa, afectando la normal segregacidon de hormonas juvenil y ecdisoide,
o en forma indirecta, actuando sobre el sistema nervioso central modificando la segregacion de

hormonas relacionadas con la madurez reproductiva.

Los efectos mencionados pueden darse de manera aislada o bien encontrarse interrelacionados.



Si bien existen variados mecanismos de defensa presentes en los vegetales contra organismos
fitéfagos, el proceso de seleccion cultural ejercido sobre las plantas alimenticias cultivadas generé
gue muchas de dichas caracteristicas defensivas presentes naturalmente se perdieran. La
domesticacion bajo cultivo de plantas horticolas es un proceso coevolutivo entre plantas y
humanos y puede evidenciarse en diferentes caracteristicas (morfoldgicas, quimicas, genéticas) de
las plantas (Leén, 1987). Durante la domesticacion de las plantas horticolas, éstas fueron
cambiando con respecto a los antecesores silvestres. Estos cambios son denominados en su
conjunto “sindrome de domesticacién” (Gepts, 2004) y son variables para cada especie e incluso
variedad. En general, para las plantas comestibles la seleccidn dirigié la evolucion de éstas hacia
una uniformidad productiva (uniformidad en germinacién, crecimiento y maduracién), altos
rendimientos y bajo contenido de sustancias téxicas o irritantes, entre otras (Ledn, 1987). Tal es el
caso del cultivo de olivo, Olea europea (Oleaceae) donde la seleccion cultural favorecio el
crecimiento rdpido de las plantas a expensas de niveles altos de compuestos secundarios
defensivos tales como taninos y fenoles (Massei y Hartley, 2000) o el caso del cultivo de
berenjena, Solanum melongena (Solanaceae) donde la seleccién realizada por los chinos a lo largo
de los siglos genero variedades menos amargas y, por lo tanto, mas palatables (Wang et al., 2008).
También se observd menor concentracion de taninos en variedades de mandioca, Manihot
esculenta (Euphorbiaceae) seleccionadas culturalmente con respecto a variedades silvestres
(Mondolot et al., 2008) y menores concentraciones de isoflavonoides y compuestos
cianogenéticos en variedades de porotos, Phaseolus spp. (Fabaceae) domesticados en relacion a

variedades silvestres (Lindig-Cisneros et al., 1997).

Diferentes productos naturales son comercializados para el control de plagas. Entre ellos se
encuentran el piretro, cuyo principio activo son ésteres de los acidos crisantémico y pirétrico; la
rotenona, un derivado de los isoflavonoides; la riania, alcaloide obtenido de Ryania speciosa
(Salicaceae); la sabadilla, cuyo principio activo también es un alcaloide; la azadiractina, un
limonoide obtenido de Azadirachta indica (Caesalpinaceae) y algunos aceites esenciales (Isman,
2006; Isman & Akhtar, 2007; Vieira et al., 2007). Sin embargo, el uso de estos compuestos
presenta limitaciones varias. En algunos casos, se trata de productos fotoladbiles (tal como el
piretro) o compuestos muy volatiles (como los aceites esenciales) que, dadas estas condiciones,
requieren multiples aplicaciones. En otros, como la rotenona, su mayor persistencia condujo a que
se encontraran residuos en los alimentos. A su vez, el alto costo de ciertos productos, como la

azadiractina, en relacién a los plaguicidas convencionales, también se convierte en un limitante
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para su empleo por parte de los productores. Esto condujo al desarrollo de productos
estructuralmente andlogos que no requieran aplicaciones seguidas y que tengan un menor costo
econdémico. Los piretroides constituyen, en este sentido, el ejemplo mas exitoso y difundido
aungque, valga la aclaracidn, los piretroides comerciales presenten poca semejanza estructural con

las piretrinas naturales.

Mas alla de lo expuesto, las plantas siguen siendo consideradas una fuente valiosa e inagotable de
compuestos quimicos para el control de plagas agricolas y de productos almacenados. Estos
compuestos podrian constituir nuevos productos insecticidas e insectistaticos por si mismos o
podrian servir de modelo para el disefio de moléculas bioactivas que presenten novedosos modos

de accidén contra organismos fitéfagos.
Manejo sanitario de cultivos horticolas en la Republica Argentina

La produccién horticola en Argentina se encuentra distribuida practicamente a lo largo de toda su
extensién. Dada la variabilidad de las caracteristicas ecoldgicas de los diferentes ambientes, los
cultivos horticolas que se producen son también muy variados. De los 34 millones de hectdreas
con cultivos agricolas en nuestro pais, aproximadamente 500.000 hectareas (o sea, 1,47 %,
incluyendo las legumbres) corresponden a cultivos horticolas, tanto a cielo abierto como bajo
cubierta. Anualmente se producen alrededor de 10 millones de toneladas de hortalizas vy
legumbres, destinadas en un 93% al mercado interno mientras que el porcentaje restante se

exporta (Fernandez Lozano, 2012).

De la superficie total de hortalizas implantadas, Buenos Aires, Cérdoba y Mendoza concentran
aproximadamente el 50% de la misma. Situdndonos especificamente en la provincia de Buenos
Aires, se encuentra el Area Horticola Bonaerense (AHB), cinturén verde que abastece con
hortalizas frescas a los diferentes nucleos urbanos con alta densidad poblacional de la Ciudad
Autonoma de Buenos Aires y Conurbano Bonaerense. Formando parte del AHB se encuentra el
Cinturdn Horticola Platense (CHP). Datos recientes para esta region muestran que mas de la mitad
de la superficie horticola implantada del AHB se encuentra en el CHP (4.902 hectdreas de
hortalizas implantadas con respecto a las 8.383 que conforman el AHB) produciendo 138.407

toneladas de hortalizas al afio (Garcia, 2011).

El manejo sanitario de cultivos horticolas que se realiza en Argentina estd basado principalmente

en un manejo convencional que implica un control quimico sin realizacién de un diagndstico

10



previo (monitoreo de plagas), con aplicaciones frecuentes de plaguicidas convencionales,
generalmente de amplio espectro, de manera preventiva por calendario (Cappello y Fortunato,
2008). En cambio, el manejo integrado utiliza diferentes técnicas de control de plagas; entre ellas
se encuentra el uso de plaguicidas que tengan un menor impacto ambiental, haciendo un uso mas
racional de los mismos en base a resultados de monitoreos y a los niveles maximos de tolerancia
de plagas establecidos para ese cultivo (Strassera et al., 2009). Otra forma de produccidon horticola
en Argentina que fue adquiriendo mayor relevancia en el pais, es el sistema de produccién
organica, el cual se encuentra basado en la conservaciéon de enemigos naturales espontaneos, el
manejo ecoldgico del suelo, la rotacidn y diversificacién de cultivos (Del Pino, 2002) y en la
utilizacion de plaguicidas de base bioldgica: seglin datos del afio 2013, la superficie agricola
organica en Argentina fue de 203.000 hectareas representando la superficie cosechada de
hortalizas y legumbres organicas un 3% del total (SENASA, 2014). Por ultimo, y a menor escala,

existen sistemas de produccién que no utilizan ningun tipo de insumo externo.

En Argentina, los principales cultivos horticolas en cuanto a su produccién son en primer lugar, la
papa (Solanum tuberosum) y, en segundo lugar, el tomate (Solanum lycopersicum), ambas
especies pertenecientes a la familia Solanaceae (CNA, 2002). Para el caso especifico del CHP, la

produccion de tomate alcanza las 100.000 toneladas por afio (Argerich, 2011).

El cultivo de tomate ocupa una extensién de 17.000 hectareas y se realiza principalmente en las
regiones Noroeste, Noreste, Cuyo y Pampeana, tanto a cielo abierto como bajo inverndculo. Al
igual que para otros cultivos, su forma de manejo predominante es la convencional pero existen a
su vez y en menor escala, otros tipos de manejo (Savino, 2014). Las principales plagas de insectos
asociadas a este cultivo son: moscas blancas (Bemisia tabaci y Trialeurodes vaporariorum)
(Homoptera: Aleyrodidae), trips (Frankliniella occidentalis, Frankliniella schultzei y Thrips tabaci)
(Thysanoptera: Thripidae), y lepiddpteros como la polilla del tomate (Tuta absoluta) (Lepidoptera:
Gelechiidae) (Mitidieri y Polack, 2012). Esta ultima, por constituir el modelo de estudio de este

trabajo, se desarrollara en detalle en el siguiente apartado.
Modelo de estudio: /a polilla del tomate

La polilla del tomate, T. absoluta, es un microlepiddptero de origen sudamericano perteneciente a

la familia Gelechiidae siendo su ubicacion sistematica la siguiente (Pastrana, 2004):
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Clase Insecta
Orden Lepidoptera
Suborden Glossata
Infraorden Heteroneura
Serie Ditrysia
Superfamilia Gelechioidea
Familia Gelechiidae
Subfamilia Gelechiinae
Tuta absoluta

La especie fue descripta originariamente en 1917 por Meyrick como Phthorimaea absoluta en
base a ejemplares colectados en la zona de Huancayo, Peru. Posteriormente fue registrada con el
nombre de Gnorimoschema absoluta por Clarke en 1962, y como Scrobipalpula absoluta en 1964 y
Scrobipalpuloides absoluta en 1987 por Povolny. Finalmente, fue descripta bajo el género Tuta
como Tuta absoluta por Povolny en 1994 (Barrientos et al., 1998 en Desneux et al., 2010; EPPO,
2014).

Su ciclo de vida comprende diferentes estados de desarrollo: huevo — 4 estadios larvales (L, L,, Ls
y L) — pupa — adulto (Figura 1.1). La duracion de cada estado y estadio de desarrollo vy, por lo
tanto, del ciclo de vida, es variable dependiendo de la temperatura, humedad relativa y
fotoperiodo, habiéndose observado un mdaximo de 76,3 dias a 14 °C y un minimo de 23,8 dias a

27,1 °C (Barrientos et al., 1998 en Desneux et al., 2010).
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Huevo

Adulto

Figura 1.1: Ciclo de vida de
Tuta absoluta.

Larva

Pupa

Los huevos son puestos en forma aislada, rara vez se los encuentra agrupados (Figura 1.2). Sobre

el tomate, la oviposicidon ocurre tanto en el envés como en el haz de las hojas, sobre los tallos y

frutos. Los huevos son elipticos, con una longitud promedio de 0,4 mm y un ancho promedio de

0,26 mm. Presentan una superficie esculpida de pequenos hexdgonos, visible bajo microscopio

Optico. Su coloracion es blanca amarillenta durante los primeros dias de desarrollo atribuible a la

presencia de lipoforinas asociadas a carotenoides en la yema. A medida que el embrién se

desarrolla y las reservas se consumen, la coloracién del huevo se torna mas oscura pudiendo

observarse bajo microscopio estereoscopico a través del corion, la larva en desarrollo (Figura 1.3).

Figura 1.2: Disposicion de puestas de huevos de Tuta absoluta. a: postura agregada; b: postura

aislada.
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Figura 1.3: lzquierda: Embrion en estado
avanzado de desarrollo. Derecha: Larva de
Tuta absoluta emergiendo del huevo.

La larva es eruciforme, con 5 pares de pseuddpodos y con una cdpsula cefdlica y postcefalica en el
primer segmento tordcico bien delimitada, ambas de color marrédn oscuro. Al eclosionar, la larva
es blanca y muy pequefia midiendo aproximadamente 0,85 mm de longitud. Cuando comienzan a
alimentarse, las larvas se tornan color verde debido a que puede observarse a través de su pared
corporal el contenido intestinal. En la fase premuda, la larva deja de alimentarse tomando un color
blanquecino que perdura postmuda. El cuarto estadio larval (Ls;) es el que presenta una tasa
metabdlica mayor siendo caracteristico de este estado el dorso coloreado con una banda rosada.
En la fase prepupal, la Ls disminuye su movimiento y cesa su alimentacidon desarrollando un
capullo de seda para pupar sobre la planta o en el suelo al cual llega dejandose caer por un hilo de

seda.

La pupa es obtecta y tiene una longitud promedio de 4,6 mm y un ancho promedio de 1,3 mm.
Recién formada presenta un color verde claro que comienza a oscurecerse a medida que prosigue
el desarrollo hasta llegar a adquirir una coloracién marrén oscura antes de que emerja el adulto.
Las pupas presentan dimorfismo sexual dado por la ubicaciéon de los poros genitales (Quiroz,

1976).

Los adultos de T. absoluta tienen una longitud de entre 5 a 7 mm, presentan antenas filiformes y
escamas plateadas grisaceas siendo caracteristicas sus alas anteriores con manchas negras. Al
igual que las pupas, presentan dimorfismo sexual evidenciado en la diferencia de tamafio corporal:
las hembras son de mayor longitud, mas anchas y voluminosas con respecto a los machos. Los

adultos generalmente presentan su mayor actividad durante las primeras horas de la mafana y el
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crepusculo permaneciendo ocultos durante el dia. Las hembras se aparean una vez al dia y hasta 6
veces durante su ciclo de vida, durando la cépula entre 4 a 5 horas (Desneux et al., 2010). La
maxima capacidad reproductiva se expresa dentro de los primeros 5 dias (Pereyra y Sanchez,
2006). Los adultos se alimentan del néctar de las flores aunque no es necesaria la alimentacion

para que ocurra la cépula y oviposicion.

T. absoluta fue considerada, hasta hace algunos aifos, como una plaga oligéfaga por alimentarse
Unicamente de solanaceas ya sean cultivadas o no. Entre las solanaceas cultivadas se la ha citado
en papa, berenjena, pepino dulce (S. muricatum Aiton) y tabaco. Entre las solanaceas silvestres se
la encontré en el tomatillo (S. nigrum L.), S. eleagnifolium L., S. bonariense L., tutid (S.
sisymbriifolium Lam.), chamico (Datura ferox L.), D. stramonium L. y palan-palan (Nicotiana glauca
Graham), entre otras (Desneux et al.,, 2010; Pastrana, 2004; Tropea Garzia et al., 2012).
Recientemente, en la zona de Almeria y Galicia (Espafia) y en Sicilia (Italia), fue encontrada y

descripta sobre cultivos de porotos, Phaseolus vulgaris (Fabaceae) (Pérez-Otero, 2012).

Si bien afecta a solanaceas en general, su principal hospedador es el tomate. Sobre este cultivo, las
larvas se alimentan del meséfilo de las hojas, tallos y meristemas apicales. También puede atacar
los frutos, preferentemente inmaduros, generando galerias que pueden facilitar el ingreso de
patdgenos secundarios que terminan pudriendo los frutos. El dafio caracteristico de T. absoluta se
observa en las hojas donde, al alimentarse del meséfilo, forma minas lagunares que reducen la
capacidad fotosintética de la planta afectando su crecimiento. En los tallos excava galerias que
pueden necrosarse, mientras que el ataque sobre los brotes afecta directamente el desarrollo de

la planta.

T. absoluta se encuentra ampliamente distribuida en Sudamérica excepto a altas latitudes donde
las bajas temperaturas se constituyen en un factor limitante de su distribucién. En general, no se la
encuentra por encima de los 1000 metros sobre el nivel del mar aunque fue citada en Colombia y
Pert a 2600 y 3500 metros de altitud, respectivamente (Desneux et al., 2010). A Argentina ingresa
desde Chile en 1964 (EPPO, 2014). Desde el 2004, forma parte de la lista de plagas recomendadas

para ser reguladas como plaga cuarentenaria.

En el afio 2006, ingresa a la region este de Espana en frutos comercializados provenientes de

Sudamérica. Desde alli, se expande rapidamente por Europa alcanzando el norte de Africa en el
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afio 2008 y el este de Asia en el 2009. Desde las fechas de sus primeros registros, T. absoluta sigue

expandiéndose por estos continentes (Figura 1.4).

En Centroamérica fue registrada recientemente en Panamd (2011) y Costa Rica (2014)

presentando en ambos paises una distribucién restringida.

Figura 1.4: Distribucidn de Tuta absoluta. Fuente: EPPO, 2014.

Estrategias empleadas para el control de Tuta absoluta en Argentina:

El manejo sanitario de plagas asociadas al cultivo de tomate en nuestro pais se realiza
mayoritariamente a través del control quimico, principalmente mediante el uso de plaguicidas
convencionales (Cappello y Fortunato, 2008; Savino, 2014). La guia de productos fitosanitarios
para la Republica Argentina Edicion 2013-2015 editada por la Cdmara de Sanidad Agropecuaria y
Fertilizantes (CASAFE) cita una amplia gama de estos compuestos para el control de T. absoluta.
Quimicamente se los puede clasificar en diferentes grupos: piretroides, organofosforados,
avermectinas, tiocarbamatos, diamidas  antranilicas, benzoilureas, semicarbazonas,
diacilhidracinas, benzofenilureas, spinosinas y neonicotinoides. Estos compuestos se aplican a los
cultivos solos o combinados y presentan diferente modo de accién, persistencia y toxicidad sobre
organismos acuaticos y aves. La mayoria de ellos se caracterizan por tener un modo de accién de
amplio espectro afectando tanto al organismo plaga como a sus enemigos naturales. Asi, se
observd que algunos insecticidas utilizados para su control tales como triflumurdn, clorfenapir y
abamectina afectaron también al parasitoide Trichogrammatoidea bactrae (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) (Riquelme Virgala et al., 2006). Efectos adversos sobre la fauna benéfica (ya

sean enemigos naturales y/o polinizadores) también se observaron en otros paises sudamericanos
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y en Europa: Consoli et al. (1998) observaron efectos adversos de organofosforados, carbamatos,
piretroides, abamectinas, diacilhidrazinas y benzoilfenilureas sobre el parasitoide Trichogramma
pretiosum (Hymenoptera: Trichogrammatidae), y Arné y Gabarro (2011) demostraron que la
azadiractina, spinosad e indoxacarb tuvieron efectos letales y subletales sobre los depredadores
Macrolophus pygmaeus y Nesidiocoris tenuis (Hemiptera: Miridae). A su vez, estudios realizados
por Mayes et al. (2003) demostraron efectos téxicos del spinosad sobre polinizadores, mientras
gue Tomé et al. (2012) observaron efectos letales y subletales del neonicotinoide imidacloprid
sobre larvas de abejas meliponas. Ademas, se han registrado numerosos casos de poblaciones de
T. absoluta resistentes a plaguicidas habitualmente utilizados para su control tanto en Argentina
como en otros paises sudamericanos. Tal es el caso de poblaciones resistentes al spinosad,
organofosforados y piretroides en Chile (Salazar y Araya, 1997; Reyes et al., 2012) a los piretroides,
abamectina, organofosforados y tiocarbamatos en Brasil (Siqueira et al., 2000, 2001; Silva et al.,

2015) y a piretroides y abamectina en Argentina (Lietti et al., 2005).

Actualmente, en Argentina se estdn comenzando a evaluar y, en algunos casos implementar, otros
métodos para el control de T. absoluta. En este sentido, el Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA) generd en el 2005 un documento para la produccién de tomate bajo cubierta
gue plantea un monitoreo de las plagas existentes, fijacion de niveles maximos tolerables de
plagas y uso de plaguicidas de bajo impacto ambiental junto con otras formas de manejo
consideradas dentro del MIP (Mitidieri y Polack, 2005). Ademds, comenzaron a ser probadas
experimentalmente variedades de tomate resistentes, técnicas de insectos estériles por radiacién
con rayos X y trampeos masivos a través del uso de feromonas (Cagnotti et al., 2011; Hernandez et

al., 2011; Lobos, 2011).

En cambio, la evaluacién de productos de origen botdnico y analogos estructurales contra T.
absoluta en Sudamérica constituye una linea de investigacion creciente pero de escasa
aplicabilidad. En dicha regién, los estudios referentes a esta temdtica comenzaron a desarrollarse
en Brasil en la década de 1990 y desde esa fecha se han ampliado las investigaciones en ese pais
(Brunherotto et al., 2010; Brunherotto y Vendramim, 2001; Da Cunha et al., 2005, 2006;
Gongalves-Gervasio y Vendramim 2006; Moreira et al., 2004; Moreno et al., 2012; Trindade et al.,
2000). A diferencia de Brasil, en Argentina y Uruguay el desarrollo de esta linea de investigacion es
incipiente encontrandose escasos trabajos al respecto (Coll Araoz et al., 2015; Gutiérrez et al.,

2013; Pérez et al., 2013; Umpiérrez et al., 2012).
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Compuestos fenilpropanoides:
Cinamatos de alquilo

y Flavonas

18



Compuestos fenilpropanoides

Los fenilpropanoides son moléculas naturales con esqueletos de tipo Cs-Cs, que provienen de la
ruta biosintética del acido shikimico. En las plantas, el primer paso para su formacion es la
desaminacién de la fenilalanina para generar el acido trans-cinamico; una reaccion similar sobre la
tirosina, genera el acido p-cumadrico. La mayoria de las plantas pueden desaminar fenilalanina
mediante la fenilalanina amoniaco liasa (PAL). La desaminacion de la tirosina es menos general,
ocurre en especies de la familia Poaceae. Los organismos que no pueden desaminar tirosina,

obtienen el acido p-cumarico por hidroxilacion del 4cido cindmico.

La ruta del acido shikimico (Figura 1.5) es un conjunto de reacciones metabdlicas de gran
significacién en la biosintesis de metabolitos secundarios. El nombre del 4cido deriva de la flor del

shikimi japonés, lllicium anisatum (llliciaceae), planta de la que se extrajo por primera vez.

El 4cido shikimico es precursor de varios intermediarios metabdlicos de compuestos aromaticos,
tales como el acido p-aminobenzoico, los aminoacidos aromaticos tirosina, fenilalanina y
triptofano, las aminas bidgenas aromaticas, y las catecolaminas. Ademas, es precursor de
metabolitos secundarios aromaticos como los fenilpropanoides, los taninos, los flavonoides, los
lignanos y ligninas, asi como también de diferentes alcaloides tales como los
tetrahidroisoquinolinicos y los inddlicos, incluyendo los del cornezuelo (Claviceps purpurea), de
otros derivados del indol, y de los morfinanos, entre otros. En los compuestos aromaticos
derivados del acido shikimico, las sustituciones oxigenadas se encuentran tipicamente en
posiciones 1,2 (tipo catecol) o 1,2,3 (tipo pirogalol), y las monosustituciones en general dan origen

a p-hidroxicompuestos (Tzin y Galili, 2010).

Cinamatos de alquilo

Los cinamatos de alquilo son ésteres formados entre el acido cinamico (acido 3-fenilpropenoico) u
otros acidos relacionados, y alcoholes alquilicos de cadena variable (Figura 1.6). Entre los acidos
derivados del acido cindmico se encuentran el acido ferulico (acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico),
el acido cumarico (acido 4-hidroxicinamico), el acido cafeico (dcido 3,4-dihidroxicinamico) y el

acido sinapico (acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxicindmico).
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Figura 1.6: Esterificacion del acido cindmico con un alcohol alquilico de cadena variable (R).

Los cinamatos de alquilo se encuentran naturalmente en diversas especies vegetales presentando

en ellas propiedades antioxidantes y aromatizantes (Dubey et al., 2000).

Tienen un amplio uso en la industria cosmética —ya que son apantalladores de la luz UV-B, en un
rango de longitud de onda de entre 280 y 320 nm— como componentes de lociones y perfumes,
cremas faciales y corporales, jabones y shampoos (Bhatia et al., 2007, a, b). También son

utilizados como aditivos para detergentes y otros productos de limpieza para el hogar.

Bioactividad de cinamatos de alquilo sobre plagas agricolas, forestales y de productos

almacenados

Varios cinamatos de alquilo han sido evaluados como insecticidas, atrayentes, repelentes o
fagodisuasivos para diversos organismos considerados plaga. Entre ellos, los cinamatos de metilo

y etilo cuentan con la mayor cantidad de referencias.

La bioactividad de ambos cinamatos fue comunicada hace varias décadas: Roark en sus trabajos
de 1935 y 1939 y Alvord y Dietz en 1933 informaron que estos compuestos presentan actividad

atrayente para la polilla oriental de la fruta (Grapholita molesta) (Lepidoptera: Tortricidae).

El cinamato de metilo (Figura 1.7) es un sdlido de color blanco con un olor fuerte y aromatico. En
la naturaleza, se encuentra en diversas especies tanto vegetales como de hongos. Entre ellas, fue
aislado del rizoma de Kaempferia galanga (Feng, 2009) y del de Alpinia galanga (Zingiberaceae)
(Dr Duke, 2015), de la frutilla Fragaria sp. (Rosaceae) (Vifia y Murillo, 2003), del aceite esencial de
Artemisia judaica (Asteraceae) (El-Massry et al., 2002), de Ocimum basilicum (Lamiaceae) (Dr
Duke 2015; Vina y Murillo, 2003), del fruto de Cuminum cyminum (Apiaceae), de las flores de
Carthamus tinctorius (Asteraceae) (Dr Duke, 2015), de Cinnamomum pubescens y C.

impressicostatum (Lauraceae) (Ali et al., 2010) y del hongo Tricholoma matsutake (Sawahata et
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al., 2008). Las concentraciones mas altas conocidas de cinamato de metilo (98% en peso del
aceite esencial, con un rendimiento en peso fresco 2-6% en las hojas y ramitas) se encontraron en

Eucalyptus olida (Myrtaceae) (Boland et al., 1991).

COOCH
\/ 3

Figura 1.7: Cinamato de metilo

Por su parte el cinamato de etilo (Figura 1.8) también se encuentra presente en diversas especies
vegetales. Se lo ha aislado del rizoma de Kaempferia galanga (Zingiberaceae) (Feng, 2009;
Othman et al., 2006), de la corteza de Pinus contorta (Pinaceae) (Bratt et al., 2001), del aceite
esencial de canela (Cinnamomum verum) (Lauraceae), de Artemisia judaica (Asteraceae)
(Abdelgaleil et al., 2008; EI-Massry et al., 2002) y de Ocimum gratissimum (Lamiaceae) (Dubey et
al., 2000), de Hedychium spicatum (Zingiberaceae) (Lohani et al., 2015), de Origanum syriacum
(Lamiaceae), de Umbellularia californica (Lauraceae) y de Micromeria fruticosa (Lamiaceae) (Dr

Duke, 2015).

.~ COOCH)-CH3

Figura 1.8: Cinamato de etilo.

Diversas investigaciones dan cuenta de la variada bioactividad del cinamato de etilo sobre
diferentes organismos plaga. Se observd que tiene efecto fagodisuasivo en adultos de Hylobius
abietis (Coleoptera: Curculionidae) y larvas de tercer estadio de Spodoptera littoralis
(Lepidoptera: Noctuidae) sobre las cuales también presentd efecto insecticida (Abdelgaleil et al.,
2008; Bratt et al., 2001; Sunnerheim et al., 2007). A su vez, se informé actividad fungicida sobre
diferentes hongos patdgenos de plantas (Pythium debaryanum, Fusarium oxysporum,

Rhizocotonia solani y Botrytis fabae) y actividad larvicida sobre el nematode Anisakis simplex
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(Ascaridida: Anisakidae) (Abdelgaleil et al., 2008; Feng, 2009). En cuanto a su actividad repelente,
Sharaby et al. encontraron que el cinamato de etilo presenta efecto repelente contra larvas de
primer estadio y adultos del lepidéptero Phthorimaea operculella (Lepidoptera: Gelechiidae)

(Sharaby et al., 2009).

Ademads de los cinamatos de metilo y etilo, otros cinamatos de alquilo han mostrado bioactividad
sobre diferentes plagas. Entre ellos, con actividad insecticida en ensayos por contacto residual y
actividad fumigante, los cinamatos de alilo, vinilo y el a- cianocinamato de etilo fueron activos
sobre adultos del gorgojo del arroz Sitophilus oryzae (Coleoptera: Curculionidae) (Lee et al., 2008)
mientras que 2,3-dimetoxicinamato de metilo, 2,4-dimetoxicinamato de metilo, 4-
isopropilcinamato de metilo, cinamato de propilo y cinamato de isopropilo presentaron actividad
fagodisuasiva sobre adultos del gorgojo del pino H. abietis con un indice antialimentario superior
a 80 (Sunnerheim et al., 2007). La actividad larvicida sobre A. simplex fue también registrada para

el p-metoxi-cis-cinamato de etilo (Feng, 2009).

Otras actividades bioldgicas

El trans-cinamato de metilo tiene bioactividad derivada de su capacidad para inhibir ciertas
enzimas; se ha demostrado que actia provocando una fuerte inhibicién de actividades
monofenolasa y difenolasa de la enzima tirosinasa en hongos (Huang et al., 2009). La enzima
tirosinasa es la causante de la oxidacidon enzimatica que genera que los alimentos adquieran un
color pardo afectando la calidad del alimento. Dado que el cinamato de metilo es un agente
microbiano, se ha propuesto que, potencialmente, podria utilizarse en la industria de los
alimentos cumpliendo una doble funcién: por un lado evitar el desarrollo de microbios causantes
de enfermedades debidas a la alimentaciéon y por otro lado, ser usado como aditivo en los

alimentos para alargar el tiempo en géndola de productos alimenticios (Huang et al., 2009).

Ademas el p-metoxicinamato de etilo es un inhibidor de la monoamino oxidasa, a diferencia del
acido p-metoxicinamico (Noro et al., 1983). Se ha informado para este compuesto actividad

antiinflamatoria (Umar et al., 2012).

Con respecto al cinamato de etilo, se ha demostrado su acciéon sedativa, vasorelajante vy

antinociceptiva (Feng, 2009; Othman et al., 2006).
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A su vez, diferentes cinamatos de alquilo han mostrado bioactividad sobre organismos patégenos,
parasitos o vectores de enfermedades tanto de humanos como de animales domésticos. En este

sentido, se encontré que los cinamatos de alquilo presentan:
Efecto acaricida

Los cinamatos de alilo y metilo fueron activos como acaricidas sobre los adultos de los acaros del
polvo Dermatophagoides farinae y D. pteronyssinus (Acari: Pyroglyphidae) (Wang et al., 2011).
También para el cinamato de alilo, de vinilo y el a-cianocinamato de etilo se observéd una
importante mortalidad de adultos de Dermanyssus gallinae (Mesostigmata: Dermanyssidae), uno
de los principales ectoparasitos de las aves de corral, luego de una exposicion de 24 horas a los

vapores de dichos compuestos (Na et al., 2011).
Efecto antimicrobiano

El cinamato de metilo a su vez inhibid el crecimiento de diversos hongos y bacterias causantes de
enfermedades en humanos tales como E. coli, B. subtilis, S. aureus y C. albicans (Ali et al., 2010;
Huang et al., 2009). Por su parte el cinamato de etilo también presentd actividad antifungica

sobre diferentes hongos patdgenos de humanos (Dubey et al., 2000).
Efecto repelente e insecticida sobre dipteros

El cinamato de isopropilo presentd actividad repelente contra mosquitos de la especie Anopheles
quadrimaculatus (Diptera: Culicidae) (Haller, 1947). A su vez, las investigaciones realizadas por
Peterson et al. muestran que los cinamatos con cadenas alquilicas cortas e insaturadas, tales
como los cinamatos de alilo y propargilo, resultaron ser muy téxicos cuando se aplicaron por via
topica sobre adultos de Musca domestica (Diptera: Muscidae) (100% mortalidad a 100 pg/mosca)
mientras que el cinamato de metilo resulté menos téxico (50% mortalidad a 100 pg/mosca)
(Peterson et al., 2000). Estudios realizados por Kim et al. sobre el efecto insecticida de diferentes
cinamatos de alquilo sobre larvas de Culex pipiens pallens, Aedes aegypti y Ochlerotatus togoi
(Diptera: Culicidae) mostraron que el p-metoxicinamato de etilo resulté muy toxico para las larvas
de las tres especies de mosquitos, mientras que el cinamato de etilo solo tuvo actividad

insecticida sobre larvas de Culex pipiens pallens (Kim et al., 2008).
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Preparacidn de cinamatos de alquilo

La preparaciéon de diferentes cinamatos de alquilo relevada en la bibliografia da cuenta de

diferentes procedimientos generales:

1. Condensacion de Claisen-Schmidt: Mediante esta reaccién se prepararon diversos
cinamatos de alquilo a partir de un benzaldehido y un acetato de alquilo, en presencia de
sodio metdlico y un solvente (usualmente alcohol o hidrocarburo). Por ejemplo, se
prepararon p-metoxicinamatos de isopropilo y de etilo obteniéndose rendimientos
superiores al 70% luego de 3 a 4 horas de reaccion (Yadav y Chandalia, 1999). También se

utilizé esta reaccidn para la preparacién de cinamato de metilo (Sharma, 2011).

CHO X - COOCH3
Na°

+ CH3COOCH; ——— >
Tolueno-metanol

2. Condensacion de aldehidos aromaticos sustituidos, con a-haloésteres catalizada por
compuestos organoteluricos. Con este método se han preparado p- nitrocinamato de
metilo y m-nitrocinamato de metilo, obteniéndose rendimientos superiores al 70%

(Fenjan, 2010).

- CHo (CHs-CHp-CHp),Te N Xy~ COOCHs
| + CHzCOOCH3 — 3

v THF /N, J
R R

3. Reaccién de Wittig: Se obtiene un alqueno a partir de compuestos carbonilicos, por el

ataque nucleofilico de un iluro de fésforo sobre el carbono carbonilico.

PH3P CHCOOEt N Xy COOCH;
Tolueno l / =
R
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Para la preparacién de diferentes cinamatos de etilo, ya sean sustituidos en el anillo o no,
la reaccidn fue realizada en tolueno a reflujo. En este caso, en media hora el rendimiento

de la reaccién fue de 92 % (Zhang et al., 2015).

Reaccién de Horner-Wadsworth-Emmons (HWE): Se trata de una modificacién de la
reaccion de Wittig en la cual se utilizan ésteres de fosfonato en vez de iluros de fdsforo.
Esta reaccién se ha utilizado para preparar cis-cinamato de etilo, obteniéndose 73% de

rendimiento luego de 2 horas de reaccién (Zhang et al., 2015).

Reaccién de Heck: Esta reaccidn se llevé a cabo entre un haluro de arilo que puede estar
sustituido (o un trifluorometansulfonato) y un alqueno, en presencia de una base y un
catalizador de paladio, para formar un alqueno sustituido permitiendo realizar el
acoplamiento selectivo C-C. Mediante esta reaccién y utilizando cloruro de paladio (Il) en
diferentes liquidos idnicos como medios de reaccion (Stefanovi¢ et al., 2015), fueron
preparados los cinamatos de butilo y de metilo y el p-metoxicinamato de metilo. El mismo
catalizador también se usé en TBAB (bromuro de tetrabutilamonio, Bu,N" “Br), y con
Na,CO; como base (Zhang en Sharma, 2011). A su vez, Ambulgekar et al. utilizaron esta
reaccion para la preparacion de cinamato de metilo, empleando Pd/C como catalizador, y
N-metilpirrolidina como solvente (Ambulgekar et al. en Sharma, 2011). También se
utilizaron nanoparticulas de Pd soportadas sobre diatomitas como catalizador, para
preparar cinamato de metilo se usé N-metilpirrolidina como solvente y trietilamina como

base (Zhang et al. 2006 en Sharma, 2011).

Cl

| X CH,=CHCOOR! SN COOR!
_— =

/ = PdCl, @/\/

R R

Esterificacion directa entre acido cindmico y alcoholes: Se trata del procedimiento mas
clasico y utilizado para la obtencién de ésteres en general, resultando el mds cdmodo si se
puede disponer de los precursores, si bien presenta la desventaja de ser una reaccién
incompleta. Sin embargo, el equilibrio puede ser desplazado por ejemplo utilizando un
fuerte exceso de uno de los reactivos o, ademas, eliminando el agua a medida que se
forma, por ejemplo por destilacién azeotrdpica. Requiere de un catalizador acido para ser

llevado a cabo (Vogel et al., 1978).
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6.1. La reaccion de esterificacion directa entre un acido cindmico y un alcohol fue llevada a
cabo utilizando agentes activantes del grupo carboxilo, empleados estequiométricamente:
6.1.a) Cloruro de tionilo (SOCl,), a 0°C; obteniendo 95% de rendimiento de cinamato de

etilo (Zhang et al., 2015).

6.1.b) Diciclohexilcarbodiimida (DCC) o hexafluorofosfato de (benzotriazol-1-iloxi)tris

(dimetilamino)fosfonio (BOP) (Gobec et al., 2004).
6.2. También se realizd empleando catalizadores acidos:

6.2.a) El catalizador acido clasico, acido sulfurico, fue utilizado ampliamente, por ejemplo

por Narasimhan et al. (2004), y mas recientemente por Patel y Doshi (2011).

6.2.b) Otro catalizador clasico, el acido p-toluensulfénico, fue exitosamente empleado
para preparar cinamato de metilo asi como los demas homdlogos de la serie (Tongtao et
al. en Wenyi et al.,, 2013). También se publicé su uso para la preparacion de p-
metoxicinamato de isopropilo, en este caso el rendimiento obtenido fue de 41% en 6
horas de reaccion (Yadav y Chandalia, 1999); y en la reaccidn de transesterificacion entre
p-metoxicinamato de etilo y 2-etilhexanol para obtener p-metoxicinamato de 2-etilhexilo

(Yadav y Chandalia, 1999).

6.2.c) Tanto Guan et al. (2003) como Shibin (2003) emplearon bisulfato de sodio como
catalizador. La preparacion de cinamato de metilo en estas condiciones produjo en tres

horas un rendimiento superior al 98%.

6.2.d) La sal doble NH4Fe(SO,), -12H,0 fue utilizada por Ruiming para preparar diferentes
cinamatos de alquilo, obteniendo los mejores rendimientos para el cinamato de etilo

luego de 7 horas de reaccion (Ruiming et al. en Wenyi et al., 2013).

6.2.e) Utilizacion de catalizadores acidos de metales de transicion: Para la reaccion de

esterificacidon mencionada, se relevé en la bibliografia el uso de este tipo de catalizadores.
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El heteropoliacido TiSiW,,0, soportado sobre TiO, fue empleado por Yang et al. y Ruiz et
al. (Yang et al., 2003; Ruiz et al., 2008) mientras que Chen utilizé $0,>/La,05/ZrO,~HZSM-
5 obteniendo buenos rendimientos en general luego de dos horas de reaccion (Chen et al.

en Wenyi et al., 2013).
6.3 Uso de biocatalizadores

El biocatalizador comercial Novozym 435 es una lipasa que fue utilizada para preparar
cinamatos de alquilo en solucién en isooctano; en 96 h de reaccidn se obtuvo un 35% de
rendimiento (Guyot et al., 1997; Jakovetic et al., 2013). Fue también usado para la preparacion

de p-metoxicinamato de octilo y ferulato de etilo (Lee et al., 2006 en Sharma, 2011).

Ademas se utilizé catalisis tanto por una enzima pancreatica porcina (Sharma et al., 2011),
como una lipasa proveniente de Bacillus licheniformis MTCC-10498 inmovilizada en silica

(Sharma y Kanwar, 2012), y también por una lipozima (“TLIM”) (Wang et al., 2015).

Flavonoides

Los flavonoides son una familia de metabolitos secundarios de los vegetales, los cuales son
biosintetizados a partir de una molécula de fenilalanina y tres de malonil coenzima-A mediante la
ruta biosintética de los flavonoides, la cual integra la ruta del acido shikimico para

fenilpropanoides (Figura 1.5).

La ruta biosintética de los flavonoides comienza cuando la fenilalanina, por accidn de la enzima
fenilalanina amonioliasa (PAL) se transforma en acido cinamico, que luego es transformado en
acido p-cumarico por hidroxilacion del anillo aromatico; tras lo cual la accién de una Coenzima-A-
ligasa lo transforma en cumarilcoenzima-A, que es el precursor de la mayoria de los fenoles de

origen vegetal, entre los que se encuentran los flavonoides (Hemingway y Karchesi, 1989).

El producto de la adicién de las tres moléculas de malonilcoenzima-A a la cumarilcoenzima-A es
una chalcona con esqueleto de C4-C3-Cg, que se cicla a una flavanona mediante una enzima

isomerasa.

28



La flavanona puede ademas experimentar posteriormente modificaciones del esqueleto asi como
adiciones de grupos funcionales. Por esto, los flavonoides son una familia de compuestos
diversos, aunque todos se caracterizan por ser polifenoles que se presentan en general

glicosilados, por lo cual en general son solubles en agua.

Los flavonoides son biosintetizados por todas las plantas terrestres y también por algunas algas
Charophyta. La composicién y concentracion de flavonoides es muy variable entre especies, y
aunque todas comparten la ruta biosintética central, tienen una importante variabilidad en los
mecanismos de regulacién de la biosintesis; lo cual junto con la respuesta a las condiciones del
ambiente, producen la variada composicidn quimica de los productos finales en cada especie. Los
flavonoides son sintetizados en el citoplasma y luego son traslocados hacia su destino final en las
vacuolas celulares. Algunas de sus funciones metabdlicas son comunes a todas las plantas y otras
son especificas de algunos taxa. Como ejemplo de funciones comunes, los flavonoides son
responsables de la resistencia de las plantas a la fotooxidacion que produciria la luz ultravioleta
del sol: acumulandose en los tejidos superficiales de las plantas absorben hasta el 90% de las
radiaciones UV-B (280-320 nm) y UV-C (190-280 nm), y bloquean su efecto biocida para los tejidos
internos. Ademads, flavonoides como los taninos condensados, que son macromoléculas
constituidas por unidades de proantocianidinas, protegen a las plantas funcionando como
defensa ante el herbivorismo por formacién de complejos moleculares con las proteinas vegetales
consumidas, haciéndolas menos digeribles; e interfiriendo ademds con la absorcién de las
proteinas, y desnaturalizando las enzimas digestivas (Hemingway y Karchesi, 1989; Van Soest,

1982).

Otra funcién importante que cumplen en muchas plantas es atraer los polinizadores, y las presas
en el caso de las plantas carnivoras, principalmente confiriendo colores atrayentes de insectos a la
planta o a sus flores, en algunos casos sdlo perceptibles por los insectos por originarse en la
absorcion de luz UV-A (320-400 nm). De similar forma, en variadas especies atraen a los
herbivoros que se alimentan de sus frutos, cumpliendo asi una funcién de dispersion de semillas.

También intervienen en el transporte de la hormona auxina.

Los flavonoides presentan variadas bioactividades, entre otras son antimicrobianos,

antiproliferativos, y disminuyen el riesgo de enfermedades cardiacas.
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La identificacién de flavonoides es extensamente utilizada en Botadnica Sistematica para
establecer relaciones quimiotaxondmicas entre especies de plantas. Debido a su variabilidad, son
utiles para determinar relaciones entre especies cercanamente emparentadas (o en estudios de
variacion entre poblaciones de la misma especie), y también son ocasionalmente utiles para
determinar relaciones filogenéticas a niveles superiores (Bate-Smith, 1968; Crawford, 1978;

Gornall et al., 1979).

Los flavonoides pueden clasificarse en 6 clases principales (Figura 1.9): las flavonas, las
flavanonas, los flavonoles, los flavandioles, las antocianinas, y las proantocianidinas que al
oligomerizarse originan los taninos condensados (Winkel-Shirley, 2001). Todas las anteriores
excepto las chalconas, tienen un anillo bencénico (anillo B) unido al C-2. Las auronas constituyen

una clase adicional, siendo isémeras de las flavonas, con diferente esqueleto.

Las flavonas y los flavonoles representan aproximadamente el 80% de los flavonoides en sentido
estricto. En estas moléculas, el anillo A suele estar sustituido en las posiciones 5y 7 por grupos

hidroxilo.

O-Glucosilo
O-Glucosilo
Flavona Flavanona Antocianina
OH
(o} O .-~ HO. O .-
©ij‘ | OH
OH v~ ToH ™ oH
o) OH OH
Flavonol Flavandiol Proantocianidina

Figura 1.9: Principales flavonoides. Se muestra la denominacidn y numeracién de los anillos sobre la
flavona.
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Flavonas

Las flavonas (2-fenilcromonas) pertenecen, como fue expresado, al amplio grupo de los
flavonoides. Derivan biosintéticamente de las flavanonas mediante una oxidacién catalizada por
la enzima flavona sintasa (FS). De esta enzima, se conocen dos grupos: el | que se encuentra solo
en las Apiaceae y el Il el cual se encuentra ampliamente distribuido en el Reino Plantae. De hecho,
las flavonas presentan una amplia ocurrencia natural habiéndose aislado de las gimnospermas,
angiospermas, pteridofitas y briofitas. Las flavonas que cuentan con una mayor distribucion
natural se encuentran generalmente polihidroxiladas y/o glicosiladas; sin embargo, se ha
encontrado flavona sin sustituir en Daucus carota (Apiaceae), Apium graveolens (Apiaceae),
Arachis hypogaea (Fabaceae), Rosmarinus officinalis (Lamiaceae), Sculletaria baicalensis

(Lamiaceae) y Ammi visnaga (Apiaceae).

Las flavonas son muy diversas estructuralmente habiéndose contabilizado mas de 350 flavonas
(Bohm, 1998). En las plantas en las cuales se encuentran, presentan funcionalidades diversas:
dado que generalmente absorben luz en la regiéon de 250-315 nm, las flavonas protegen a las
plantas terrestres de la radiacion UV-B; ademds, actian como antioxidantes y median
interacciones entre las plantas y otros organismos. En este sentido, se sabe que las flavonas
actlan como agentes antimicrobianos (ya sean virus, hongos o bacterias patdgenos); que
intervienen en la simbiosis entre leguminosas y bacterias fijadoras de nitrégeno; que incrementan
la colonizacion de las raices por parte de micorrizas y ademas participan de diverso modo en las
interacciones planta-insecto donde pueden actuar atrayendo polinizadores y otros insectos asi
como fagodisuasivos, repelentes o estimulantes de la oviposicién (Harborne y Williams, 2000;

Martens y Mithofer, 2005).

Bioactividad de flavonas sobre plagas agricolas, forestales y de productos almacenados

Existe variedad de trabajos donde se estudia la bioactividad de flavonas sobre diversas plagas. En

lineas generales, se ha visto que las flavonas actuan como:

Fagodisuasivas: Varias flavonas preparadas sintéticamente o aisladas por ejemplo de Gnaphalium
affine (Compositae) mono o polihidroxiladas y/o metiladas han mostrado tener efecto

fagodisuasivo sobre Spodoptera litura (Lepidoptera: Noctuidae) (Morimoto et al., 2000; Morimoto
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et al., 2003). A partir de los resultados de estas investigaciones, los autores proponen que las
flavonas que carecen de sustituyentes sobre el anillo B presentan actividad fagodisuasiva frente a
dicho organismo plaga. Otras investigaciones también demuestran la actividad fagodisuasiva de
otras flavonas. Asi, se observd que la sideroxilina, una flavona polimetilada e hidroxilada aislada
de Eucalyptus saligna (Myrtaceae), tuvo efecto fagodisuasivo sobre Spodoptera exigua
(Lepidoptera: Nocyuidae) y Locusta migratoria (Orthoptera: Acrididae) (Sarker et al., 2001 en
Simmonds, 2003). También, Medeiros et al. (1994) observaron una actividad fagodisuasiva
moderada para la 6-metoxiflavona sobre Mythimna unipuncta (Lepidoptera: Noctuidae) vy
Renwick et al. (2001) lo hicieron para la flavona isovitexina-6-O-glucésido sobre Pieris napi
oleracea (Lepidoptera: Pieridae) donde observaron que el efecto de esta flavona sobre la

alimentacién de dicho insecto variaba segun el estadio larval tratado.

Inhibidoras del crecimiento larval: Mahoney et al. (1989) observaron que tanto la flavona como
la 5-metoxiflavona inhibieron el crecimiento larval del gusano de las naranjas de ombligo,
Amyelois transitella (Lepidoptera: Pyralidae). Ademds, se observé inhibicion del crecimiento de
larvas de Heliothis zea (Lepidoptera: Noctuidae) por diversas flavonas polihidroxiladas, algunas de
ellas glicosiladas (Elliger et al., 1980). También se observd este efecto para las flavonas del tipo
apigenina-C-glicosiladas sobre Nilaparvata lugens (Hemiptera: Delphacidae) (Grayer et al., 1994

en Simmonds, 2001).

Insecticidas: Se encontré que la 5,6,7,8,3'-pentametoxi-4’,5’-metilendioxiflavona, compuesto
aislado del extracto de Ageratum conyzoides (Asteraceae) tuvo efecto insecticida sobre larvas de
Dione juno juno (Lepidoptera: Nymphalidae) (Moreira et al., 2004). Romanelli et al. (2010)
encontraron que algunas flavonas preparadas sintéticamente, fundamentalmente aquellas
halogenadas, tuvieron efecto insecticida sobre Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae).
Ademads, se cité con actividad insecticida sobre huevos y larvas de Helicoverpa armigera
(Lepidoptera: Noctuidae) a la 5,7- dihidroxi- 4’,6-dimetoxiflavona (Duraipandiyan et al., 2015).
Con respecto a otros insectos, se observé que la apigenina tuvo efecto insecticida sobre la termita

Coptotermes formosanus (lsoptera: Rhinotermitidae) (Boué y Raina, 2003).

En el presente trabajo de tesis, se evalud la bioactividad de la flavona y la 6-metoxiflavona (Figura
1.10) sobre diferentes estados y estadios de desarrollo de la polilla del tomate, T. absoluta. Tal
como se menciond previamente, se ha observado en diferentes investigaciones, para uno de

estos compuestos o para ambos, actividad insecticida o fagodisuasiva sobre diferentes
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lepiddpteros (Mahoney et al., 1989; Medeiros et al., 1994; Morimoto et al., 2003; Romanelli et al.,

(¢}

2010).

Figura 1.10: 6-Metoxiflavona

CH30

Otras actividades bioldgicas

Debido a la amplia distribucion de las flavonas en los principales linajes de plantas terrestres,
estos compuestos son parte de nuestra dieta diaria ya que se encuentran en frutas, verduras,
semillas y en bebidas tales como te, vino y jugos naturales. Ademas, muchas plantas de uso

medicinal popular tienen en su composicion diversas flavonas.

Ya sea su consumo como parte de la dieta, con un fin medicinal o ambos, las flavonas han
mostrado tener actividad antioxidante ya que pueden actuar eliminando radicales libres evitando
asi el dano celular (Magiera y Zareba, 2015). Ademads, se observé que las flavonas pueden inhibir
las enzimas responsables de la produccién de superdxidos, tales como la xantina oxidasa y la
proteina quinasa pero también pueden ser prooxidantes, es decir, actuar oxidando compuestos
(Heim et al., 2002; Prochazkova et al., 2011). También se ha propuesto que las flavonas estan
implicadas en la prevencion de la osteoporosis y de enfermedades coronarias (Mulvihill y Huff,
2010; Shalaby et al., 2011) y que presentan actividad antiproliferativa contra cancer de mama,
higado, préstata y colorectal (Banerjee y Mandal, 2015; Radwan et al., 2015; Shukla et al., 2015;
Zhu et al., 2015). Por ultimo, se ha demostrado la actividad antiinflamatoria (Khanapur et al.,
2015) y antimicrobiana de varias flavonas tanto sobre bacterias como sobre hongos ademas de
presentar actividad antiviral (Asati et al., 2015; Isobe et al., 2006; Mostahar et al., 2006; Said et
al., 2015).
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Preparacion de flavonas

Se han relevado en la literatura cientifica diversos métodos y variantes de los mismos para la

sintesis de flavonas. A continuacidon se mencionan algunos de ellos:

1. Sintesis de flavonas en un solo paso:

1.1. Partiendo de una 2- hidroxiacetofenona mas un equivalente de cloruro de benzoilo, Chee
et al. (2011) obtuvieron la flavona en un solo paso de sintesis. Las condiciones de reaccion
utilizadas fueron variables dado que como sistema base/solvente se empled K,COs/acetona a
presion atmosférica o DBU/piridina en atmdsfera de N,. En ambos casos, los rendimientos
fueron escasos, obteniéndose un 5% y un 25% de flavona respectivamente. Cuando la
reaccion se realizd en exceso de cloruro de benzoilo y K,COs/acetona a presion atmosférica,

se obtuvo como compuesto mayoritario la flavona (65% de rendimiento).

OH o
K2CO3
CHj + cl —
acetona
0 0o

1.2. Yatabe et al. (2015) describen la formacion de flavonas en una reaccion de un solo paso
partiendo de una 2- hidroxiacetofenona y benzaldehido, mediante catdlisis heterogénea por

nanoparticulas de oro soportadas.

2. Sintesis via formacion de chalconas: Esta reaccién parte de una 2-hidroxiacetofenona vy
benzaldehido, ambos sustituidos o no, para dar una 2-hidroxichalcona por condensacion
alcalina. En una segunda etapa de la reaccion, la chalcona se cicla para dar lugar a la flavona.
Esta segunda etapa se ha realizado utilizando diversos oxidantes: dimetilsulfoxido/1, (Kasthuri
et al., 2015; Mostahar et al., 2005), diéxido de selenio, |, y Br,. Sashidhara et al. (2012)
sintetizaron diversas flavonas mediante un procedimiento similar pero partiendo de la

acetofenonay el 2-hidroxibenzaldehido y utilizando I, como oxidante.
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3. Sintesis de Baker-Venkataraman (Ganguly et al., 2005; Wheeler, 1952): Este procedimiento es
uno de los mas utilizados para la sintesis de flavonas y fue el elegido para este trabajo de

tesis. Se desarrolla, en general, en tres etapas:

= La primera involucra la reaccidon de una 2-hidroxiacetofenona con un cloruro de benzoilo

en presencia de una base (piridina) para dar una aroiloxiacetofenona.

= En la segunda etapa, una base (KOH) inicialmente desprotona el grupo metilo de la
aroiloxiacetofenona formando un carbanidn, que ataca intramolecularmente la funcién
éster (Reordenamiento de Baker- Venkataraman) resultando en la formacién de una 1,3-
dicetona (Baker, 1933; Mahal y Venkataraman, 1934) mediante un mecanismo de adicién-

eliminacion.

Para la formacion de la dicetona, se ha informado también la utilizacion de otros reactivos

por ejemplo K,CO; (Khanapur et al., 2015).

= En la dltima etapa, bajo condiciones acidas, la dicetona sufre una ciclodeshidratacion

obteniéndose la flavona:

ON
OH
| RN OH Cl piridina | AN 0 KOH |/\
+ — e /
// CHs 0 // CH3  piridina R
R R O o
(0] 0
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La ciclodeshidratacién de la dicetona para obtener la flavona se llevé a cabo bajo diferentes
condiciones. Asi, se han utilizado: acido sulfurico como catalizador en acido acético glacial
(Mughal et al., 2006), resinas de intercambio catidnico en alcohol isopropilico (Hoshino y
Takeno, 1987), iodo en DMSO (Makrandi y Kumari, 1988); también se utilizaron acidos de
Lewis, por ejemplo CuCl, en etanol y calentamiento mediante irradiacion de microondas
(Kabalka y Mereddy, 2005); liquidos idnicos, por ejemplo [C;HsNH3]" NOs™ bajo irradiacion de
microondas (Sarda et al., 2006); ademas se utilizaron heteropoliacidos, con estructuras de
Keggin, de Preyssler o del tipo Wells-Dawson, tanto en condiciones homogéneas como

heterogéneas, por ejemplo Gharib et al. (2010) y Romanelli et al. (2010).

Recientemente, esta etapa de la reaccidén se realizd en solucidon acuosa alcalina utilizando
carbonato de potasio como base, tanto con calentamiento convencional como por irradiacion

de microondas obteniéndose rendimientos de alrededor del 65% (Pinto et al., 2015).

4. Reaccién de Simonis: Consiste en la condensacién de un polihidroxifenol con benzoilacetato de

etilo, con calentamiento convencional o por irradiacidon con microondas (Seijas et al., 2004).

HO OH = HO

OH o O

6. Reaccién de Wittig intramolecular: Esta reaccidon se ha aplicado de modo diverso a la
sintesis de flavonas. Das y Ghosh (2011) la utilizaron partiendo de una 2-
hidroxiacetofenona y cloruro de benzoilo en piridina, tal como se realiza la primera etapa
de la sintesis de Baker-Venkataraman. El éster formado es halogenado y posteriormente
reacciona con PPh; formando una sal de fosfonio, que por fotoirradiacion en agua forma

una flavona:
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6. Reaccion de Allan-Robinson: En esta reaccion, se parte de una 2-hidroxiaril metil cetona y un
anhidrido aromatico para formar una flavona (Allan y Robinson, 1924). Si el anhidrido es

alifatico, se forma una cumarina.
0 0
OH
o 0
+ — >
R R
O 0

La quimica verde como paradigma para el disefio y sintesis de productos organicos

Se define a la quimica verde como una nueva forma de pensar y de llevar a cabo diferentes
procesos quimicos de modo que los mismos sean mas sustentables, tanto a escala de laboratorio
como a escala industrial. En este sentido, se diferencia de la Quimica Ambiental dado que su foco

estd puesto en la prevencion y no en la remediacién.

El término quimica verde fue propuesto por Paul Anastas a principios de la década de 1990.

Posteriormente, junto con J. Warner definirian doce principios que se convertirian en las bases

37



para disefiar y realizar diferentes procesos quimicos de sintesis nuevos o modificar los ya

existentes para que sean mas benignos con el ambiente (Anastas y Warner, 1998). Estos

principios son:

1.

Prevencidn: Este principio refiere a evitar la formacion de residuos mas que tratar los ya

formados.

Economia atdmica: La sintesis de compuestos quimicos debe ser disefiada de modo tal
gue en el producto final se encuentren incorporados la mayor cantidad de materiales

usados durante el proceso, minimizando por tanto, la formacién de subproductos.

Uso de metodologias que generen productos de toxicidad reducida: Cuando sea posible,
los métodos de sintesis deben usar y generar compuestos de baja o ninguna toxicidad

para el ambiente.

Generacidon de productos eficaces de baja toxicidad: Los compuestos quimicos deberan
ser disefiados de modo tal que cumplan con la funciéon deseada presentando una

toxicidad minima.

Reduccion del uso de sustancias auxiliares: En los procesos de sintesis, deben evitarse o
minimizarse el uso de materiales auxiliares tales como solventes y reactivos para llevar a

cabo separaciones. En caso de ser utilizados, deben ser lo mas inocuos posible.

Disminuir el consumo energético: Este principio se relaciona a la reduccién en el consumo
de energia de modo tal de minimizar su impacto ambiental y econdmico. De ser posible,
las reacciones de sintesis y preparacién de productos organicos deberian desarrollarse a

presion y temperatura ambiente.

Utilizacion de materias primas renovables: Siempre que sea técnica y econdmicamente

viable, la materia prima debe provenir de fuentes renovables.

Evitar las derivatizaciones innecesarias: tales como el uso de grupos de
proteccién/desproteccion, el bloqueo de grupos y la modificacion temporal de procesos

fisico-quimicos.

Potenciacion de la catalisis: Mediante el uso de catalizadores selectivos en vez de

procesos estequiométricos. Dichos catalizadores deberdan ser en lo posible reutilizables.
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10. Generacion de productos biodegradables: los productos quimicos deberan ser disefiados
de modo tal que no sean persistentes en el ambiente sino que se degraden a productos

inocuos.

11. Desarrollar metodologias analiticas para el monitoreo en tiempo real: Los procesos

deberdan ser seguidos en tiempo real a fin de evitar la formacidn de sustancias peligrosas.

12. Minimizar el potencial de accidentes quimicos: Los materiales utilizados en los procesos
guimicos deberan ser elegidos de modo de minimizar riesgos y accidentes, tales como

emanaciones, explosiones e incendios.

De este modo, la quimica verde busca la realizacion de procesos quimicos que utilicen
eficientemente los materiales de partida y que generen productos eficaces y biodegradables con
una minima produccién de residuos. En dichos procesos quimicos es deseable evitar el uso de

reactivos y solventes téxicos y/o peligrosos y una reduccién del consumo energético.

Para el caso de los procesos de sintesis y preparacion de cinamatos de alquilo y flavonas
mencionados en la primer parte del segundo apartado del presente capitulo, se observa que para
muchas de estas reacciones se emplean compuestos y condiciones de reaccidon que no resultan
sustentables. Se puede mencionar, por ejemplo, el uso de reactivos en cantidades

estequiométricas, el uso de sustancias toxicas tales como un exceso de acido sulfurico, tolueno o

dimetilsulféxido, altos tiempos de reaccion y/o desarrollo de las mismas a altas temperaturas.

Sin embargo, también se observaba en la descripcién de dichas reacciones, una tendencia cada
vez mayor a transformar reacciones preexistentes de modo que sean ambientalmente mas
benignas. En este sentido se puede mencionar el uso de catalizadores sélidos recuperables, una
reduccién en el nimero de pasos involucrados para obtener el producto final, el uso de radiacién
de microondas por sobre el calentamiento convencional en bafio termostatizado (que se traduce
en tiempos de reaccion mucho menores y, consecuentemente, en una disminucién del consumo
energético) y el desarrollo de reacciones en ausencia de solvente (solvent-free) o utilizando agua

como solvente.

En el presente trabajo de tesis, se implementaron algunos de los principios de la quimica verde,
tales como la reduccidn del uso de sustancias auxiliares y la potenciacién de la catdlisis, para la

preparacién de cinamatos de alquilo y flavonas. Asi, para la preparaciéon de los mencionados

39



cinamatos el solvente empleado en las reacciones fue el mismo alcohol que se utiliz6 como
reactivo. Ademas, tanto para la preparacion de cinamatos de alquilo como de flavonas, se trabajo
con pequenas cantidades de reactivos (milimoles). Por ultimo, en la tercer etapa de preparacion
de las flavonas por el método de Baker-Venkataraman y en la preparacién de los cinamatos de
alquilo se utilizaron catalizadores heteropolidcidos con estructura de Preyssler asi como, para
flavonas, hidrogenosulfato de potasio en lugar de usar acidos minerales solubles. La descripcion

de estos catalizadores serd desarrollada a continuacion.

Catdlisis y Catalizadores

Los catalizadores son compuestos que tienen la capacidad de acelerar reacciones quimicas, ya sea
en la naturaleza o en el laboratorio, aunque no intervienen directamente en ellas. Actldan
modificando la velocidad y selectividad de las reacciones y aumentando el rendimiento de las
mismas, al reducir la formacidén de compuestos secundarios indeseables. En comparacién a la
cantidad de reactivos involucrados en una reaccién, los catalizadores cumplen su funcién en

pequefias cantidades.
Existen, en las ciencias quimicas, dos tipos de catélisis:

- Catalisis homogénea, en la cual el catalizador se encuentra en la misma fase que los

reactivos.

- Catalisis heterogénea, donde los procesos involucrados en la reaccién ocurren en una fase

diferente a aquella en la que se encuentra el catalizador.

Para el presente trabajo de tesis, se utilizaron ambos tipos de catdlisis. Los catalizadores
empleados fueron: heteropolidcidos (HPAs) con estructura de Preyssler e hidrégenosulfato de

potasio.

Si bien la catalisis en fase homogénea trae aparejada la dificultad para recuperar el catalizador, se
ha observado que los HPAs involucrados en este tipo de reacciones fueron mas eficientes que los
acidos minerales convencionales, mostrando una mayor actividad catalitica (Kozhevnikov, 1998).
Por tanto, pueden emplearse en menores cantidades y a menores temperaturas que los

catalizadores acidos inorganicos.
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El hidrogenosulfato de potasio es usado para catalizar variadas reacciones de sintesis orgdnica
(por ejemplo, Heravi et al. 2005; Nagarajan y Perumal, 2004; Oskooie et al., 2007).
Recientemente se describid su uso en la preparacion de flavona (Sathicq et al., 2014). La ventaja
del empleo de esta sal es que puede reutilizarse; ademas, las reacciones se han desarrollado sin

solvente y en tiempos breves.
Polioxometalatos con estructura de Preyssler-Jeannin-Pope

Los polioxometalatos (POMs) son compuestos polinucleares formados por un heteropolianién
constituido por oxigeno y un metal de transicidn, que puede ser Mo, V o W entre otros. Los POMs
se clasifican en dos grupos: isopolioxometalatos constituidos por oxigenos y un solo metal y

heteropolioxometalatos, que contienen un atomo diferente, llamado heteroatomo.

En los heteropolioxometalatos, cada heterodtomo puede imaginarse centrado en un poliedro
conformado por sus enlaces con dtomos de oxigeno. Este poliedro comparte algin elemento
geométrico, ya sea un vértice, una arista o una cara, con octaedros que se encuentran en nimero
variable alrededor de él. Cada octaedro esta constituido por un metal de transicion, al que se le

llama atomo apéndice, adenda o polidtomo, y &tomos de oxigeno.

Los POMs con estructura de Preyssler-Jeannin-Pope fueron preparados por C. Preyssler en 1970
aunque su estructura fue dilucidada afios después (Alizadeh et al., 1985). Su férmula es
[NaPsW500110]™* donde cinco grupos PW¢0,, se fusionan en forma ciclica conformando una
estructura toroidal con simetria pentagonal delimitando una cavidad central generalmente
ocupada por el catidn sodio (Figura 1.11). Cada uno de estos cinco grupos esta conformado por un
tetraedro central, resultado del enlace entre un atomo de P y cuatro dtomos de oxigeno, rodeado
por seis octaedros, cada uno conformado por un atomo de W enlazado a seis &tomos de oxigeno
(Alizadeh et al., 1985). De este modo, se definen diferentes tipos de atomos de oxigeno

(Fernandez et al., 2007):
- Oxigenos terminales: unidos a un atomo del metal de transicidn por un enlace doble.

- Oxigenos cavitales: unidos por enlaces simples a un atomo del metal de transicién y al
atomo central del tetraedro; estos oxigenos se encuentran expuestos dentro de la cavidad

de la molécula.
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- Oxigenos puente axiales: son los que se encuentran en la parte superior e inferior del

toroide que forma la molécula.
- Oxigenos puente ecuatoriales: rodean la molécula cerca del radio central del toroide.

Lo hasta aqui descripto corresponde a la estructura primaria del polioxometalato. Ademas, posee
una estructura secundaria que involucra al polianidon en conjunto con el agua de cristalizacion, el
cation y otras moléculas que pudieran encontrarse presentes. Por Ultimo, la estructura terciaria se
relaciona al tamafio de las particulas, estructura de los poros, distribucién de centros acidos y

otras caracteristicas que influyen en la actividad catalitica del compuesto.

Cuando los heteropolianiones se conjugan con protones, se forman los 4cidos correspondientes
llamados heteropoliacidos (HPAs). Solo se conocen pocos HPAs con una estructura primaria de

t|p0 Preyssler: H14NaP5W300110, H14NaP5W29M00110 Yy leEUP5W300110.

Figura 1.11: Estructura de Preyssler.

Propiedades de los heteropoliacidos

Debido a los enlaces dobles entre el dtomo de metal y los de oxigeno, sobre la superficie del

heteropolianién existe una baja densidad de carga y, por tanto, presentan una acidez
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relativamente alta, mayor que la de los acidos sélidos clasicos tipo silices o aliminas y mayor que

la del acido sulfurico.

Ademas, los HPAs presentan una alta conductividad proténica a temperatura ambiente

encontrandose completamente disociados en solucién acuosa.

Para el caso especifico de los HPAs con estructura de Preyssler, el poseer una cavidad interna
genera que los oxigenos cavitales queden expuestos al igual que el resto de los oxigenos de la
molécula, siendo los mas susceptibles de ser protonados y, por tanto, constituyendo los sitios mds
acidos de la molécula (Fernandez et al., 2007). Ademas, aquellos compuestos que cuentan con
Mo en su estructura, resultan ser mas acidos que los que no lo tienen, hecho que se encuentra

relacionado con una distorsidon en la simetria de la molécula al incorporarse el Mo.

Ademads de sus propiedades acidas, los HPAs son muy solubles en solventes polares tales como
agua, ciertos alcoholes y acidos carboxilicos entre otros, e insolubles en solventes no polares

como hidrocarburos.

Los HPAs son excelentes como catalizadores debido a su capacidad para donar o aceptar
electrones y a su estabilidad bajo diferentes condiciones. En este sentido, pueden actuar a altas

temperaturas sin descomponerse.

Ademas, presentan las ventajas de ser facilmente recuperables y reutilizables, y de generar
reducida cantidad de productos secundarios y residuos, en comparacién con el empleo de los

acidos inorgdnicos corrosivos utilizados como catalizadores cldsicos.

Numerosas reacciones de sintesis organica han sido estudiadas utilizando los heteropoliacidos
con estructura de Preyssler como catalizadores (Ruiz, 2009). Es de destacar que, recientemente,
diferentes trabajos de sintesis organica de cumarinas (Escobar et al., 2015) y de piridinas,
dihidropiridinas y dihidropirimidinonas (Sanchez et al., 2015) fueron realizados utilizando dichos
catalizadores en condiciones de bajo impacto ambiental: sin solvente y en breves tiempos de

reaccion.
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Capitulo 2

Objetivos e

Hipotesis
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Objetivo general

Realizar la preparacion en condiciones de bajo impacto ambiental de compuestos
fenilpropanoides, especificamente cinamatos de alquilo y flavonas, y evaluar su actividad
bioldgica en laboratorio sobre diferentes estados y estadios de desarrollo de la polilla del tomate
Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae), plaga de importancia econémica a nivel mundial. Se
espera que los resultados de estos estudios contribuyan con la generacion de estrategias eco-

amigables para el control de esta plaga, dentro del marco del Manejo Integrado de Plagas.

Objetivos especificos

1. Preparary caracterizar catalizadores heteropoliacidos, para ser utilizados en la obtencion de
los compuestos fenilpropanoides.

2. Preparar ejemplos de cinamatos de alquilo y flavonas sin sustitucion en los anillos B y C
utilizando metodologias de bajo impacto ambiental. Para ello se propone aplicar
metodologias limpias tales como la realizacién de las reacciones en ausencia de solvente y
el uso de catalizadores acidos tales como heteropolidcidos con estructura de Preyssler y un
derivado de un acido mineral, el hidrogenosulfato de potasio.

3. Evaluar la actividad insecticida (efectos letales) de dos cinamatos de alquilo y dos flavonas,
a diferentes concentraciones, sobre diferentes estados de desarrollo de T. absoluta (huevo
y larvas de segundo y cuarto estadio).

4. Evaluar los efectos subletales (tiempo de desarrollo, peso de las pupas, efecto
fagodisuasivo, fecundidad vy fertilidad de las hembras) de dos cinamatos de alquilo y dos
flavonas, a diferentes concentraciones, sobre diferentes estados de desarrollo de T.

absoluta (huevo y larvas de segundo y cuarto estadio).
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Hipétesis de trabajo
- Es posible realizar preparaciones eficientes y de reducido impacto ambiental de
cinamatos de alquilo y flavonas no sustituidas en el anillo B, catalizando las reacciones

con heteropolidcidos de Preyssler-Jeannin-Pope o con hidrogenosulfato de potasio.

- Los cinamatos de alquilo y las flavonas presentan bioactividad sobre uno o mas estados

y/o estadios de desarrollo de Tuta absoluta.
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Capitulo 3

Materiales y métodos
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Cria de Tuta absoluta y
metodologia general para la
realizacion de los bioensayos
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Recoleccidn de organismos de Tuta absoluta a campo

La recoleccidn se llevo a cabo en cultivos de tomate (Solanum lycopersicum) ya sean organicos

como sin historia de exposicion a plaguicidas, tanto a campo como bajo cubierta (Figura 3.1), en

diferentes establecimientos del Cinturdn Horticola Platense (CHP), Provincia de Buenos Aires.

Figura 3.1: Cultivo de tomate bajo invernaculo (Colectivo Orgénico - Cooperativa Creo) y a campo
(Productora Susana Parrillo).

El material recolectado consistié en hojas de tomate con pupas vy larvas de T. absoluta (Figura 3.2).
Las hojas colectadas fueron colocadas en bolsas plasticas transparentes con cierre hermético las

cuales fueron transportadas hasta el laboratorio en conservadoras.

Los establecimientos muestreados fueron:
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e Colectivo Orgdnico — Cooperativa Creo. Establecimiento de produccién organica ubicado
en la localidad de Lisandro Olmos, Partido de La Plata (Coordenadas: 35° 01°95.82"" S, 58°
06'56.97"" 0).

e Productora Susana Parrillo. Establecimiento con una forma de manejo de cultivos
integrada, ubicado en la localidad de Colonia Urquiza, Partido de La Plata (Coordenadas:
34°94°13.69°" S, 58°09°41.51" 0).

e Estacion experimental “Julio Hirschhorn” dependiente de la Facultad de Ciencias Agrarias y
Forestales, UNLP, ubicado en la localidad de Los Hornos, partido de La Plata (Coordenadas:
34° 98'96.47°° S, 58° 00°06.15"" 0). En este caso, el cultivo de tomate muestreado fue a
campo y correspondiod a la muestra anual “Fiesta del tomate platense”.

e La Anunciacidn. Establecimiento de produccién organica ubicado en Abasto, partido de La

Plata (Coordenadas: 34° 56'20.26°° S, 58° 07°26.19"" O).

Figura 3.2: Detalle del dafio producido por Tuta absoluta en hojas de tomate.

Los muestreos se realizaron anualmente durante los meses de octubre a mayo a fin de incorporar
nuevos individuos a la poblacién de laboratorio y mantener asi la variabilidad genética dentro de
la misma.

Acondicionamiento del material de campo

El material recolectado a campo fue mantenido en cuarentena para descartar, previo a su

multiplicacidn y cria en laboratorio, posibles enfermedades o parasitismo, hasta la emergencia de
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individuos adultos. Las pupas fueron colocadas en capsulas plasticas transparentes (9 cm de
diametro x 1,5 cm de altura) y las hojas con larvas, en recipientes plasticos transparentes (15 cm
de diametro x 20 cm de altura), conteniendo plantulas de tomate en su interior para alimentar a
las larvas y cubiertos en su parte superior con tela de voile blanca para favorecer la ventilacion. El
material de estos recipientes fue revisado bajo microscopio estereoscépico cada dos dias a fin de
separar las pupas de T. absoluta y agregar nuevas plantulas de tomate si fuese necesario. El
material proveniente del campo fue incorporado a la colonia luego de transcurridas dos

generaciones.

Establecimiento de la colonia y Cria de Tuta absoluta en el laboratorio

La cria de T. absoluta se desarrollé en bioterio perteneciente al Laboratorio de Ecotoxicologia:
Plaguicidas y Control Bioldgico, del Centro de Estudios Parasitolégicos y de Vectores (CEPAVE) bajo
condiciones controladas: 70% * 5% de humedad relativa, fotoperiodo de 16:8 (L:0) y 25°C + 2°C de

temperatura (Figura 3.3.a).

La colonia estable de T. absoluta se inicid con los adultos provenientes de la segunda generacién
de cria en laboratorio del material recolectado en el campo. Los adultos fueron liberados en una
jaula de 30 cm de ancho, 40 cm de profundidad y 56 cm de altura. La misma consta de un armazon
de madera cuyos lados son de tela de voile blanca. En la jaula se colocd una plantula de tomate
como sustrato de oviposicidn. Los adultos fueron alimentados con una solucién de miel de abejas

y agua al 15% (Figura 3.3.b).

Las plantulas conteniendo los huevos de T. absoluta se retiraron de la jaula luego de 48 horas de
exposicion a los adultos, tiempo que resultd dptimo para mantener sincronizados los tiempos de
desarrollo de los diferentes estadios larvales (L;, L,, Ly y Li). Las plantulas se colocaron en
recipientes pldsticos transparentes de 15 cm de diametro x 20 cm de altura con papel absorbente
en su base y cubiertos en su parte superior con tela de voile blanca (Figura 3.3.d). Bajo las
condiciones ambientales antes mencionadas, el primer estadio larval emerge entre el quinto y
sexto dia de haber sido colocada la plantula de tomate en la jaula como sustrato de oviposicién. A
medida que las larvas crecieron y se desarrollaron, se agregd mds alimento colocando nuevas
plantulas de tomate en los recipientes u hojas de tomate en tubos de hemdlisis, con los peciolos

sumergidos en agua (Figura 3.3.c). Cuando fue necesario, se dividid el contenido de un recipiente

51



en dos para contar con mas espacio para colocar plantulas u hojas de tomate como alimento de

modo que prosiga el desarrollo de la cria con un menor nimero de individuos por recipiente.

Figura 3.3: Cria de Tuta absoluta. a. Bioterio donde se desarrolld la cria. b. Jaula en la cual se criaron los
adultos. c. Tubos de hemdlisis preparados con hojas de tomate para alimentar la colonia. d. Recipientes
plasticos donde se desarrollaron los diferentes estadios larvales.

Las plantulas de tomate para la oviposicidon y alimento fueron sembradas o adquiridas libres de
plaguicidas y se trasplantaron utilizando tierra negra y perlita en una proporciéon 3:1. Las plantulas
de tomate fueron mantenidas bajo invernaculo (Figura 3.4) siendo regadas cada 15 dias con
fertilizante triple NPK y hormona de crecimiento (Fertifox Potenciado®). Las hojas de tomate para
alimentar la cria se obtuvieron de cultivos de tomate organicos o sin exposicién a plaguicidas. Bajo
las condiciones controladas de luz, temperatura y humedad relativa citadas, las larvas de cuarto
estadio pupan mayoritariamente entre los 17 a 20 dias postoviposicion y los adultos comienzan a
emerger aproximadamente una semana después. De este modo, el ciclo de vida de T. absoluta

tuvo una duracién aproximada de 28 dias.

52



Figura 3.4: Invernaculo donde se mantuvieron las plantulas de tomate para oviposicidn y

alimento de Tuta absoluta.

Metodologia general para la realizacion de los bioensayos

En este apartado se describe, de modo general, la metodologia empleada para la realizacién de los
bioensayos. La descripcion mas precisa de cada uno de ellos serda desarrollada junto con los

resultados de los mismos en capitulos posteriores de la tesis.

Los estados y estadios de desarrollo de T. absoluta sobre los cuales se han realizado los ensayos
bioldgicos fueron huevos y larvas de segundo (L,) y cuarto estadio (L,). Para los estados y estadios
mencionados, se evaluaron de tres a cuatro concentraciones de dos cinamatos de alquilo
(cinamatos de metilo y de etilo) y dos flavonas (flavona y 6-metoxiflavona) mediante diferentes
vias de aplicacion (ver Evaluacion de la actividad bioldgica de cinamatos de alquilo sobre Tuta

absoluta y Evaluacion de la actividad bioldgica de flavonas sobre Tuta absoluta).

La seleccidn del estado de huevo y del segundo estadio larval (L,) para realizar los bioensayos se

fundamentd en considerar a ambos como éptimos para el control de una plaga: un compuesto
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efectivo sobre huevos o larvas de los primeros estadios ejerceria un control sobre la plaga antes

de que la misma genere un dafo importante sobre el cultivo.

Especificamente para el estado de huevo, las estructuras externas protectoras del embrién
pueden dificultar la penetracién de determinado compuesto. De hecho, muchos productos
naturales tales como extractos de semillas de neem y de Trichilia pallida (Meliaceae) u otros
sintéticos biorracionales como el piriproxifén no han mostrado tener efecto insecticida sobre
huevos de T. absoluta (Thomazini et al., 1999; Tomé et al., 2012; Trindade et al., 2000). En este

sentido, realizar bioensayos sobre huevos cobra relevancia.

La aplicacidn para evaluar la bioactividad de los diferentes compuestos sobre huevos y L, se realizo
por inmersion (Figura 3.5.a). La metodologia de aplicaciéon por inmersién implica sumergir un
insecto, hoja o disco de hoja por un tiempo determinado en una solucién de concentracion
conocida del compuesto cuya bioactividad se quiere evaluar (Silva et al., 2003; Schneider et al.,
2009). Si bien esta metodologia no permite saber con exactitud la cantidad de compuesto que
alcanza al organismo, permite simular mejor la aplicacion de un compuesto a campo si se lo

compara con otras metodologias como la aplicacién tdpica.

Por otro lado, la eleccién del estadio L,, se fundamenta en ser el estadio que presenta una mayor
tasa de consumo, generando amplias lagunas en el meséfilo de las hojas de tomate y, por tanto,
reduciendo ampliamente la capacidad fotosintética del cultivo en muy poco tiempo. Este alto
consumo de alimento genera que las larvas de este estadio estén continuamente entrando y
saliendo de las minas realizadas. Por ello, la metodologia de aplicacién elegida para la evaluaciéon
de los diferentes compuestos fue la aplicacidn tépica (Figura 3.5.b). En la aplicacién tépica, por
contacto o localizada, una solucidon de concentracidén conocida de determinado compuesto se
aplica directamente sobre alguna parte del cuerpo del organismo evaluado (Fogel et al., 2013;
Silva et al., 2003; Schneider et al., 2004). El compuesto se disuelve en algun solvente organico
(para asegurar un rapido secado de la gota sobre la cuticula del insecto) y se aplica mediante una
microjeringa montada en un microaplicador o un dispensador de modo tal de conocer

exactamente el volumen aplicado al insecto.

Para los ensayos realizados por inmersion, las concentraciones evaluadas fueron 100, 250 y 500
ug/ml agregandose una concentracion intermedia entre 250 y 500 pg/ml solo en aquellos

bioensayos en los cuales no se observé mortalidad de huevos o de larvas tratados a 250 pg/ml
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pero si se observd un 100% de mortalidad de los mismos a 500 ug/ml. Para los bioensayos
realizados por contacto (topico) se evalud la aplicacion de 0,05; 0,125 y 0,25 pg del compuesto
correspondiente por larva. La seleccién de las concentraciones mencionadas se realizé en funcién
a los resultados de diferentes trabajos de evaluacidn de bioactividad de cinamatos de alquilo y

flavonas sobre lepiddpteros (Abdelgaleil et al., 2008; Romanelli et al., 2010).

Figura 3.5: Metodologia de aplicacion utilizada en la realizacién de los bioensayos. a. Aplicaciéon por

Inmersién. b. Aplicacidn Tépica.

Preparacion de soluciones

Para los tratamientos por inmersion, se disolvié la masa correspondiente del cinamato o la flavona
en 1 ml de acetona que fue incorporado a 99 ml de agua destilada con 0.01 ml o 0.05 ml
respectivamente de Tween 80® como tensoactivo. Las soluciones se agitaron suavemente, de
forma manual, por un lapso de 5 minutos. La solucién con la cual se traté el grupo control fue

preparada analogamente (sin agregar cinamato ni flavona).

Para los tratamientos por aplicacion tdpica, se disolvié la masa correspondiente del cinamato o la

flavona en acetona. El grupo control fue tratado con acetona Unicamente.
Puntos finales evaluados en los diferentes bioensayos

e Efectos letales:

o Mortalidad.
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e Efectos subletales:
o Tiempo de desarrollo larvario hasta alcanzar el estado de pupa y de adulto
(medido en dias).
o Efecto fagodisuasivo (solo evaluado para larvas de segundo estadio).
o Peso pupal (medido en mg).

o Fecundidad y fertilidad acumuladas durante 6 dias.

La fecundidad es definida como el nimero de huevos puestos por una hembra mientras que la
fertilidad se define cdmo el nimero de huevos que eclosionan. Para evaluar la fecundidad, se
formaron 5 parejas por cada tratamiento utilizando para ello, adultos con 24 horas o menos de
emergidos. Los adultos utilizados para el armado de las parejas provinieron de huevos y larvas de
segundo y cuarto estadio que habian sido tratados con los diferentes compuestos, sobreviviendo a
los mismos, pudiendo por tanto, alcanzar el estado adulto. Cada pareja fue colocada en un
recipiente plastico transparente de 9 cm de didmetro x 10 cm de altura junto con un algoddn
impregnado con una soluciéon de miel de abejas en agua al 15% y una hoja de tomate con su
peciolo inmerso en agua dentro de un Eppendorf®. Cada recipiente se cubrié con tela de voile
blanca (Figura 3.6). Las hojas fueron revisadas diariamente y, de acuerdo a la cantidad de huevos
gue presentaran, fueron o no recambiadas. Cada una de las hojas portando huevos retiradas de
los recipientes, fue colocada dentro de una capsula pléstica cilindrica (9 cm x 1,5 cm) con su

peciolo inmerso en agua dentro de un Eppendorf®. Las hojas de tomate fueron revisadas bajo

microscopio estereoscépico para contabilizar los huevos vy, posteriormente, para determinar la

fertilidad.

Figura 3.6: Recipientes para
evaluar la fecundidad de
hembras de Tuta absoluta.
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Analisis estadistico

La supervivencia de las larvas emergidas de los huevos tratados, asi como la supervivencia de
larvas del segundo y cuarto estadio tratadas con los diferentes compuestos, fue analizada
mediante el estimador de Kaplan-Meier y la comparacién de las distintas curvas obtenidas se

realizd a través del test Log-rank.

Para el andlisis de los datos referentes a la emergencia de los huevos tratados, area consumida por
parte de larvas de segundo estadio y a los efectos subletales de cada uno de los bioensayos
realizados (tiempo de desarrollo hasta alcanzar el estado de pupa y de adulto, peso de las pupas,
fecundidad y fertilidad acumulada) se utiliz6 como test paramétrico el andlisis de la varianza
(ANOVA) verificando previamente el cumplimiento de sus supuestos. Para ello, el supuesto de
normalidad fue evaluado mediante el test de Shapiro-Wilk mientras que la homogeneidad de las
varianzas fue evaluada mediante la prueba de Levene. Cuando no se cumplieron los supuestos del
ANOVA, se procedid a transformar los datos utilizando la transformacién log (x+1), Vx+0.5 o
arcoseno raiz cuadrada, segun correspondiera a la naturaleza de los datos (Zar, 2010). Si aun luego
de dicha transformacién los datos no se ajustaron a los supuestos del ANOVA, se utilizé el test no
paramétrico de Kruskal-Wallis para el andlisis estadistico de los datos. Como test a posteriori, se

utilizé la prueba de comparaciones multiples por pares de Dunn/Bonferroni.

En cambio si los datos cumplieron con los supuestos del ANOVA, se realizé este analisis seguido de
la prueba de Tukey como test a posteriori. En todos los casos, se consideré como significativo un p
< 0,05. Los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa XLStat (Addinsoft XLStat para

Excel, Paris, Francia, 2009).
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Preparacion de cinamatos de

alquilo y flavonas

58



Consideraciones generales

Sustancias empleadas

Reactivos generales:

= Acetato de etilo Carlo Erba RPE

= Acetato de potasio Merck p.a.

= Acido acético glacial Cicarelli p.a.

» Acido trans-cindmico: Aldrich, 97%.

* Acido fosférico (85% p/p) Merck puro

= Bicarbonato de sodio: Anedra.

= (Cloruro de benzoilo: Biopack, puro

= Cloruro de potasio Merck p.a.

* Eter de petrdleo: Sintorgan, P.E. 60-80°C

= Hidréxido de potasio Merck p.a.

= Hidréxido de sodio Merck p.a.

= Metanol: Dorwil/Anedra, p.a.

= Molibdato de sodio dihidratado (Na,Mo0Q, ¢ 2 H,0), Sigma-Aldrich 99%.
=  Piridina: Carlo Erba, rectificada p.e.: 113-114°C

=  Resina Dowex 50Wx8 (100-200 mallas).

= Silicagel: Grace-Davison, grado 62 (60 x 200 mallas).
= Sulfato de sodio anhidro: Anedra.

= Tolueno: Carlo-Erba, p.a.

=  Wolframato de sodio dihidratado (Na,WQO, ® 2 H,0), Berna 99%.

Catalizadores (Los catalizadores con estructura de Preyssler fueron preparados en el laboratorio
para la realizacion de este trabajo)
o Acido triacontatungstopentafosférico con estructura de Preyssler (H1sNaPsW3,0110) (AP).
o Acido nonacosatungstomonomolibdopentafosférico con estructura de Preyssler
(H14NaPsMoW,5010) (APMo).

o Hidrogenosulfato de potasio Merck p.a.
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Fenoles y alcoholes:
o 2-Hidroxiacetofenona: Aldrich, 99%.
o 2-Hidroxi-5-metoxiacetofenona: Aldrich, 99%.
o Alcohol etilico absoluto: Soria p.a.

o n-Propanol: Sintorgan rectificado p.e.: 97-98°C

Dicetonas (Preparadas en el laboratorio con anterioridad a este trabajo)
o 2-Hidroxidibenzoilmetano, p.f. 119-120°C
o 4-Bromo-2-hidroxidibenzoilmetano, p.f. 130-132°C
o 5-Bromo-2-hidroxidibenzoilmetano, p.f. 118-119°C
o 4-Cloro-2-hidroxidibenzoilmetano, p.f. 128-129°C
o 5-Cloro-2-hidroxidibenzoilmetano, p.f. 112-114°C
o 4-Metil-2-hidroxidibenzoilmetano, p.f. 88-89°C
o 5-Metil-2-hidroxidibenzoilmetano, p.f. 89-90°C

Procedimientos generales

Los calentamientos en bafio termostatico se realizaron mediante un bafio de aceite de siliconas o

de vaselina liquida, montado sobre una platina calefactora con dispositivo de agitacion magnética.

El avance de las reacciones se comprobé mediante cromatografia en capa delgada (CCD)
utilizando cromatofolios de gel de silice sobre aluminio (Merck, art. 5554). La visualizacién de
cromatogramas se realizdé con una lampara UV de 254 nm. El criterio adoptado para considerar
finalizada una reaccién involucré: a) la desaparicién de uno de los reactivos o b) la observacion de

constancia en el aspecto del cromatograma de alicuotas sucesivas.

La evaporacion de los solventes se llevéd a cabo en un evaporador rotatorio conectado a una
bomba de vacio, y cuando fue necesario se completd dicha evaporacién en una estufa de vacio,

hasta llegar a valores constantes en el peso del residuo de evaporacion.

Cuando se aislé mediante cromatografia en columna se utilizaron columnas de vidrio, empacadas
con una suspension de la fase estacionaria elegida (Silicagel 60 flash Merck de tamafio de
particula 230-400 mallas), en un solvente de relativamente baja polaridad. La aplicacién de la

muestra a resolver se realizd6 generalmente en forma de cabeza de columna con la mezcla
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adsorbida en una pequeiia cantidad de fase estacionaria, aunque en ocasiones se optd por la
aplicacion en solucién. Para la elucién se usaron mezclas de solventes de polaridad creciente, y las
fracciones fueron reunidas teniendo en cuenta los andlisis realizados mediante CCD. Respecto a
las etapas de purificacion por recristalizacién, la misma se realizé en tubos de Craig con el
solvente apropiado para cada caso. Los puntos de fusidn se midieron en tubos capilares cerrados

utilizando un equipo Biichi-Tottoli.

Los espectros de 'H-RMN y de C-RMN fueron obtenidos a 400 MHz y a 100 MHz
respectivamente, en un equipo Bruker, en general a 20°C. La muestra, entre 5 y 20 mg, fue
disuelta en 0,3-0,4 ml del solvente deuterado elegido. Los desplazamientos quimicos estan

expresados en ppm respecto al tetrametilsilano, y las constantes de acoplamiento lo estan en Hz.

Todos los productos fueron identificados por comparacion de sus constantes fisicas/espectros con

los valores de la literatura, o con los correspondientes a muestras auténticas.

Catalizadores

La preparacién de los compuestos objetivo de este trabajo se realizé utilizando condiciones
ambientalmente sustentables —con respecto a las utilizadas en otras preparaciones habituales de
los mismos—. Especificamente, se ha procurado utilizar catalizadores acidos, en lo posible

heterogéneos, dada la naturaleza de las reacciones involucradas.

Tal como fue mencionado en la Introduccidn, los heteropoliacidos (HPAs) son principalmente
acidos fosfowolframicos o fosfomolibdicos utilizados como catalizadores debido a su fuerte acidez
(mayor a la del acido sulfdrico). En este trabajo, los heteropolidcidos utilizados fueron
H14sNaPsW;00419 (AP), catalizador heteropoliacido con estructura de Preyssler, como también un

analogo modificado con Mo: Hi;NaPsMoW 40,10 (APMo).

Preparacion de los catalizadores heteropoliacidos

Catalizador H,;NaPsMoW,40,,, (APMo):

61



Se disolvieron 23,002 g de wolframato de sodio dihidratado (Na,WO, * 2 H,0) y 1,203 g de
molibdato de sodio dihidratado (Na,MoO, ¢ 2 H,0) (en una relacién molar de 21:1), en 35 ml de
agua destilada a 60°C. A esta solucidn se agregaron, gota a gota durante una hora con agitacion,
22,5 ml de acido fosférico (85% en peso) y la mezcla se calentd a reflujo durante 24 horas. Se
agregd una gota de bromo y luego se afiadieron 10 g de cloruro de potasio, precipitando
Ki25Nag s(NaPsMoW,50,10) ®15H,0. El sélido amarillo se separd por filtracion, se lavé utilizando
una solucion de 10 g de acetato de potasio en 50 ml de agua destilada y se recristalizo tres veces a

partir de agua.

Se disolvid la sal obtenida K;,sNajs(NaPsMoW,40415) (SPMo) en 50 ml de agua destilada y la
solucidon se paso tres veces por una columna empacada con una resina acida Dowex 50W x8
(tamafio de particulas 100-200 mallas). Se elimind el agua por evaporacién a 80°C y el residuo

solido se secé a la misma temperatura en una estufa de vacio durante 24 horas.
Catalizador NaPsW;,0440H14 (AP):

El 4cido de Preyssler AP fue preparado en forma analoga, a partir de una solucién acuosa de
wolframato de sodio dihidratado (Na,WO, ¢ 2 H,0) a 60°C, a la cual se agregd acido fosférico (85%
en peso), con agitacion magnética, gota a gota durante 1 hora (Kharat et al., 2003). La solucion
acida se calentd a reflujo durante 24 horas y se le agregd una gota de bromo, virando el color de
la solucion de verde a amarillo. Luego se agregd cloruro de potasio en varias porciones,
precipitando la sal del acido: K;;sNaj s(NaPsW300410) ®15 H,0 (SP). El sélido blanco se separé por
filtracidn, se lavé con solucidon 2 M de acetato de potasio, y se recristalizd tres veces a partir de
agua. Para la preparacion del acido (AP) se disolvid la sal en agua y la solucién se hizo pasar
reiteradamente por una columna de resina acida Dowex 50W X8, de tamafo de particulas 100-
200 mallas. Se elimino el agua por evaporacion a 80°C y el residuo se secd en una estufa de vacio

durante 24 h, a la misma temperatura.
Caracterizacion de los catalizadores heteropoliacidos

Espectro infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR): Para esta caracterizacién se usd un
equipo Bruker IFS 66 midiendo en el rango de 4000-400 cm™ para obtener los espectros de las

distintas muestras, preparadas en forma de pastillas en KBr.
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Difraccion de rayos X (DRX): Se realizé con un equipo Phillips modelo PW-1714 con registrador
grafico de barrido incorporado. Se usé radiacién Cu Ka (A=1,5417 A), filtro de niquel; 30 mA y 40

kV en la fuente de alta tensidn. Se registraron difractogramas para valores de 20 entre 52 y 609.

Microscopia electrénica de barrido (SEM): Se utilizé un equipo Phillips 505, operando a 14-20 KV,
con magnificacion de 800-1000x. La cuantificacion se realizd segin el microanalizador EDAX
utilizando un algoritmo de correccién por nimero atémico, absorcidn y fluorescencia (método

ZAF).

Cinamatos de alquilo

Entre los ésteres alquilicos de los 4cidos cindmicos, se han informado numerosos con variadas
propiedades y aplicaciones a nivel biolégico, como por ejemplo en protectores solares y en

aromatizantes, asi como también con bioactividad para diversas especies plaga.

En esta seccidn se realiza la aplicacién de los catalizadores acidos con estructura de Preyssler, a la

preparacion de cinamatos de alquilo de cadena corta.
Preparacion de cinamatos de alquilo

Comparacion de catalizadores y optimizacion de las condiciones de reaccion

Se prepararon tres ésteres: cinamato de etilo, cinamato de metilo y cinamato de propilo. Los
ensayos tendientes a la obtencién de dichos cinamatos se realizaron utilizando los dos
catalizadores heteropoliacidos preparados: AP y APMo, a fin de poder compararlos. En los
ensayos se utilizé la misma cantidad de sustrato y del respectivo alcohol, y luego de la reaccién se
realizd el aislamiento en la misma manera (ver Cinamato de propilo-Ensayo tipico de
preparacion). Por lo tanto, para la preparacién de los cinamatos de etilo y de metilo, se utilizé un
procedimiento similar al empleado para el cinamato de propilo aunque ajustando la temperatura
de la reacciodn a reflujo, al punto de ebullicién de cada uno de los alcoholes-sustrato (78°C para el
cinamato de etilo y 65°C para el cinamato de metilo). La identidad de los compuestos sintetizados
se establecié por comparacidon con muestras patron (compradas a Sigma-Aldrich) mediante

cromatografia gaseosa.
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Figura 3.7: Preparacién de cinamatos por esterificacion directa del acido cinamico

Cinamato de propilo
Ensayo tipico de preparacion

Se colocaron en un recipiente de reaccion 1 milimol de acido trans-cindmico y 4 ml de n-propanol,
junto a 80 mg del catalizador respectivo (1%), a reflujo en un bafio de vaselina calentado a 110°C,
con agitacion. El avance de la reaccidn se observo realizando una cromatografia en capa delgada
cada dos horas, usando tolueno como solvente de desarrollo. El cinamato de propilo se extrajo
con 2 ml de tolueno y se lavé con porciones de solucién de NaHCO; al 5% (2 x 2 ml), y luego con
agua destilada (1 x 2 ml), y la fase organica se secé con Na,S0O, anhidro. La solucién en tolueno
con el cinamato de propilo se diluyd con 2 ml de éter de petrdleo, y se resolvio mediante
cromatografia en columna utilizando como solvente una mezcla 1:1 de éter de petrdleo y tolueno.
El solvente de las fracciones reunidas se evapord en vacio, hasta que el residuo de la evaporacion

alcanzo peso constante.

Flavonas

En esta secciéon se describe la preparacién de flavonas, la cual fue realizada siguiendo la
metodologia de Baker-Venkataraman utilizando heteropoliacidos con estructura de Preyssler asi

como también hidrogenosulfato de potasio.
Preparacidn de flavonas segun la estrategia de Baker-Venkataraman
a) Benzoilacién de 2-hidroxiacetofenonas (Figura 3.8)

Benzoato de 2-acetilfenilo
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Descripcidon de la preparacion

Se colocaron 10 mmoles (1,36 g) de 2-hidroxiacetofenona en un reactor de vidrio (tubo de
reaccion) junto con 14 mmoles (1,6 ml) de cloruro de benzoilo y 2,0 ml de piridina recientemente
destilada. Se agitd la mezcla a mano, la reaccién exotérmica comenzo rapidamente. Se colocd el
tubo de reaccion en un bafio a 50°C durante 30 minutos, y a continuacion se volcé la suspension
obtenida, sobre 50 ml de HCl 1M y 25 g de hielo triturado. Se agité con una varilla de vidrio y
luego se filtré con succion. El sélido se lavé sobre el filtro con 2 ml de metanol helado y luego con
2 ml de agua. El sélido se cristalizé a partir de metanol, obteniendo el benzoato de 2-acetilfenilo

en un rendimiento de 72%, con p.f. 86-88°C (lit.: p.f. 87-88°C) (Vogel et al., 1978).

Benzoato de 2-acetil-4-metoxifenilo

Descripcidon de la preparacion

Se colocaron 5 mmoles (0,832 g) de 2-hidroxi-5-metoxiacetofenona en un tubo de reaccion junto
con 7 mmoles (0,8 ml) de cloruro de benzoilo y 1,0 ml de piridina recientemente destilada. Se
agitd la mezcla a mano. Se colocd el tubo de reaccién en un bafio a 50°C durante 30 min, y a
continuacién se volcé la suspensidn obtenida, sobre 25 ml de HCl 1M y 15 g de hielo triturado. Se
agitd con varilla de vidrio y luego se filtré con succidn. El sélido se lavé sobre el filtro con 1,5 ml de
metanol helado y luego con 2 ml de agua. El sélido se cristalizé a partir de metanol, obteniendo el
benzoato de 2-acetil-4-metoxifenilo con rendimiento 83%, y p.f. 53-55°C (lit.: p.f. 55-57°C) (Doyle
etal., 1948).

OH

C
Cl
CH3 + biriding
R

N\

CH3

o R=CH;0; H

Figura 3. 8: Benzoilacion de 2-hidroxiacetofenonas.
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b) Reordenamiento de Baker-Venkataraman (Figura 3.9)

2-Hidroxidibenzoilmetano

Descripcion de la preparacion

Se disolvieron 7 mmoles (1,678 g) de benzoato de 2-acetilfenilo en 6,3 ml de piridina en un tubo
de reaccidn, y la solucién se calenté a 50°C. Se le agregd hidroxido de potasio triturado con
proteccién de la humedad ambiente, 0,594 g (10 mmoles). Se agit6 la mezcla vivamente, en forma
manual, esporadicamente durante 15 min. La mezcla se dejé enfriar hasta temperatura ambiente
y se acidificd con 9 ml de 4cido acético 10%. La suspensidn se filtrdé por succidn y se secd en una
estufa de vacio. La recristalizacion desde metanol permitié obtener el producto con rendimiento

de 81%, p.f. 118-120°C (lit.: p.f. 121°C) (Vogel et al., 1978).

2-Hidroxi-5-metoxidibenzoilmetano.

Descripcidon de la preparacion

Se disolvieron 4 mmoles (1,082 g) de benzoato de 2-acetil-4-metoxifenilo en 3,6 ml de piridina en
un tubo de reaccidn, y la solucidn se calentd a 50°C. Se le agregd hidréxido de potasio (triturado
con proteccién de la humedad ambiente), 0,345 g (5,71 mmoles). Se agité la mezcla vivamente,
en forma manual, esporddicamente durante 15 min. La mezcla se dejo enfriar hasta temperatura
ambiente y se acidificd con 5,1 ml de acido acético 10%. La suspension se filtrdé por succién y se
secd en una estufa de vacio. La recristalizacion desde metanol permitié obtener el producto con

rendimiento de 84%, p.f. 82-83°C (lit.: p.f. 81°C) (Doyle et al., 1948).

O =~ OH

piridina
KOH

R
CH3

0 R=CH;0; H

Figura 3.9: Reordenamiento de Baker-Venkataraman.
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c1) Ciclacién a flavonas utilizando heteropoliacido de Preyssler como catalizador (Figura 3.10)

6-Metoxiflavona (F1)

Ensayos de optimizacion del tiempo de reaccion y la concentracion del catalizador (AP)

Se operd sin emplear solvente en la reaccién. En un bafio a 110°C se colocaron sendos tubos de
reaccion con 0,25 mmol (68 mg) de 2-hidroxi-5-metoxidibenzoilmetano en cada uno, y catalizador
AP, respectivamente: (A) 0,5% en mmoles (11 mg), (B) 1% (20,3 mg), y (C) 2% (40,4 mg). Se
extrajeron alicuotas de las mezclas de reaccién a 5, 10 y 20 min. Con las mismas se siguid el curso
de cada reaccidon mediante CCD. Las mezclas de reaccidn se aislaron agregando 2 ml de toluenoy
2 gotas de metanol en cada tubo y calentdndolas a ebullicién, enseguida se filtraron —por
separado— en caliente, con lo que se separd el catalizador, insoluble en tolueno. Cada fase
organica se lavé con 2 ml de NaOH 1M, se centrifugaron y separaron. Las soluciones en tolueno se
lavaron luego con 1 ml de agua, se separaron y secaron con sulfato de sodio anhidro. Luego de
filtrarlas, se concentraron en un evaporador rotatorio hasta evaporar el solvente. Los respectivos

residuos se secaron en una estufa de vacio.

Descripcidn de una preparacién representativa

Se calenté a 110°C una mezcla de 1,76 mmoles (475 mg) de 2-hidroxi-5-metoxidibenzoilmetano y
0,0176 mmoles (140,8 mg) del catalizador AP, sin usar solvente y con agitacién magnética. La
mezcla fundid, se observé un burbujeo y la formacién de un sélido antes de los 5 min. Se calentd
en las condiciones mencionadas, durante 20 min, transcurridos los cuales se agregaron a la
mezcla de reaccion 4 ml de tolueno y 5 gotas de metanol. Se calentd para disolver el producto, se
centrifugd en caliente y la solucion fue separada utilizando una pipeta Pasteur. El catalizador
insoluble se lavd en caliente con dos porciones de 1 ml de tolueno y una gota de metanol, que se
reunieron con la solucién anterior en un tubo de Craig. Al enfriarse la solucién, cristalizé la flavona
y los cristales amarillentos se separaron por centrifugacion. Se realizé una recristalizacidn a partir

de metanol.

Flavona (F2)

De manera andloga a la descripcidon precedente, se calenté a 110°C una mezcla de 2,5 mmoles
(602 mg) de 2-hidroxidibenzoilmetano y 0,025 mmoles (201 mg) del catalizador AP, sin usar

solvente y con agitacion magnética, durante 20 min. La mezcla de reaccidn se diluyé con 5,7 ml de
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tolueno y 6 gotas de metanol, se disolvié en caliente, centrifugd y separd. Esta solucidn, reunida
con dos lavados del catalizador insoluble, de 1 ml de tolueno cada uno, se dejé enfriar. Los

cristales obtenidos se recristalizaron desde éter de petrdleo.

‘ O catalizador 0
Preyesk |
Preyssler
: |
0 R=CH,0; H

Figura 3.10: Ciclacién a flavonas utilizando heteropoliacido de Preyssler como catalizador.

c2) Ciclacién a flavonas utilizando hidrogenosulfato de potasio como catalizador (Figura 3.11)

Si bien es conocido el uso de hidrogenosulfato de sodio o de potasio para catalizar variadas
reacciones, existe escasa informacién de su aplicacién para la ciclacién a flavonas (Sathicq et al.,
2014). Los compuestos sintetizados son todos conocidos, por lo cual han sido identificados en

general por comparacion de sus constantes o espectros con los publicados.

Optimizacidn de las condiciones de reaccién

Inicialmente se llevd a cabo la reaccidn testigo, a partir de 2-hidroxidibenzoilmetano sin catdlisis.
Influencia de la temperatura

Sendas muestras de 0,5 mmol de 2-hidroxidibenzoilmetano se calentaron durante 2 h con 200 mg
de hidrogenosulfato de potasio a cinco temperaturas, 25, 60, 80, 100, 120 y 140°C con agitacion

durante 2 h.
Influencia del tiempo de reaccién

En cada una de estas experiencias 0,5 mmol de 2-hidroxidibenzoilmetano se calenté con 200 mg
de hidrogenosulfato de potasio a 120°C durante diferentes periodos de tiempo: 30, 60, 90, 120 y

180 minutos.
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Efecto de la cantidad de catalizador

En cada una de estas experiencias, 0,5 mmol de 2-hidroxi dibenzoilmetano se calenté a 120°C

durante 2 h con cantidades variables de catalizador: 50, 100, 150, 200 y 250 mg.
Reutilizabilidad del catalizador

Se realizaron reacciones sucesivas empleando el mismo catalizador, para lo cual entre reacciones

se lo lavé con tolueno y se lo secé en vacio a 40°C.
Descripcidn de una preparacion representativa

Una mezcla de 0,5 mmol (120 mg) de 2-hidroxidibenzoilmetano se calentdé con 200 mg de
hidrogenosulfato de potasio a 120°C, con agitacion durante 2 h. Transcurrido el tiempo, la mezcla
de reaccidn se extrajo con acetato de etilo, en tres porciones de 1 ml cada una; el catalizador se
separo por filtracion, los extractos se reunieron y concentraron en el evaporador rotatorio, a vacio

obteniéndose la flavona pura. En general, las flavonas obtenidas se recristalizaron de metanol.

Preparaciones de flavonas realizadas utilizando hidrogenosulfato de potasio como

catalizador

Cabe mencionar que los diferentes dibenzoilmetanos utilizados como sustratos, habian sido

preparados previamente en el laboratorio.
Flavona (F2)

Se parti6 de 2-hidroxidibenzoilmetano, operando como se describié previamente (ver Descripcidén

de una preparacion representativa).

6-Metilflavona (F3)

Se partié de 5-metil-2-hidroxidibenzoilmetano, operando como se describié previamente.
7-Metilflavona (F4)

Se partié de 4-metil-2-hidroxidibenzoilmetano, operando como se describié previamente.
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6-Cloroflavona (F5)

Se partié de 5-cloro-2-hidroxidibenzoilmetano, operando como se describié previamente en la

preparacion representativa.
7-Cloroflavona (F6)

Se partié de 4-cloro-2-hidroxidibenzoilmetano, operando como se describié previamente en la

preparacion representativa.
6-Bromoflavona (F7)

Se partié de 5-bromo-2-hidroxidibenzoilmetano, operando como se describié previamente en la

preparacion representativa.
7-Bromoflavona (F8)

Se partié de 4-bromo-2-hidroxidibenzoilmetano, operando como se describié previamente en la

preparacion representativa.

OH o O
—
R R

0O O o)
R en posicién 6 = CHs; Br; Cl; H
R en posicién 7 = CH3; Br; Cl; H

Figura 3.11: Ciclacién a flavonas utilizando hidrogenosulfato de potasio como catalizador

A continuacion, y a modo de resumen, se presenta la lista de los compuestos preparados:
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Tabla 3.1: Estructura de los cinamatos de alquilo preparados.

s~ COOR M
E

Cinamato R
CH;
CH,- CH3
P CH,-CH,-CH3

Tabla 3.2: Estructura de las flavonas preparadas y numeracion de sus dtomos.

Flavona R! R
F1 OCH; H
F2 H H
F3 CHs H
F4 H CHs
F5 cl H
F6 H cl
F7 Br H
F8 H Br
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Capitulo 4

Preparacion de cinamatos
de alquilo y flavonas.

Resultados.
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Caracterizacion de los catalizadores heteropoliacidos de Preyssler preparados
Espectros FT-IR

Catalizador AP: Presenta un espectro FT-IR caracteristico, en el que se observa una banda a 1616
cm™ correspondiente al agua de hidratacién, tres bandas a 1163, 1079 y 1022 cm™
correspondientes a los enlaces P-O (estiramiento), dos bandas a 941 y 913 cm™ correspondiente

al enlace W—O-W y una banda a 757 cm™ correspondiente al enlace P-O (deformacion).

Catalizador APMo: En relacién al espectro FT-IR del acido de Preyssler modificado con Mo, se
observa que algunas bandas se presentan sensiblemente desplazadas respecto a las del acido AP,
debido a la presencia del Mo en la estructura del heteropolianién de Preyssler, ocurriendo a 1619,
1261, 1091, 1019, 958, 910 y 780 cm™. Estas bandas se corresponden a las asignadas

previamente.
DRXy SEM

El acido APMo y su sal SPMo muestran en sus difractogramas de Rayos X (Figura 4.1) los picos
caracteristicos de una estructura de Preyssler. En la Figura 4.2 se presenta una micrografia SEM,
donde se puede observar la presencia de pequefios bastoncitos debidos a la estructura del acido
APMo. Sobre esta morfologia se realizé un mapeado de atomos de Mo, que muestra una

dispersién al azar de dicho elemento, pudiendo indicar la no cristalinidad del heteropoliacido.

Intensidad relativa

woom
2 theta

Figura 4.1: Difractograma Rayos X del dcido AP-Mo y y su sal comparado con el de AP y su sal.
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Figura 4.2: Micrografia SEM del acido APMo

Preparacion de cinamatos de alquilo

Comparacion de catalizadores y optimizacién de las condiciones de reaccion

En la Tabla 4.1 se detallan los resultados obtenidos:

Tabla 4.1: Preparacién de los cinamatos de alquilo

Compuesto sintetizado Catalizador T (2C) t(h) Rend %
Cinamato de metilo (M) APMo 64, reflujo 8 21
APMo 64, reflujo 16 31
AP 64, reflujo 16 30
Cinamato de etilo (E) AP 78, reflujo 12 7
AP 120 4 23
APMo 78, reflujo 12 10
Cinamato de propilo (P) AP 97, reflujo 12 77
APMo 97, reflujo 12 95

La reacciéon con que se lograron los mejores rendimientos fue la preparacion del cinamato de

propilo, obteniendo 77% al utilizar como catalizador AP, y 95% al utilizar APMo. Ambas

preparaciones se dieron por finalizadas en base a la evidencia de la CCD luego de 12 horas de

reaccion.

En la preparacidon del cinamato de etilo, para el mismo tiempo de reaccién, cuando se utilizé

catalizador AP se obtuvo un rendimiento del 7%; mientras que con APMo, el mismo fue de 10%.
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Se intentd realizar la misma preparacién usando AP a mayor temperatura, para lo cual se utilizo
una bomba de Parr de acero en cuyo interior se colocd el reactor de vidrio con los reactivos y el
catalizador, colocando el conjunto en un bafio calefaccionado a 120°C. No se pudo agitar la
mezcla en reaccidon con un iman, ya que la bomba estd construida en acero. Tampoco se cerro el
reactor interior (ya que se tendria que haber cerrado a presién ambiente, antes de introducirlo en
la bomba), por lo que el solvente en gran medida escapé del reactor de vidrio por condensacion
en el cabezal de acero no sumergido. La situacién se noté al abrir la bomba, transcurridas 4 h de

reaccion, por lo que el ensayo se interrumpid.

En la preparacion del cinamato de metilo utilizando APMo, transcurridas 16 horas de reaccién, no
se observaron cambios en el aspecto del cromatograma (CCD), por lo cual se procedié al
aislamiento del éster, obteniéndose en un rendimiento de 31%. El ensayo en el cual se utilizé AP

como catalizador, a igualdad de todas las demas variables, rindié 30%.

Preparacion de flavonas

Ciclacion a flavonas utilizando heteropolidcido de Preyssler como catalizador
6-Metoxiflavona (F1)
Optimizacion del tiempo de reaccidn y la concentracion del catalizador (AP)

De acuerdo al seguimiento de las reacciones por CCD, se establecié que a los 20 minutos, las
reacciones catalizadas con AP al 1% y 2% se habian completado. Por cuidadoso enfriamiento de la

solucién toluénica hasta -5°C se obtuvieron cristales incoloros de 6-metoxiflavona.

La 6-metoxiflavona preparada con diferentes concentraciones de catalizador tuvieron valores de
p.f. que no difirieron en mas de 4°C con el valor del p.f. de la 6-metoxiflavona pura (lit.: p.f. 163-
164°C) (Morimoto et al., 2003). En consecuencia, se expresan los rendimientos sin realizar una
purificacién de los sdlidos: Utilizando el catalizador a una concentracién de 0,5%, el rendimiento
fue del 79%; mientras que a una concentracion de 1% y 2%, los rendimientos fueron del 94% vy

93% respectivamente.
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Flavona (F2)

En funcién de los resultados obtenidos en la preparaciéon de la 6-Metoxiflavona, se utilizé el
catalizador AP a una concentracién del 1% para preparar la flavona. Luego de 20 min de reaccién,
por enfriamiento de la solucién toluénica, se obtuvieron cristales incoloros de p.f. 96-97°C, con un

rendimiento de 92% (lit.: p.f. 98°C) (Vogel et al., 1978).

Ciclacion a flavonas utilizando hidrogenosulfato de potasio como catalizador

Optimizacién de las condiciones de reaccién

Al realizar la reaccidn sin catalisis, solamente se formaron trazas de la flavona objetivo en 2 h de

calentamiento a 130°C.

Influencia de la temperatura

Esta serie de reacciones se realizaron utilizando 200 mg de catalizador por el tiempo de 2 horas.

No hubo reaccidn a 25, a 60 ni a 80°C (Tabla 4.2):

Tabla 4.2: Influencia de la temperatura en la preparacidn de flavona sin sustituir.

Experiencia Temperatura (°C) Rendimiento (%)®
1 25 -
2 60 -
3 80 5
4 100 80
5 120 98
6 140 67

® Rendimientos calculados en base al producto aislado.
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En la experiencia 6 se detectaron en el andlisis por CCD numerosos productos secundarios que no

se identificaron. La mejor temperatura de reaccién de las evaluadas fue entonces 120°C.

Influencia del tiempo de reaccién

Esta serie de reacciones se realizaron a una temperatura de 120°C y utilizando 200 mg de
catalizador. De los diferentes tiempos evaluados, se observé que a los 30 min ya se habia formado

producto (Tabla 4.3):

Tabla 4.3: Influencia del tiempo de reaccion en la preparacion de flavona sin sustituir.

Experiencia Tiempo de reaccion (min) Rendimiento (%)®
7 30 45
8 60 65
9 90 88
10 120 98
11 180 97

 Rendimientos calculados en base al producto aislado.

Se tomd como el mejor tiempo de reaccién, de los evaluados, 120 min (experimento 10) dado que

a mayor tiempo el rendimiento practicamente no varia.

Efecto de la cantidad de catalizador

Esta serie de reacciones se realizaron a una temperatura de 120°C durante dos horas (Tabla 4.4).
Se evaluaron diferentes relaciones molares catalizador/sustrato: 0,73 (50 mg de catalizador); 1,46
(100 mg de catalizador); 2,2 (150 mg de catalizador); 2,92 (200 mg de catalizador) y 3,65 (250 mg

de catalizador).
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Tabla 4.4: Influencia de la cantidad de catalizador en la preparacidn de flavona sin sustituir.

Relacion molar
Experiencia Rendimiento (%)°
(Catalizador/Sustrato)
12 0,73 15
13 1,46 55
14 2,2 70
15 2,92 98
16 3,65 97

? Rendimientos calculados en base al producto aislado.

El rendimiento se maximiza al

utilizar la relacion molar catalizador/sustrato de 2,92

(correspondiente a 200 mg de hidrogenosulfato de potasio, experiencia 15), y para mayor

cantidad practicamente no varia.

Reutilizabilidad del catalizador (Tabla 4.5)

Tabla 4.5: Reutilizabilidad del catalizador hidrogenosulfato de potasio en la reaccion de preparacién de

flavona.

Experiencia Reaccion N2 Rendimiento (%)°
17 1 98
18 2 96
19 3 96
20 4 95

 Rendimientos calculados en base al producto aislado.
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Se observa que el catalizador practicamente no pierde actividad durante las cuatro reacciones

sucesivas.

Por tanto, las mejores condiciones de las evaluadas fueron: calentamiento del sustrato a 120°C
durante 2 h con una relacién molar catalizador/sustrato de 2,92 (200 mg de catalizador). Bajo

estas condiciones se prepararon las restantes flavonas.

Flavonas preparadas
Todos los espectros cuyos datos se consignan, coinciden con los publicados en la literatura.
6-Metoxiflavona (F1)

El compuesto se obtuvo en un 94% de rendimiento, con p.f. 162-163°C (metanol) (p.f. lit.: 163-
164°C) (Morimoto et al., 2003).

'H-rmn (400 MHz, CDCl5): & 3.84 (3H, s, OCH3), 6,72 (s, 1H, H-3), 7,22 (dd, 1H, J = 2,9; 9,2 Hz; H-7),
7,42-7,53 (m, 4H, H-3",4’,5,8), 7,82-7,89 (m, 2H, H-2°,6), 7,93 (d, 1H, ) = 2,9 Hz; H-5).

3C-rmn (100 MHz, CDCl5): & 98,8 (OCH,); 104,8 (C-3); 106,8 (C-5); 119,5 (C-8); 123,8 (C-7); 124,6
(C-4a); 126,2 (C-2); 129,0 (C-3'); 131,5 (C-4’); 131,9 (C-1'); 151,1 (C-8a); 157,0 (C-6); 163,2 (C-2);
178,3 (C-4).

Flavona (F2)

El compuesto se obtuvo en un 98% de rendimiento, con p.f. 97-98°C (metanol) (p.f. lit.: 99°C)

(Vogel et al., 1978).

'H-rmn (400 MHz, CDCl5): 6 6,80 (s, 1H, H-3), 7,41 (ddd, 1H, J = 1,0; 7,2; 8,2 Hz; H-6), 7,46-7,55 (m,
4H, H-3',4,5,8), 7,68 (ddd, 1H, ) = 1,7; 7,2; 8,3 Hz; H-7), 7,91-7,95 (m, 2H, H-2’,6’), 8,22 (dd, 1H, J
=1,8; 8,2 Hz; H-5).

B3C-rmn (100 MHz, CDCl5): 6 107,2 (C-3); 117,6 (C-8); 123,5 (C-4a); 124,6 (C-6); 125,3 (C-5); 125,8
(C-2’); 128,8 (C-3’); 131,3 (C-4’); 131,6 (C-1’); 133,2 (C-7); 155,6 (C-8a); 162,9 (C-2); 177,6 (C-4).

6-Metilflavona (F3)
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Se obtuvo el compuesto deseado en 95% de rendimiento, con p.f. 122-123°C (metanol) (p.f. lit.:

122-123°C (Beilstein, 1918).

'H-rmn (400 MHz, CDCls): & 2,48 (s, 3H, CHs); 6,83 (s, 1H, H-3); 7,48-7,56 (m, 5H, H-3",4,5’,7,8);
7,94-7,96 (m, 2H, H-2",6’); 8,03 (s, 1H, H-5).

BC-rmn (100 MHz, CDCl3): & 20,7 (CHs); 107,1 (C-3); 117,5 (C-8); 123,3 (C-4a); 124,7 (C-5); 126,0
(C-2’); 128,6 (C-3’); 131,2 (C-4'); 131,6 (C-1’); 134,7 (C-6); 135,0 (C-7); 154,3 (C-8a); 163,0 (C-2);
178,3 (C-4).

7-Metilflavona (F4)

El compuesto deseado se obtuvo en un 96% de rendimiento, con p.f. 121-122°C (metanol) (p.f.

lit.: 120°C) (Robertson et al., 1932).

'H-rmn (400 MHz, CDCl3): & 2,47 (s, 3H, CHs); 6,77 (s, 1H, H-3); 7,22 (d, 1H, J= 2,5; 9.9 Hz; H-6);
7,33 (d, 1H, J= 2,5 Hz; H-8); 7,42-7,57 (m, 3H, H-3",4’,5'); 7,93-7,99 (m, 2H, H-2’,6'); 8,11 (d, 1H, J=
9.9 Hz; H-5).

BC-rmn (100 MHz, CDCl,): & 22,3 (CHs); 107,6 (C-3); 118,1 (C-8); 122,2 (C-4a); 126,3 (C-2); 127,0
(C-5); 127,5 (C-6); 129,3 (C-3’); 131,9 (C-4’); 132,3 (C-1'); 145,3 (C-7); 156,5 (C-8a); 163,4 (C-2);
178,4 (C-4).

6-Cloroflavona (F5)

Se obtuvo el compuesto deseado en 90% de rendimiento, con p.f. 184-185°C (metanol) (p.f. lit.:

183-184°C) (Ruhemann, 1921).

'H-rmn (400 MHz, CDCl,): & 6,83 (s, 1H, H-3); 7,50-7,55 (m, 4H, H-3',4’,5",8); 7,62 (dd, 1H, J = 2,5;
8,8 Hz; H-7); 7,88-7,92 (m, 2H, H-2’,6); 8,20 (d, 1H, J = 2,6 Hz; H-5).

BC-rmn (100 MHz, CDCl,): § 107,3 (C-3); 119,8 (C-8); 125,0 (C-4a); 125,1 (C-5); 126,3 (C-2’); 129,1
(C-3"); 131,2 (C-6); 131,4 (C-4’); 131,7 (C-1’); 133,9 (C-7); 154,2 (C-8a); 163,5 (C-2); 177,2 (C-4).

7-Cloroflavona (F6)

Se obtuvo el compuesto deseado en 89% de rendimiento, con p.f. 156-157°C (metanol) (p.f. lit.:

156-157°C (Chen y Chang, 1958).
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'H-rmn (250 MHz, CDCls): & 6,83 (s, 1H, H-3); 7,42 (dd, 1H, J = 1,9; 8,4 Hz; H-6); 7,51-7,56 (m, 3H,
H-3',4",5'); 7,62 (d, 1H, J = 1,9 Hz; H-8); 7,92-7,94 (m, 2H, H-2",6'); 8,25 (d, 1H, J = 8,4 Hz; H-5).

BC-rmn (62,5 MHz, CDCl,): 6 106,9 (C-3); 117,9 (C-8); 122,2 (C-4a); 125,8 (C-6); 126,1 (C-2'); 126,6
(C-5); 129,0 (C-3’); 131,2 (C-4’); 131,5 (C-1’); 139,4 (C-7); 155,8 (C-8a); 163,1 (C-2); 177,6 (C-4).

6-Bromoflavona (F7)

Se obtuvo el compuesto deseado en 88% de rendimiento, con p.f. 190-191°C (metanol) (p.f. lit.:

189-190°C) (Changy Chen, 1961).

'H-rmn (400 MHz, CDCl5): 6 6,80 (s, 1H, H-3), 7,50— 7,53 (m, 4H, H-3',4’,5,8), 7,81(dd, 1H, J = 2,5,
8,3 Hz; H-7), 7,87—7,90 (m, 2H, H-2’,6'), 8,33 (d, 1H, J = 2,5 Hz; H-5).

B3C-rmn (CDCl5, 100 MHz): § 107,4 (C-3), 119,4 (C-6), 119,8 (C-8), 125,1 (C-4a), 126,1 (C-2’), 128,0
(C-5), 129,1 (C-3’), 131,0 (C-4’), 131,8 (C-1’), 136,2 (C-7), 154,5 (C-8a), 163,7 (C-2), 178,1 (C-4).

7-Bromoflavona (F8)

Se obtuvo el compuesto deseado en 86% de rendimiento, con p.f. 165-167°C (metanol) (p.f. lit.:

167-168°C) (Chang y Chen, 1961).

'H-rmn (400 MHz, CDCl5): & 6,83 (s, 1H, H-3), 7,51— 7,55 (m, 3H, H-3",4",5'), 7,60 (dd, 1H, J = 1,5,
8,2 Hz; H-6), 7,78 (d, 1H, ) = 1,5 Hz; H-8), 7,89-7,92 (m, 2H, H-2,6"), 8,16 (d, 1H, J = 8,2 Hz; H-5).

BC-rmn (CDCl3, 100 MHz): § 107,3 (C-3), 121,0 (C-8), 122,2 (C-4a), 125,8 (C-2’), 126,2 (C-5), 128,0
(C-7), 128,4 (C-6), 128,7 (C-3’), 131,2 (C-4’), 131,3 (C-1’), 155,1 (C-8a), 163,2 (C-2), 176,8 (C-4).
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Capitulo 5

Evaluacion de la actividad
biologica de cinamatos de

alquilo sobre Tuta absoluta
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En el presente capitulo se detallan y discuten los resultados referentes a los ensayos de evaluacién
de actividad bioldgica de los cinamatos de etilo y metilo sobre la polilla del tomate. La bioactividad
de ambos cinamatos fue evaluada sobre huevos y larvas de segundo (L,) y cuarto estadio (L) de T.
absoluta. Tal como se menciond en el capitulo sobre Materiales y Métodos, la via de aplicacion de
los diferentes compuestos sobre huevos y L, fue por inmersidon mientras que para el tratamiento
de L, se utilizé la aplicacion tdpica. Las concentraciones evaluadas sobre huevos fueron: 100, 250,
375 y 500 pg/ml., mientras que para el tratamiento de larvas de segundo estadio se evaluaron tres
concentraciones: 100, 250 y 500 pg/ml. Por su parte, para la evaluacion de la bioactividad de los
cinamatos mencionados sobre larvas de cuarto estadio se aplicaron 0,05; 0,125 y 0,25 ug del
compuesto correspondiente por larva. Todos los bioensayos se mantuvieron en cdmara de cria
bajo condiciones controladas: temperatura 25°C + 2°C, humedad relativa 70% + 5% y un

fotoperiodo de 16:8 (luz: oscuridad).

Materiales y métodos:
Bioensayos sobre huevos

Para la realizacion de estos bioensayos se utilizaron huevos coetdaneos menores a 24 horas de
desarrollo. Los huevos fueron obtenidos a partir de plantulas de tomate colocadas en una jaula de
56 x 40 x 30 cm. conteniendo 30 pares de adultos de 24 a 72 horas de edad. Las plantulas se
retiraron luego de 24 horas de exposicidn a los adultos siendo utilizados los huevos para realizar
los ensayos ese mismo dia (huevos menores a 24 horas de desarrollo). Para cada ensayo se
utilizaron 3 hojas de tomate conteniendo de 9 a 12 huevos cada una siendo el niumero total de 30
huevos por ensayo. En aquellos casos donde el nimero de huevos por hoja superd el valor
mencionado, los huevos utilizados en los bioensayos fueron seleccionados al azar retirando los

restantes por medio de un pincel de pelo de marta.

Las hojas conteniendo los huevos fueron tratadas por inmersion en la solucién correspondiente
durante 15 segundos, secadas bajo campana y luego colocadas, individualmente, dentro de una
capsula plastica cilindrica de 9 x 1,5 cm con su peciolo dentro de un Eppendorf® con agua para

mantener la turgencia de las mismas.
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Los ensayos fueron revisados diariamente bajo el microscopio estereoscépico. En las condiciones
de temperatura, humedad y fotoperiodo mencionados, los huevos eclosionan aproximadamente
entre el quinto y sexto dia postoviposicion. Los huevos que al dia diez no eclosionaron se
consideraron muertos. Aquellos ensayos en los cuales se observd un 100% de mortalidad de
huevos, fueron repetidos y los huevos fijados a 24, 48, 72, 96 y 120 horas postratamiento con el
fin de realizar preparados para microscopia. Para ello, se utilizé soluciéon de Bouin por 48 horas
para la fijacion de los huevos los que fueron posteriormente deshidratados en una serie creciente
de concentraciones de alcohol etilico grado analitico (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,

90% y 100%) y montados entre porta y cubreobjeto utilizando Hoyer como liquido de montaje.

A su vez, solo aquellos tratamientos para los cuales se observd un 100% de mortalidad, fueron
repetidos junto con su control utilizando huevos coetaneos de menos de 72 horas de desarrollo a
fin de evaluar si el grado de endurecimiento del corion influia en la susceptibilidad de los huevos
frente a dichos tratamientos. Estos huevos se obtuvieron como se menciond previamente,
retirando la plantula de tomate luego de 24 horas de exposicion a los adultos y utilizando los
huevos para la realizacién de los bioensayos 48 horas después (huevos menores a 72 horas de
desarrollo). También en este caso, los huevos que al dia 10 no eclosionaron se consideraron
muertos. Dichos ensayos se repitieron fijando los huevos a las 24 y 48 horas postratamiento para

luego realizar los preparados para microscopia tal como fue descripto precedentemente.

Como parametros biolégicos se midieron la emergencia larval, el tiempo de desarrollo de las larvas
hasta alcanzar el estado de pupa y adulto, el peso de las pupas, la fecundidad de hembras

provenientes de huevos tratados y la fertilidad, ambas acumuladas luego de 6 dias de observacion.

Para evaluar los efectos subletales, las larvas que emergieron de los huevos tratados fueron
retiradas de sus minas cuidadosamente, 48 horas postemergencia, con ayuda de una aguja de
diseccidn y un pincel de pelo de marta. Cada larva fue colocada en una cdpsula plastica de
dimensiones mencionadas junto a un foliolo de tomate como alimento. Los ensayos fueron
revisados periddicamente. Para evaluar la fecundidad y fertilidad se procedié como fue explicitado

en el capitulo sobre Materiales y Métodos (pag. 56).
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Bioensayos sobre larvas de segundo estadio

Para evaluar la bioactividad de los cinamatos de metilo y etilo sobre L, de T. absoluta, se realizaron

dos ensayos diferentes. En ambos casos, se utilizaron larvas coetdneas provenientes de la cria de

laboratorio.

1.

Exposicion de larvas de segundo estadio a discos de hoja de tomate tratados con los
diferentes compuestos: Para la realizacidon de este bioensayo, se prepararon discos de 2
cm de didmetro a partir de hojas maduras de tomate. Los discos fueron tratados por
inmersion durante 15 segundos en la solucién correspondiente y posteriormente fueron
secados bajo campana. Cada disco se colocé dentro de una cdpsula plastica cilindrica de 9
x 1,5 cm sobre un papel de filtro humedecido con agua para evitar la pérdida de turgencia
del disco. En cada capsula se colocd una larva de 9 dias de edad (postoviposicidon) con un

ayuno de 6 a 8 horas (unidad experimental). El nimero total de individuos tratados fue 30.

Tratamiento de discos de hoja de tomate con la larva dentro del meséfilo: Para la
realizacién de este bioensayo, se prepararon discos de 2 cm de diametro a partir de hojas
maduras de tomate. Cada disco fue colocado sobre un cuadrado de papel de filtro
humedecido con agua junto con una larva de 10 dias de edad (postoviposicién) dentro de
una capsula plastica de las dimensiones mencionadas (unidad experimental). Luego de
transcurridas 24 horas, se verificd bajo el microscopio estereoscépico que las larvas se
encontraran dentro del meséfilo. Las unidades experimentales en las que las larvas se
encontraron fuera del mesodfilo fueron descartadas. Los discos fueron tratados por
inmersion en las soluciones correspondientes a los diferentes tratamientos durante 15
segundos y posteriormente fueron secados bajo campana y colocados nuevamente en las

capsulas plasticas. El nUmero total de individuos tratados fue 30.

En ambos ensayos, los discos fueron escaneados 24 y 48 horas postratamiento y el drea

consumida fue calculada (en mm?) utilizando el programa Imagel. El indice de inhibicidn

alimentaria para cada tratamiento se calculé mediante la férmula:

lIA (%)= (1-T/C) x 100
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siendo T el consumo de alimento promedio tratado y C el consumo de alimento promedio no

tratado (Rossetti et al., 2008).

A las 96 horas postratamiento se agregd, a cada capsula, un foliolo o una hoja de tomate sin tratar
como alimento de modo que prosiga el desarrollo de las diferentes larvas. Diariamente se
observaron los ensayos bajo el microscopio estereoscépico a fin de determinar mortalidad. Como
efectos subletales se evaluaron el tiempo de desarrollo de las larvas hasta alcanzar el estado de
pupa y el de adulto (en dias), el peso de las pupas (medido en mg) y la fecundidad vy fertilidad

acumulada luego de 6 dias de observacion.

Bioensayos sobre larvas de cuarto estadio

Larvas de 17 dias de edad (postoviposicién) fueron tratadas mediante aplicacién tépica de 0.5 pl
de la solucién correspondiente sobre la zona media dorsal abdominal. Previo al tratamiento, las
larvas fueron pesadas. La aplicacion se realizé usando una microjeringa provista de un dispensador
manual Hamilton®. Posteriormente, cada larva fue colocada en una capsula plastica de 9 x 1.5 cm
junto con un foliolo de tomate sin tratar. Los ensayos fueron revisados diariamente bajo el
microscopio estereoscopico. Los efectos subletales evaluados fueron el tiempo de desarrollo de
las larvas hasta alcanzar el estado de pupa y adulto, el peso de las pupas y la fecundidad y
fertilidad acumuladas luego de 6 dias de observacidn tal como fue explicitado en el apartado sobre

Materiales y Métodos (pag. 56).

El nimero total de individuos tratados fue 30. Al igual que los bioensayos anteriores, las larvas

utilizadas provinieron de la cria de laboratorio.

Resultados y Discusion:
Bioensayos sobre huevos

El analisis de los resultados con respecto a la emergencia larval, muestran diferencias significativas
entre los diferentes tratamientos (Analisis de Kruskal-Wallis H= 15,755, p= 0,04) (Figura 5.1). Asi,

tanto el cinamato de etilo como el de metilo a 500 pg/ml causaron un 100% de mortalidad de los
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Figura 5.1: Porcentaje de eclosién de huevos de Tuta absoluta tratados con menos de 24 horas de
desarrollo con cinamato de etilo y de metilo a diferentes concentraciones. E 100: cinamato de etilo 100
pg/ml; E 250: cinamato de etilo 250 ug/ml; E 375: cinamato de etilo 375 pg/ml; E 500: cinamato de
etilo 500 pg/ml; M 100: cinamato de metilo 100 pg/ml; M 250: cinamato de metilo 250 pug/ml; M 375:
cinamato de metilo 375 pg/ml; M 500: cinamato de metilo 500 pg/ml. Los datos corresponden a las
medias (+ Error estandar).

Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas entre los tratamientos.

huevos tratados con menos de 24 horas de desarrollo. Por tanto, este tratamiento fue repetido
con huevos menores de 72 horas de desarrollo observandose también un 100% de mortalidad. En
ambos casos, los preparados realizados muestran un detenimiento en el desarrollo embrionario
postratamiento. Asi, los huevos tratados con ambos cinamatos menores a 24 horas de desarrollo y
fijados 48 horas postratamiento, no muestran la formacidn de esbozos ocelares ni la presencia de
piezas bucales que si se observan en los embriones tratados, para el mismo tiempo, con la
solucion control (Figura 5.2 a, c y e). A su vez, aquellos huevos tratados con ambos cinamatos
menores a 72 horas de desarrollo y fijados 48 horas postratamiento, no exhiben la formacién de
patas, capsula cefdlica y espiraculos que se encuentran desarrollados en los embriones tratados
con la solucién control a la misma edad de desarrollo y que fueron fijados también 48 horas

postratamiento (embriones de 120 horas de desarrollo) (Figura 5.2 b, d y f).

El corion de los huevos de lepidépteros presenta una composicion proteica que, si bien carece de
quitina, se encuentra endurecida por puentes disulfuro. Se ha visto ademads, para ciertos

lepiddpteros, que por dentro de este corion y sobre el embridn, existe una capa de aceites
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Huevos tratados menores a 24 hs. de Huevos tratados menores a 72 hs. de
desarrollo y fijados 48 hs. postratamiento desarrollo y fijados 48 hs. postratamiento

Figura 5.2: Huevos tratados con la solucion control (a y b), con cinamato de etilo a 500 pg/ml (cy
d) y con cinamato de metilo a 500 pg/ml (e y f). EO: Esbozos ocelares; PB: Piezas bucales; E:
Espiraculos; P: Patas; CC: Capsula cefdlica.

insaturados que es reemplazada antes de la eclosiéon de la larva (Beament y Lal, 1957). El corion se
encuentra atravesado por el micrépilo, conjunto de poros en el polo anterior del huevo que
permite el ingreso del esperma, y por los aerdpilos, pequefios poros que permiten el intercambio

gaseoso del embridn (Telfer, 2009).
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Estudios realizados para evaluar el efecto insecticida de diferentes productos naturales sobre
huevos de T. absoluta no obtuvieron resultados positivos (Thomazini et al., 2000; Trindade et al.,
2000). En estos trabajos se propone como posible explicacidon, que los huevos de T. absoluta
poseerian esa capa lipidica por debajo del corion que actuaria reteniendo los compuestos e

impidiendo que alcancen el embridn.

En cambio, para otros lepiddpteros si se ha observado un efecto ovicida de diferentes compuestos
de origen botanico. Asi, Torres et al. (2006) y da Silva et al. (2013) encontraron que diferentes
productos naturales tuvieron efecto insecticida sobre huevos de Plutella xylostella (Lepidoptera:
Plutellidae) y Diatrea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) respectivamente. Para explicar estas
observaciones, propusieron que los diferentes compuestos habrian penetrado por los aerdpilos

gue atraviesan el corion bloqueando el intercambio gaseoso del embridn.

Si bien los cinamatos de etilo y metilo son liposolubles, el que hayan causado un detenimiento del
desarrollo embrionario permite pensar que no fueron retenidos en la capa epiembrionaria lipidica
sino que quizas, coincidiendo con lo propuesto por Torres et al. y da Silva et al., los compuestos
podrian haber ingresado por los aerdpilos del corion bloqueando el intercambio gaseoso con la

consiguiente muerte del embridn.

Con respecto a la supervivencia de las larvas provenientes de huevos tratados con menos de 24
horas de desarrollo, las cuales fueron individualizadas a las 48 horas postemergencia, no se
observaron diferencias significativas para los diferentes tratamientos (Log-Rank, X° = 3,056; p=

0,802; gl=6).

En la Tabla 5.1 se detallan los resultados referentes a la evaluacién de los efectos subletales de

ambos cinamatos para los bioensayos sobre huevos.

Para los huevos tratados menores a 24 horas postoviposicion, se observé que el tiempo de
desarrollo hasta alcanzar el estado de pupa y el de adulto fue mayor para aquellas larvas que
provenian de huevos tratados con cinamato de etilo a 375 upg/ml en un orden de
aproximadamente dos dias con respecto al control. A su vez, para dicho compuesto y
concentracién, se observd que las pupas presentaron un menor peso con respecto a las del resto
de los tratamientos. Sin embargo, tal como se observa en la Tabla 5.1, este mayor tiempo de
desarrollo y menor peso de las pupas no se vio reflejado en cambios en el nimero de huevos

puestos por las hembras ni en la fertilidad de los mismos.
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Tabla 5.1: Efectos subletales de los cinamatos de etilo y de metilo a diferentes concentraciones sobre
huevos menores a 24 horas de desarrollo de Tuta absoluta.

TDP! TDA! PP’ Fecundidad® | Fertilidad®
15,538 22,962 3,55 110 97.8
CONTROL
(+0,237) a (+0,225) a (+0,164) b (£11,389)a | (£6931)a
. 16,250 23,393 3,386 1124 93.8
100 (+0,239) ab (+0,165) a (+0,134)ab | (=15,788)a | (*11,128)a
. 15,815 23,111 3,563 138 120,8
20 (£0,076)ab | (0,111)a (+0,145) b (£2,55)a | (£1,985)a
e 17,250 25,208 2,821 106,83 93,6
373 (+0,09) ¢ (£0,120) b (+0,086) a (+8,169) a (+£6,99) a
E500 % % % % *
“ 16,615 23,692 3,431 124,4 107,4
100 (+0215)bc | (£0,213)a (+0,094) b (£6911)a | (£6306)a
“ 16,296 23,444 3,411 1214 103
20 (+0,191)ab | (£0,209)a (+0,089) b (+10318)a | (+7,765)a
“ 16,037 22,963 3,47 123 102,8
37 (+0,155) ab (+0,146) a (£0,164) b (+8,905)a | (+7,499)a
M500 * * %k * *
H= 46,423 H=64,246 H=21353 F=1,164
H=8,356
p < 0,05 £<0,0001 $<0,0001 £=0,002 p=0,353
0213
gl=34

TDP: Tiempo de desarrollo (dias) hasta alcanzar el estado de pupa, TDA: Tiempo de desarrollo (dias) hasta alcanzar el
estado adulto, PP: Peso de las pupas (mg). E 100: cinamato de etilo 100 pug/ml; E 250: cinamato de etilo 250 pg/ml; E
375: cinamato de etilo 375 pug/ml; E 500: cinamato de etilo 500 pg/ml; M 100: cinamato de metilo 100 pg/ml; M 250:
cinamato de metilo 250 pug/ml; M 375: cinamato de metilo 375 pg/ml; M 500: cinamato de metilo 500 pg/ml. Los
datos corresponden a las medias (+ Error estandar). Las medias dentro de cada columna seguidas de letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (prueba de comparaciones multiples por pares de
Dunn, p <0,05).

! Test de Kruskal-Wallis.

> ANOVA de una via.

*No se cuenta con estos datos debido al elevado porcentaje de mortalidad.



Al momento de la eclosidn, las larvas realizan con sus piezas bucales un agujero en el corion que
les permite la salida de la envoltura del huevo. Por tanto, las larvas neonatas podrian haber
ingerido los cinamatos retenidos en la superficie rugosa del corion al emerger. Considerando que
las larvas fueron individualizadas a las 48 horas postemergencia, la dieta inicial de las larvas
neonatas consistié de alimento tratado. Dado que sélo con el cinamato de etilo a 375 pug/ml se
observaron efectos subletales notorios, puede plantearse que quizds este compuesto a dicha
concentracién presente cierto efecto fagodisuasivo causando un menor consumo de alimento por
parte de las larvas. Esto se veria reflejado en menores pesos de las pupas y en una elongacion de
los tiempos de desarrollo. Otros trabajos ya han sefialado el efecto fagodisuasivo del cinamato de

etilo sobre lepidépteros (Abdelgaleil et al., 2008) y otros insectos (Bratt, 2001).

Este mayor tiempo de desarrollo, principalmente a nivel larval, cobra importancia desde la dptica
de las estrategias de control de una plaga: mayores tiempos larvales implican mayores tiempos de

exposicidon de las larvas a sus enemigos naturales.

Bioensayos sobre larvas de segundo estadio

Exposicion de larvas de segundo estadio a discos de hoja de tomate tratados con los diferentes

compuestos:

Los resultados de este bioensayo se detallan en la Tabla 5.2. Los cinamatos de metilo y etilo no
presentaron efecto insecticida a ninguna de las concentraciones evaluadas (Log-rank, X’= 7.905,
p=0,245, g/=6). Sin embargo, se observd cierta actividad fagodisuasiva dada por un menor
consumo de aquellos discos tratados con cinamato de etilo a 250 y 500 ug/ml (Il1A= 52.5% y 60.5%
a 250 y 500 pg/ml respectivamente a 24 horas postratamiento e IlA= 53.8 % para ambas
concentraciones a 48 horas postratamiento) mientras que a 100 pg/ml el consumo fue mayor con

respecto al resto de los tratamientos (Figura 5.3).

Estudios de electrofisiologia llevados a cabo sobre larvas de lepidépteros muestran que un
determinado compuesto puede actuar a bajas concentraciones como un estimulante de la
alimentacién mientras que a concentraciones mayores se comporta como fagodisuasivo (Blaney y
Simmonds, 1988). A su vez, se conoce que el umbral de deteccion de metabolitos secundarios que

estimulan células fagoestimulantes presentes en el aparato bucal de larvas de lepiddpteros es
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mucho menor que el que estimula a células fagodeterrentes (Chapman, 2003). Varios estudios
relacionan la actividad antialimentaria con el accionar de las sensilas estilocdnicas presentes en las
maxilas de larvas de lepiddpteros, las cuales son sefialadas como las principales responsables de la

quimiorrecepcion por contacto en estos insectos (Baskar e Ignacimuthu, 2012; Ryan, 2002;

b
I f

Simmonds et al., 1990).

a c

e I g

Figura 5.3: Discos de hojas de tomate tratados con la solucidon control y con diferentes
concentraciones de cinamatos de etilo y metilo. Se muestra el consumo a 48 horas
postratamiento. a, b y c: Discos tratados con cinamato de etilo a 100, 250 y 500 pg/ml

respectivamente; d. Control; e, f y g: Discos tratados con cinamato de metilo a 100, 250 y 500
ug/ml respectivamente.
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Tabla 5.2: Area foliar consumida y efectos subletales de los cinamatos de etilo y de metilo a diferentes concentraciones sobre larvas de
segundo estadio de Tuta absoluta expuestas a discos de hojas de tomate tratados.

AREA CONSUMIDA (mm?) EFECTOS SUBLETALES
24 hs PT! 48 hs PT' TDP' TDA' PP’ Fec’ Fert*
2,044 7,000 10,577 17,808 3,335 107,4 94
CONTROL

(£0,243) be (+0,615)b | (£0,185)a | (£0,222)a | (0,101)a | (£7,047)a | (+6914)a

e 6,438 11,941 10,731 18,115 3,504 114 101,8
100 (+0,829) d #1315 b | (£0,152)a | (20,339)a | (+0,118)a | (£9.263)a | (=8,04)a

. 0,970 3,233 10,828 17,448 3,721 1452 122,4
20 (+0,205) ab (£0,488)a | (£0,172)a | (£0,169)a | (£0,126)a | (£6,946)a | (=3,415)a

. 0,806 3,231 11,240 18,520 3,588 129,4 105,4
0 (£0,188) a (£0,555)a | (0,233)a | (#0,259)a | (+0,147)a | (£6,961)a | (=5,075)a

iy 3,302 8,735 10,429 17,964 3,332 1236 111,4
100 (£0,403) cd (+0,660) b | (£0,208)a | (£0,284)a | (£0,098)a | (+£7,243)a | (*+7,16)a

M 2,186 7,918 10,500 18,067 3,273 124,8 106,4
20 (£0,382) abc (£0,905) b | (£0,190)a | (£0,185)a | (£0,116)a | (+9,78)a | (+6,585)a

M 2,864 7,043 10,500 17,929 3,471 122,8 104,8
0 (£0,463) cd (+0,878) b | (£0,196)a | (£0,199)a | (£0,110)a | (£12,496)a | (*+11,91)a

= 1,862 F=1,387
H=65.211 H=62,741 H=9,961 H=9,965 | H=8,990
p <0,05 p=0,123 p=0,.254
£<0,0001 £<0,0001 »=0,126 »=0,126 p=0,174
gl=34 gl=34

PT: postratamiento, TDP: Tiempo de desarrollo (dias) hasta alcanzar el estado de pupa, TDA: Tiempo de desarrollo (dias) hasta alcanzar el estado adulto, PP: Peso de las
pupas (mg), Fec: Fecundidad acumulada luego de 6 dias, Fert: Fertilidad acumulada luego de 6 dias. E 100: cinamato de etilo 100 pg/ml; E 250: cinamato de etilo 250 ug/ml;
E 500: cinamato de etilo 500 pug/ml; M 100: cinamato de metilo 100 pg/ml; M 250: cinamato de metilo 250 ug/ml; M 500: cinamato de metilo 500 pg/ml. Los datos
corresponden a las medias (+ Error estandar). Las medias dentro de cada columna seguidas de letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (prueba
de comparaciones mdltiples por pares de Dunn, p < 0,05). ! Test de Kruskal-Wallis. > ANOVA de una via.
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En el caso particular del bioensayo realizado, las larvas podrian haber tomado contacto directo con
el compuesto al desplazarse por encima de los discos tratados o de modo indirecto, a través de la
fase gaseosa dado que ambos cinamatos son volatiles. Para los tratamientos realizados con
cinamato de etilo a 250 y 500 pg/ml se observé que, a las 24 horas postratamiento, el 40% de las
larvas no se alimentd. En base a esto, no se puede afirmar si el menor consumo observado en
discos tratados con cinamato de etilo a dichas concentraciones se debe a la interaccién negativa
de este compuesto con los quimiorreceptores bucales de las larvas, a un posible efecto repelente

de este compuesto o a la accién combinada de ambos factores.

La actividad fagodisuasiva del cinamato de etilo fue observada también sobre Hylobius abietis por
Bratt et al. (2001) y sobre lepidépteros por Abdelgaleil et al. (2008). Estos Gltimos evaluaron el
efecto del cinamato de etilo a diferentes concentraciones sobre el consumo de larvas de tercer
estadio de Spodoptera littoralis. Sin embargo, los resultados obtenidos por ellos difieren de los
presentados en esta tesis dado que obtuvieron un IIA de 72.1 % a 100 pg/ml mientras que a 500
ug/ml el 1A fue de 86.7 % mostrando por tanto, una respuesta dependiente de la concentracion.
Si bien la forma de exposicidn y las concentraciones evaluadas fueron similares y, en ambos casos,
se trata de lepiddpteros, la respuesta a nivel especifico puede diferir. Cabe pensar, en este
sentido, que las larvas de tercer estadio de S. littoralis superan ampliamente en tamafio a las de
segundo estadio de T. absoluta y que, ademas, sus habitos alimenticios son completamente

diferentes.

El mayor o menor consumo de alimento tratado con cinamato de etilo, no se vio reflejado en
diferencias en la duracién del ciclo de vida, peso de las pupas ni sobre la fecundidad y fertilidad; de
hecho, no se observaron efectos subletales para ninguno de los tratamientos realizados (Tabla

5.2).
Tratamiento de discos de hoja de tomate conteniendo la larva en su meséfilo:

Los resultados de este bioensayo se detallan en la Tabla 5.3. No se observé efecto insecticida para
ninguno de los tratamientos realizados (Log-rank, X°=5,332; p=0,502; g/=6). Tampoco se
observaron diferencias en el consumo a 24 horas postratamiento aunque si las hubo a 48 horas
postratamiento. En la Tabla 5.3 se observa, para dicho tiempo, la amplia variabilidad de los
agrupamientos obtenidos no pudiendo establecerse ningln patrén claro que permita pensar que

la diferencia en el consumo pueda atribuirse a algin tratamiento en particular.
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Tabla 5.3: Area foliar consumida y efectos subletales de los cinamatos de etilo y de metilo a diferentes concentraciones sobre larvas de segundo

estadio de Tuta absoluta que se encontraban en el meséfilo de discos de hojas de tomate al momento de ser tratados.

AREA CONSUMIDA (mm®) EFECTOS SUBLETALES
24 hs PT' 48 hs PT' TDP' TDA' PP! Fec? Fert
7,694 17,349 8,926 16,963 3,104 114.,6 98
CONTROL
(£1,502) a (£2,225) abe (+0,176) a (+0,217) a (+0,099) a (£5,192) a (£5,459) a
. 5,133 11,058 9,633 17,100 3,197 1108 100,8
10 (+0,546) a (+1,508) a (+0,200) a (+0,200) a (+0,112) a (+7,344) a (+7,095) a
. 4,691 11,331 9,037 16,593 3,144 103,8 94
0 (£0,714) a (+1,343) ab (£0,223) a (£0,240) a (*0,131) a (+4,152) a (+3,45) a
. 8,384 18,208 8,846 16,308 3,442 102 95
50 (+£1,842) a (+1,738) be (£0,173) a (£0,234) a (+0,138) a (£3,633) a (+2,49) a
" 7,525 21,798 9,115 16,231 3,519 118,8 109
10 (£1,322) a (£3,326) be (+0,231) a (£0,187) a (£0,125) a (+4,923) a (+£3,847) a
" 6,105 24,027 9,607 17,286 3,429 112,6 101
20 (£0,669) a (*1,851) ¢ (£0,238) a (£0,191) a (£0,148) a (+4,057) a (£4,416) a
" 5,161 16,716 9,200 17,000 3,252 1252 113,2
S0 (+0,646) a (+1,889) abe (£0,321) a (£0,256) a (+0,128) a (£7,921) a (+£6,793) a
F=2,141 F= 1,989
H=2,837 H=35,607 H=9,961 H=9,965 H=8,990
p <0,05 p=0,08 £=0,101
»=0,829 £<0,0001 p=0,126 p=0,126 p=0,174
gl=34 gl=34

PT: postratamiento, TDP: Tiempo de desarrollo (dias) hasta alcanzar el estado de pupa, TDA: Tiempo de desarrollo (dias) hasta alcanzar el estado adulto, PP: Peso de
las pupas (mg), Fec: Fecundidad acumulada luego de 6 dias, Fert: Fertilidad acumulada luego de 6 dias. E 100: cinamato de etilo 100 pg/ml; E 250: cinamato de etilo
250 pg/ml; E 500: cinamato de etilo 500 pg/ml; M 100: cinamato de metilo 100 pg/ml; M 250: cinamato de metilo 250 pg/ml; M 500: cinamato de metilo 500 pg/ml.
Los datos corresponden a las medias (+ Error estandar). Las medias dentro de cada columna seguidas de letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos (prueba de comparaciones multiples por pares de Dunn, p < 0,05). ! Test de Kruskal-Wallis. 2 ANOVA de una via.
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A su vez, esa variabilidad en el consumo tampoco se refleja en claros o marcados efectos
subletales ya que solo se aprecia una minima diferencia a nivel del tiempo de desarrollo hasta

alcanzar el estado de adultez (Tabla 5.3).

A diferencia de los ensayos realizados con L, que fueron expuestas a discos tratados con cinamato
de etilo a 250 y 500 pg/ml en los cuales se observaba cierto efecto fagodisuasivo, en estos
bioensayos no se observa el mismo efecto. Interpretar estos resultados implica plantear, en
primer término, las posibles vias a través de las cuales las larvas podrian haber entrado en
contacto con los compuestos. En este bioensayo, las larvas se encontraban dentro del mesdfilo al
momento de ser tratadas por lo que hay dos posibles vias de contacto. La primera de ellas implica
gue la larva saliera de su mina para realizar otra, tomando contacto con el compuesto. La segunda
supone pensar que el compuesto pueda alcanzar el meséfilo ya sea de manera translaminar o
penetrando por la abertura realizada por la larva al ingresar al meséfilo o por los bordes de los

discos y luego difundiendo por el mismo.

Tomando la primera opcidn, se ha observado un nimero muy pequefio de discos con mas de una
mina realizada para los diferentes tratamientos, por lo que esta via de contacto seria mayormente
despreciable. Analizando la segunda opcidn, la composicidon quimica de la cuticula de las hojas del
tomate junto con las propiedades quimicas de los cinamatos de alquilo utilizados, podrian aportar
ciertos elementos para la interpretacién de los resultados obtenidos. Tanto el cinamato de etilo
como el de metilo son de naturaleza lipofilica, insolubles en agua, mientras que la cuticula de las
hojas del tomate es muy rica en ceras epi e intracuticulares constituidas mayoritariamente por
acidos grasos, terpenos y esteroides (Heredia et al., 1998). Esta fase lipidica actia como una fase
de acumulacién de compuestos organicos hidrofébicos. Quizas los cinamatos de etilo y metilo
puedan haberse retenido en la cuticula no ingresando al meséfilo acuoso de la hoja. Sin embargo,
la permeabilidad de un compuesto en la cuticula depende no solo de su solubilidad sino también
de su tamafio y movilidad a través de la misma por lo que no podria afirmarse con los datos
disponibles si dichos compuestos pueden atravesar la cuticula translaminarmente o si por el

contrario, permanecen en la cuticula no alcanzando el meséfilo.

Bioensayos sobre larvas de cuarto estadio

Los resultados de este bioensayo se detallan en la Tabla 5.4. Ninguno de los compuestos

evaluados exhibié efecto insecticida, es decir, todas las larvas tratadas con los diferentes
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compuestos asi como las correspondientes al control, alcanzaron el estado de adultez. El tiempo
de desarrollo hasta alcanzar el estado de pupa no difirid significativamente entre los diferentes
tratamientos como tampoco varié el peso de las pupas. En cambio, se observd que las larvas
tratadas con cinamato de etilo a 0,05 y 0,25 pg/larva y con cinamato de metilo a 0,05 pg/larva
alcanzaron en menor tiempo el estado de adultez mientras que aquellas tratadas con cinamato de
etilo a 0,125 pg/larva lo hicieron en un tiempo mayor (1.226 dias mas con respecto a los

tratamientos mencionados previamente).

Tabla 5.4: Efectos subletales de los cinamatos de etilo y de metilo a diferentes concentraciones sobre
larvas de cuarto estadio de Tuta absoluta. Tratamiento por contacto (tdpico).

TDP! TDA' PP’ Fecundidad’ Fertilidad®
3,419 11,226 3,448 115,4 104,2
CONTROL
(£0,111) a (+0,145) ab (£0,130) a (£6,787) a (£5,616) a
3,367 11 3,397 118,2 102,4
E 0,05 pg/larva
(+0,089) a (£0,144) a (20,137) a (+7,297) a (+4,320) a
3,5 12 3,097 121,4 107,8
E 0,125 pg/larva
(+0,104) a (+0,159) ¢ (+0,094) a (+6,242) a (+4,705) a
3,452 10,774 3,51 121 105,4
E 0,25 pg/larva
(+0,091) a (+0,184) be (£0,094) a (+6,535) a (£5,464) a
3,667 10,900 3,267 117 104,4
M 0,05 pg/larva
(+0,088) a (+0,139) a (£0,096) a (+7,688) a (+7,160) a
3,4 11,467 3,087 121,8 103.,6
M 0,125 pg/larva
(+0,113)a | (£0,115) abc (£0,087) a (£6,981) a (£6,022) a
3,533 11,733 3,167 119 101,8
M 0,25 pg/larva
(£0,124) a (£0,135) be (£0,101) a (£8,325) a (£6,651) a
F=2.503 F=0,114 F=0,119
0,05 =737 5,159 0,023 0,994 0,993
< b = b = 9 = 9
P p=0,288 p<0,0001 P P P
gl=211 gl=34 gl=34

TDP: Tiempo de desarrollo (dias) hasta alcanzar el estado de pupa, TDA: Tiempo de desarrollo (dias) hasta alcanzar el
estado adulto, PP: Peso de las pupas (mg), Fec: Fecundidad acumulada luego de 6 dias, Fert: Fertilidad acumulada
luego de 6 dias. E: cinamato de etilo M: cinamato de metilo. Los datos corresponden a las medias (* Error estandar).
Las medias dentro de cada columna seguidas de letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos (prueba de comparaciones multiples por pares de Dunn, p < 0,05).

! Test de Kruskal-Wallis. > ANOVA de una via.
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De lo expuesto anteriormente y de lo observado en la Tabla 5.4, se desprende que las diferencias
observadas en cuanto al tiempo de desarrollo hasta alcanzar el estado adulto no se corresponden
con un compuesto o concentracidon en particular. Desde el punto de vista de una estrategia de
control de plagas, estos resultados no revisten gran significacion debido a que, por un lado, la
diferencia en dias entre los diferentes tratamientos es escasa (aproximadamente 1 dia) y por otro,
a que esa diferencia no se da a nivel del desarrollo larval sino al tiempo en que dura el estado de
pupa. Que se extienda el tiempo de desarrollo larval implica que los organismos plaga estén, en
campo, expuestos por un mayor tiempo al ataque de sus enemigos naturales pudiendo ejercerse
asi un control biolégico. Si bien las pupas de T. absoluta pueden ser atacadas por ciertos
parasitoides y depredadores (Desneux et al., 2010) constituyen un estado menos vulnerable que el

larval por encontrarse protegidas.

Abdelgaleil et al. (2008) también evaluaron el efecto del cinamato de etilo sobre larvas de tercer
estado de S. littoralis por aplicacién tdpica obteniendo un marcado efecto insecticida.
Nuevamente, se observa que ambas especies de lepidépteros no responden del mismo modo ante
el mismo compuesto quizas debido a diferencias en la susceptibilidad interespecifica o a

diferencias en las concentraciones evaluadas.
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Capitulo 6

Evaluacion de la actividad
biologica de flavonas sobre

Tuta absoluta
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En este capitulo se presentan y discuten los resultados referentes a la bioactividad de las flavonas
ensayadas: flavona y 6-metoxiflavona. La bioactividad de las flavonas se evalué sobre huevos y
sobre larvas de segundo (L,) y cuarto (L,) estadios de T. absoluta. La metodologia de aplicacion de
las diferentes flavonas sobre huevos y L, se realizd por inmersion siendo las concentraciones
evaluadas 100, 250, y 500 pug/ml para huevos y 100, 250, 400 y 500 ug/ml para L,. En cambio, se
utilizé la aplicacién tdpica para evaluar la bioactividad de las flavonas sobre L,; en este caso, se
evalud la aplicacién de 0,05; 0,125 y 0,25 pg de cada compuesto por larva. Los bioensayos se
realizaron y mantuvieron en condiciones controladas: temperatura 25°C + 2°C, humedad relativa

70% = 5% y un fotoperiodo de 16:8 (luz: oscuridad).

Materiales y métodos:

La metodologia seguida para evaluar la bioactividad de la flavona y la 6-metoxiflavona sobre
huevos y larvas de segundo y cuarto estadio de T. absoluta fue la misma que la empleada para

evaluar la bioactividad de cinamatos de alquilo (pag. 82).

Sin embargo, cabe mencionar que, a diferencia de lo realizado con aquellos huevos tratados con
los diferentes cinamatos de alquilo, los huevos tratados con flavona y 6-metoxiflavona que al dia

10 no eclosionaron fueron fijados y preparados para microscopia.

Ademas, solo en los tratamientos sobre huevos realizados con flavona y por haberse observado un
100% de mortalidad en huevos y larvas neonatas con este compuesto a 250 y 500 pg/ml, se
repitieron estos ensayos junto con su control utilizando huevos coetaneos de menos de 72 horas
de desarrollo a fin de evaluar si el grado de endurecimiento del corion influia en la susceptibilidad

de los huevos frente a dichos tratamientos.

Resultados y Discusion
Bioensayos sobre huevos

Los resultados de este bioensayo se detallan en la Tabla 6.1. Con respecto a la emergencia larval,

se observaron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (test de Kruskal-Wallis,

100



H=13,619; p= 0,034) (Figura 6.1). En este sentido, un 73% de los huevos tratados con menos de 24
horas de desarrollo con flavona a 250 pg/ml no eclosiond. A su vez, las larvas neonatas que
emergieron se encontraron muertas 24 horas postemergencia. Algo similar se observo para el
tratamiento con flavona a 500 pg/ml donde el 77% de los huevos no eclosiond mientras que las
larvas que emergieron se encontraron muertas también, 24 horas postemergencia. En los
preparados de huevos realizados a los 10 dias postratamiento se observan embriones
completamente desarrollados, que exhiben piezas bucales, capsula cefalica formada y presencia

de ojos (Figura 6.2).

Por otro lado, de los huevos tratados con flavona a 250 pg/ml con mas de 48 y menos de 72 horas
de desarrollo, el 86,6% no eclosiond mientras que de aquellos tratados con flavona a 500 pg/ml, el
96,6% no eclosiond. Nuevamente, en los preparados de huevos realizados se evidencian
embriones completamente desarrollados (Figura 6.3). Las larvas que lograron emerger, se
encontraron muertas dentro de las primeras 24 horas postemergencia en ambos tratamientos. Por
tanto, la flavona a ambas concentraciones exhibié un fuerte poder insecticida. Sin embargo, a
diferencia de lo observado para los cinamatos de alquilo, las flavonas no causaron un

detenimiento en el desarrollo embrionario.

Es conocido, para algunas especies de lepiddpteros, la existencia de una capa epiembrionaria
lipidica por debajo del corion de los huevos. Esta capa se reabsorbe antes de la eclosién de las

larvas (Beament y Lal, 1957).

Si bien no fue estudiada la morfologia de los huevos de T. absoluta, de poseer esta capa, la misma
podria haber actuado reteniendo la flavona, muy liposoluble. Al reabsorberse, el compuesto
habria tomado contacto con el embridn causando la posterior muerte del mismo. En este caso, la
toxicidad de la flavona se habria expresado por contacto con el embrién. Sin embargo, un bajo
porcentaje de larvas lograron emerger aunque murieron dentro del primer dia postemergencia.
Por tanto, la flavona podria haber causado tanto sobre los embriones como sobre las larvas

neonatas una intoxicacidn por contacto.
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Tabla 6.1: Efectos subletales de flavona y 6-metoxiflavona a diferentes concentraciones sobre huevos

de menos de 24 horas de desarrollo de Tuta absoluta.

TDP! TDA! PP’ Fecundidad® | Fertilidad'"
16,577 23,962 3,538 117,4 107
CONTROL (£0,289)a | (x0218)a | (£0.147)a (+7,167) a (£5,63) a
Fl 17,560 25,120 3,084 110,6 97
avonaoo (£0,289) ab | (£0,267)b | (£0,070)a (+4,118) a (£1,304) a
Flavona,s, * * R e R *
Flavonas * * R R B s *
17,120 24,920 3,304 124 108,8
6-MeOFlavonaio | 1 176)a | (£0208)b | (£0.104)a (+8,724) a (£5,161) a
17,538 25,038 3,346 112,8 101
6-MeOFlavonazso | (. jo4yp | (20232)b | (20,109)a | (+7,186)a (£5,244) a
17,286 24,762 3,357 109 100,6
6-MeOFlavonasy | (700)ap | (£0284)a | (£0.108)a (+5,060) a (+3,572) a
<005 H=10,639 | H=16114 | H=5740 apyesl H=3,090
P=9% p=0,031 p=0,003 p=0,219 1; 6 2 p=0,543

PT: postratamiento, TDP: Tiempo de desarrollo (dias) hasta alcanzar el estado de pupa, TDA: Tiempo de desarrollo
(dias) hasta alcanzar el estado adulto, PP: Peso de las pupas (mg), Fec: Fecundidad acumulada luego de 6 dias, Fert:
Fertilidad acumulada luego de 6 dias. 100, 250 y 500 refieren a las diferentes concentraciones evaluadas en pg/ml. Los
datos corresponden a las medias (* Error estandar). Las medias dentro de cada columna seguidas de letras diferentes
indican diferencias significativas (prueba de comparaciones multiples por pares de Dunn, p < 0,05).

* No se cuenta con estos datos debido al elevado porcentaje de mortalidad larval.

! Test de Kruskal-Wallis.
2 ANOVA de una via.
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Figura 6.1: Porcentaje de eclosién de huevos de Tuta absoluta tratados con menos de 24 horas de
desarrollo con flavona y 6-metoxiflavona a diferentes concentraciones. Los datos corresponden a las
medias + error estandar. 100, 250 y 500 refieren a las diferentes concentraciones evaluadas en pg/ml.
Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas.

Figura 6.2: Embriones de Tuta absoluta completamente desarrollados. Las imagenes corresponden a huevos de
menos de 24 horas de desarrollo tratados con flavona a 250 (a) y 500 (b) pg/ml y fijados a los 10 dias
postratamiento. CC: Capsula cefdlica; PB: Piezas bucales; O: Ojos.
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100 pm a 100 pm b

Figura 6.3: Embriones de Tuta absoluta completamente desarrollados. Las imagenes corresponden a huevos
tratados entre las 48 y 72 horas de desarrollo con flavona a 250 (a) y 500 (b) pg/ml y fijados a los 10 dias
postratamiento. CC: Capsula cefalica; PB: Piezas bucales; O: Ojos.

Con respecto a la supervivencia de las larvas provenientes de huevos tratados con menos de 24
horas de desarrollo, las cuales fueron individualizadas a las 48 horas postemergencia, no se
observaron diferencias significativas para los diferentes tratamientos (Log-rank, X°= 4,043, gl= 4,

p=0,400).

Ademas, en lo referente a los efectos subletales sobre el tiempo de desarrollo hasta alcanzar el
estado de pupa y el de adulto, si bien el analisis estadistico muestra diferencias entre los distintos
tratamientos, éstas son del orden de un dia o menos. Con respecto al peso de las pupas y efectos

sobre la reproduccion, no se encontraron diferencias entre los distintos tratamientos (Tabla 6.1).

Bioensayos sobre larvas de segundo estadio

Exposicion de larvas de segundo estadio a discos de hoja de tomate tratados con los diferentes

compuestos:

Los resultados de este bioensayo se detallan en la Tabla 6.2. El compuesto 6-metoxiflavona a 500
ug/ml causé un 100% de mortalidad de las larvas de segundo estadio a 24 horas postratamiento.
El 70% de las larvas expuestas a discos tratados con este compuesto a dicha concentracion se

encontraron muertas sobre los discos de tomate o sobre las capsulas; a su vez, no se observé que
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estos discos presentaran el meséfilo comido. El 30% restante de las larvas se encontraron muertas
intentando entrar a las minas (un 26%) (Figura 6.4) o en la mina (un 4%). Ademas, se registré un
33% de mortalidad de larvas expuestas a discos tratados con flavona a 500 pg/ml dentro de los
tres primeros dias postratamiento. Por tanto, ambos compuestos a 500 ug/ml presentaron efecto

insecticida difiriendo significativamente del control (Figura 6.5).

Figura 6.4: Larvas de segundo estadio de Tuta absoluta muertas al ingresar al meséfilo de discos de tomate
tratados con 6-metoxiflavona a 500 pug/ml. Las imagenes fueron tomadas a 24 horas postratamiento.

El escaso consumo de alimento tratado con 6-metoxiflavona a 500 pg/ml a 24 horas
postratamiento, seguramente se encuentre relacionado a su potente efecto insecticida. Por otro
lado, a 48 horas postratamiento, las larvas expuestas a discos tratados con los diferentes
compuestos y concentraciones exhiben un consumo variable: si bien con 6-metoxiflavona a 250 y
400 pg/ml y con flavona a 400 pg/ml el consumo fue menor con respecto al control, para la

flavona a 250 y 500 pg/ml el consumo fue mayor.

Existen numerosos trabajos en los cuales se evalia el efecto insecticida y fagodisuasivo de
diferentes flavonoides, ya sean flavonas, flavonoles o isoflavonas. Dentro de las flavonas, la gran
diversidad estructural que presentan dado por el tipo de sustituyente y el grado de sustitucién
sobre sus anillos, fundamentalmente sobre los anillos A y B, generan una amplia gama de
actividades que van desde compuestos fuertemente insecticidas hasta compuestos

completamente inactivos. Asi, la 6-metilflavona presentd un efecto fagodisuasivo sobre
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Spodoptera litura mientras que la 6-hidroxiflavona fue inactiva (Morimoto et al., 2003) y la 5-
hidroxi-3,6,7,8-tetrametoxiflavona presenté una fuerte actividad fagodisuasiva frente a S. litura
mientras que el agregado de un sustituyente metoxi en la posicién 4’ generd un compuesto muy
poco activo (Morimoto et al., 2000). A su vez, se ha observado que la respuesta de un insecto a un
determinado flavonoide cambia completamente segln el estadio de desarrollo y la concentracién
evaluada ya que a bajas concentraciones puede ser estimulante de la alimentacidon y a
concentraciones mayores ser fagoinhibidor (Diaz Napal y Palacios, 2015; Simmonds, 2001). La
variabilidad de respuesta de los insectos frente a las flavonas también se observd en diferentes
especies del mismo orden e incluso del mismo género (Moreira et al., 2004; Simmonds et al.,

1990).

Esta amplia variabilidad estructural de las flavonas y las diversas respuestas de los insectos a las
mismas y a sus diferentes concentraciones, tanto intraespecie como interespecie, vuelve compleja
la discusién de los resultados del presente trabajo a la luz de otras investigaciones sobre la

bioactividad de flavonoides.

De todos modos, pueden encontrarse algunos elementos en comun que sirven como punto de

partida para el andlisis de los resultados obtenidos en este trabajo.

La actividad de la flavona como insecticida e inhibidora del desarrollo larval sobre lepidépteros fue
observada por Romanelli et al. (2010) sobre Spodoptera frugiperda y por Mahoney et al. (1989)
sobre Amyelois transitella en tanto que Morimoto et al. (2003) y Medeiros et al. (1994) describen
para la flavona y la 6-metoxiflavona un efecto antialimentario sobre larvas de S. litura y Mythimna

unipuncta (Lepidoptera: Noctuidae) respectivamente.
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Tabla 6.2: Area foliar consumida y efectos subletales de flavona y 6-metoxiflavona a diferentes concentraciones sobre larvas de segundo
estadio de Tuta absoluta expuestas a discos de hojas de tomate tratados.

AREA CONSUMIDA (mm?) EFECTOS SUBLETALES
24 hs PT' 48 hs PT' TDP' TDA' PP’ Fec’ Fert’
2,29 5,817 10,321 17,464 3,386 119,6 105,4
CONTROL (+0,327) b (+0,58) be (+0,163) a (+0,209) a (+0,101)a | (+6,816)a | (x4411)a
Fl 1,716 5,984 10,846 18,231 3,369 120,4 104,6
avona 1o (£0,305) b (£0,792) abe (£0,233) ab (0,250) ab (*0,113)a | (£10,866)a | (£7,201)a
- 1,851 8,112 11,083 18,583 3,446 120,6 111
avona »so (£0,243) b (0,627) ¢ (+0,119) abe (+0,180) abc (*0,137)a | (£6,772)a | (+£6,671)a
- 1,419 3,546 11,407 19,037 3,333 115,2 104,8
avona e (+0,151) b (+0,350) ab (£0,228) bed | (£0,210)bed | (£0,147)a | (+4,810)a | (+4,576)a
Fl 3,523 7,221 12,050 19,300 3,265 117,2 105
avona so (+0,699) b (+1,162) abc (+0,153) cd (£0,206)bed | (£0,166)a | (£8,015)a | (+6,716)a
6-McOFI 1,575 4,707 11,231 18,808 3,258 121,4 110,4
-vieQkavona o | 10,165) b (+0,423) abe (£0,178) abe (0,208) be (+0,123)a | (£2,943)a (+3,28) a
6-MeOFI 1,443 3,231 12,207 20,310 3,148 119 103,6
-VieLllavona xso | (10,199) b (+0,236) a (+0,195) d (£0,244) d *0,117)a | (£7,204)a (+5,81) a
6 MeOFI 1,749 3,804 11,708 19,625 3,779 119 99
-vieQkavona o | (10,305)b (+0,55) ab (+0,244) bed (+£0,334) cd (0,159)a | (£7,583)a | (+4,637)a
6-MeOFlavona s ( i(()) 3251) a | T R B R B * * ol e *
<005 H=54,143 H=43. 43 H=54,735 H=65283 | H=12,055 ’; oy 1; o
b — ) )
$<0,0001 £<0,0001 p<0,0001 £<0,0001 £=0,099 b=, 39 1-7.39

PT: postratamiento, TDP: Tiempo de desarrollo (dias) hasta alcanzar el estado de pupa, TDA: Tiempo de desarrollo (dias) hasta alcanzar el estado adulto, PP:
Peso de las pupas (mg), Fec: Fecundidad acumulada luego de 6 dias, Fert: Fertilidad acumulada luego de 6 dias. 100, 250, 400 y 500 refieren a las diferentes
concentraciones evaluadas en pg/ml. Los datos corresponden a las medias (+ Error estdndar). Las medias dentro de cada columna seguidas de letras diferentes
indican diferencias significativas (prueba de comparaciones multiples por pares de Dunn, p < 0,05).

* No se cuenta con estos datos debido al elevado porcentaje de mortalidad de las larvas.

! Test de Kruskal-Wallis.

> ANOVA de una via.
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Las larvas de lepiddpteros presentan un sistema de detoxificacion de xenobidticos que les ha
permitido alimentarse de plantas con una amplia variedad de compuestos quimicos todxicos.
Obviamente, para aquellas especies de lepidépteros polifagas, la gama de compuestos a las que se
encuentran expuestas al alimentarse es mucho mayor que para especies oligéfagas. La primera
fase en este proceso de detoxificacion implica la modificacién quimica del xenobiético de modo tal
gue sea menos toxico para el insecto o que sea mas facil su excrecidn. Estas modificaciones, que
generalmente involucran la hidroxilaciéon de los compuestos, se realizan por la accién de un
conjunto de enzimas que pertenecen a una amplia familia de hemoproteinas conocidas como
citocromos P450. Los genes que codifican para dichas enzimas tienen su maxima expresién en la
zona del digestivo medio por lo cual se considera a este drgano como el principal responsable de
la detoxificacién en insectos (Schuler 2011; Wang et al., 2015 a, b). En este sentido, estudios
realizados sobre larvas de S. litura muestran un nivel de transcriptos de citocromos P450 mucho
mayor en la zona media del sistema digestivo luego de ser alimentadas con dieta artificial que
contenia flavona, mientras que el bloqueo de este proceso de transcripcidon generd un aumento en

la susceptibilidad de las larvas a estos compuestos (Wang et al., 2015, a).

Como se menciond anteriormente, como resultado de la exposicion de L, de T. absoluta a discos

de tomate tratados con 6-metoxiflavona y con flavona a 500 ug/ml se observé un efecto
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insecticida, dicho efecto fue mucho mayor para la 6-metoxiflavona en comparacién con la flavona.
Si bien el 66% de las larvas muertas por la 6-metoxiflavona no habian alcanzado el meséfilo, las
larvas pudieron haber intentado ingresar al mismo ingiriendo algo de producto. Esto, sumado a las
larvas que murieron intentando ingresar al meséfilo y a las que murieron dentro del mismo hace

pensar que la principal via de intoxicacion fue por ingestion.

Morimoto et al. (2003) analizaron las posibles relaciones entre la estructura de diversas flavonas y
su bioactividad concluyendo que los sustituyentes sobre el anillo B disminuyen el efecto
fagodisuasivo mientras que los sustituyentes en posicion 6 sobre el anillo A lo incrementan. Si bien
se observa que las larvas de T. absoluta alimentadas con discos de tomate tratados con 6-
metoxiflavona a 250 y 400 pg/ml presentaron un consumo menor con respecto al control con un
IIA de 45% y 35% respectivamente, esos valores no permiten pensar a la 6-metoxiflavona como un

buen fagodisuasivo.

Con respecto a los efectos subletales, las larvas expuestas a discos tratados con 6-metoxiflavona a
250 y 400 pg/ml y con flavona a 400 y 500 pg/ml presentaron los mayores tiempos de desarrollo
hasta alcanzar el estado de pupa y adulto. Para el caso de la 6-metoxiflavona y la flavona a 400
ug/ml, se podria pensar en la relacion menor consumo de alimento — mayor tiempo de desarrollo,
sin embargo esta relacion no puede establecerse para los tratamientos con flavona a 500 pg/ml.
En este caso, un mayor consumo de alimento parece haber afectado negativamente a las larvas de
T. absoluta las cuales vieron aumentado su tiempo de desarrollo. En relacién al peso de las pupas
y los efectos sobre la fecundidad y fertilidad, no se observaron diferencias para ninguno de los

tratamientos realizados (Tabla 6.2).

Tratamiento de discos de hoja de tomate con la larva dentro del meséfilo:

Los resultados de este bioensayo se detallan en la Tabla 6.3. Se observé un 100% de mortalidad de
larvas que se encontraban dentro del meséfilo de discos de tomate tratados con flavona y 6-
metoxiflavona a 500 pg/ml. Esta mortalidad se observd entre las 48 y las 144 horas
postratamiento registrandose la mayor mortalidad a las 72 horas postratamiento (Figura 6.6). Para
este tiempo, el 100% de las larvas expuestas a la flavona y el 73% de las larvas expuestas a 6-

metoxiflavona, ambas a 500 pg/ml, se encontraron muertas fuera de la mina o saliendo de ella
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(Figura 6.7). Exceptuando dichos tratamientos, no se observé una mortalidad significativa de

larvas para ninguna de las flavonas a 100, 250 y 400 pg/ml con respecto al control (Figura 6.6).

Se sabe que la flavona actla principalmente inhibiendo la respiracién mitocondrial y, ademas, es
un inhibidor especifico de enzimas implicadas en procesos de oxidacion y reduccién. Por el
contrario, no se conoce el modo de accion de la 6-metoxiflavona (Wang et al., 2015, a). Para los
bioensayos realizados sobre T. absoluta, se propone como principal via de contaminacién la
ingestion. Para los tratamientos con ambas flavonas a 500 pg/ml, la mayoria de las larvas
respondieron saliendo de las minas en las que se encontraban. La posterior muerte de las mismas
a dicha concentracién hace pensar en la posibilidad de que las larvas no pudieran detoxificarse de
ambos compuestos. Ademas, para estos tratamientos, se observé un menor consumo de alimento
obteniéndose un IlIA de 85% y de 78% para la flavona y la 6-metoxiflavona respectivamente, a 48

horas postratamiento.

En cambio, se observd que las larvas que se encontraban en el meséfilo de discos tratados con
flavona a 100 pg/ml experimentaron, tanto a 24 como a 48 horas postratamiento, un consumo
mucho mayor con respecto al control lo que permite plantear que la flavona a dicha concentracion
genera un efecto estimulante de la alimentacidn. El efecto fagodisuasivo a concentraciones
mayores y estimulante de la alimentacién a concentraciones menores fue observado también para
otros flavonoides. Asi, Blaney y Simmonds (1988) observan este efecto para la rutina al ser
evaluada sobre larvas de Heliothis zea y, mas recientemente, Diaz Napal y Palacios (2015) lo

observan del (2S)-5,7-dihidroxiflavona sobre larvas de S. frugiperda.

Exceptuando los tratamientos con ambas flavonas a 500 pg/ml, se observé que, para el resto de
los tratamientos, el consumo de alimento fue variable. Asi, a 48 horas postratamiento se observo
gue las larvas expuestas a diferentes concentraciones de 6-metoxiflavona habian consumido una
cantidad de alimento tratado similar. En cambio, las larvas expuestas a la flavona mostraron un

consumo de alimento altamente variable entre las diferentes concentraciones (Tabla 6.3).

Si bien no puede plantearse un patrén entre consumo de alimento tratado y duracién del tiempo
de desarrollo si se observa una clara relacién entre algunas concentraciones evaluadas de ambas
flavonas y un alargamiento en los tiempos de desarrollo. Asi, la flavona a 250 y 400 pg/ml y la 6-
metoxiflavona a 400 pug/ml causaron mayores tiempos de desarrollo tanto hasta alcanzar el estado

de pupa como el de adulto.
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Tabla 6.3: Area foliar consumida y efectos subletales de flavona y 6-metoxiflavona a diferentes concentraciones sobre larvas de segundo estadio

de Tuta absoluta que se encontraban en el mesdfilo de discos de hojas de tomate al momento de ser tratados.

AREA CONSUMIDA (mm?) EFECTOS SUBLETALES
24 hs PT' 48 hs PT' TDP' TDA' PP’ Fec' Fert'
7,54 23,802 8,750 15,964 3,254 114,4 100,2
CONTROL (£1,33) be (£1,97) de (£0,142) a (£0,158) a (+0,096) a (£9,801) a (+6,96) a
Fl 12,334 33,82 8,750 15,821 3,482 1358 126.8
avona oo (+1,688) ¢ (£2,401) e (+0,197) a (+0,236) a (+0,142) a (£12,595) a (+12,241) a
- 2,747 9,705 10,038 17,308 3,565 120,4 107,6
avona aso (£0,493) a (+1,322) abc (*0,171) b (+0,173) b (+0,144) a (+5,802) a (+4,874) a
- 8,427 23,098 10,107 17,786 3,379 112 99,2
avona e (+0,86) ¢ (+2,553) de (£0,214) b (+0,238) be (*0,117) a (+6,519) a (+4,164) a
2,500 3498 | . . | « | < |l .
Flavona 5 (+0,552) a (*0,676) a
6-McOFI 3,879 15,449 8,600 16,120 3,220 120,4 108,4
-vieQklavona 1o (+0,514) ab (+1,753) cd (+0,153) a (+0,145) a (+0,094) a (+£9,003) a (+7,215)a
6-McOFI 5,713 11,692 8,600 16,233 3,397 118 105,8
-ivieDlavona 25 (£0,433) be (£1,056) be (*0,113) a (*0,177) a (+0,110) a (+12,116) a (+10,224) a
6-MeOFI 2,750 14,639 10,600 19,200 3,304 118 100,6
-ivieQlavona 40 (£0,298) a (*1,183) cd (0,200) b (0,183) ¢ (£0,086) a (*1,378) a (£0,927) a
3,207 5,279
6-MeOFlavona s (£0,762) a (#1,032)ab | T S By N B B B A )
<0.05 H=96,166 H=147271 H=86,068 H=99,887 H=3,410 H=2,557 H=5,126
pr=<9, p<0,0001 $<0,0001 <0,0001 $<0,0001 p=0,756 p=0,862 p=0,528

PT: postratamiento, TDP: Tiempo de desarrollo (dias) hasta alcanzar el estado de pupa, TDA: Tiempo de desarrollo (dias) hasta alcanzar el estado adulto, PP: Peso de las
pupas (mg), Fec: Fecundidad acumulada luego de 6 dias, Fert: Fertilidad acumulada luego de 6 dias. 100, 250, 400 y 500 refieren a las diferentes concentraciones
evaluadas en pg/ml.). Los datos corresponden a las medias (t Error estandar). Las medias dentro de cada columna seguidas de letras diferentes indican diferencias
significativas (prueba de comparaciones multiples por pares de Dunn, p < 0,05).

* No se cuenta con estos datos debido al elevado porcentaje de mortalidad larval.

! Test de Kruskal-Wallis.
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1 o Log-Rank,Xz P
L 1 1 A 4
09 4 =t L O Flav 100-Control 0,002 0,966
o Y | — 1_8
2 08 & l Flav 250-Control 0,753 0,386
% 07 4 Flav 400-Control 0,000 1,000
] Flav 500-Control 53,260 <0,005
206 +
3 0s 6-MeOFlav 100- Control 1,457 0,227
g 0'4 6-MeOFlav 250- Control 2,034 0,154
§ 0'3 6-MeOFlav 400- Control 1,432 0,231
§ ’ 6-MeOFlav 500- Control 61,496 <0,005
02 +
° Todos los tratamientos 232,683 <0,005
a 0,1 41
0 ; : ! : : : Figura 6.6: Diagrama de supervivencia
0 2 4 6 8 10 12 14 de L, de Tuta absoluta que se
Tiempo (dias X
po (dias) encontraban dentro de discos de tomate
tratados con flavona (Flav) y 6-
e 6- M@ OFlav 100 === 6-MeOFlav 250 === 6-MeOFlav 400 i i
metoxiflavona (6-MeOFlav) a diferentes
6-MeOFlav 500 Flav 100 Flav 250 concentraciones: 100, 250, 400 y 500
= Flav 400 Flav 500 Control pg/ml. Un valor de p < a 0,05 fue

considerado significativo.

Figura 6.7: Larvas que se encontraban dentro del mesdfilo de discos tratados con 6-metoxiflavona a 500
pg/ml. A la izquierda, larva muerta saliendo de la mina, 72 horas postratamiento. Derecha: Larva fuera
de la mina 48 horas postratameinto. Notese la coloracion de la larva, indicativa de ausencia de alimento

en su tubo digestivo.
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La variabilidad en el consumo de alimento tratado asi como las variaciones observadas en los
tiempos de desarrollo para los diferentes tratamientos, no se vieron reflejadas en el peso de las

pupas ni sobre la reproduccion (Tabla 6.3).

Bioensayos sobre larvas de cuarto estadio

Los resultados de este bioensayo se detallan en la Tabla 6.4. El andlisis de supervivencia realizado
para larvas de cuarto estadio indican diferencias significativas entre los diferentes tratamientos

(Log-rank, X*=74,49; gl= 6; p<0,0001).

Tabla 6.4: Efectos subletales de flavona y 6-metoxiflavona a diferentes concentraciones sobre larvas de
cuarto estadio de Tuta absoluta. Tratamiento por contacto (topico).

TDP' TDA' PP! Fecundidad® | Fertilidad®
3,667 11,433 3,550 113,2 104
CONTROL (+0,121) a (£0,149) a (£0,148) b (+6,414) a (£4,037)a
Flavona 0,05 3,900 11,533 3,717 114,6 106
ug/larva (£0,147) ab (£0,133) a (=0,111) b (*£6,683)a (*4,301)a
Flavona 0,125 4,233 12,567 3,653 109,6 102
ug/larva (£0,114) b (£0,190) b (£0,143) b (£5,921)a (£5,010)a
Flavona 0,25 4,167 12,067 3,547 115,4 106
pg/larva (+0,118) ab | (+0,166) ab (20,113) b (+7,104) a (+4,037)a
6-MeOFlavona 4,034 11,793 3,455 109,8 101
0,05 pg/larva (+0,116) ab | (+0,135)ab (+0,098) b (+6,800) a (+£5,244)a
6-MeOFlavona 4,000 11,897 3,214 117,2 103,8
0,125 pg/larva (£0,149) ab (0,152) ab (#0,096) ab (£6,711) a (£3,308) a
6-MeOFlavona 4,471 12,118 2,800 108 101
0,25 p.g/larva (£0,174) b (£0,169) ab (£0,068) a (£9,211)a (£5,307)a
p <005 H=17476 | H=30,554 H=30,422 Z :8’52‘; l’j :8’522
p=0,008 p<0,0001 p<0,0001 16,33 6. 33

PT: postratamiento, TDP: Tiempo de desarrollo (dias) hasta alcanzar el estado de pupa, TDA: Tiempo de desarrollo
(dias) hasta alcanzar el estado adulto, PP: Peso de las pupas (mg), Fec: Fecundidad acumulada luego de 6 dias, Fert:
Fertilidad acumulada luego de 6 dias. Los datos corresponden a las medias (+ Error estandar). Las medias dentro de
cada columna seguidas de letras diferentes indican diferencias significativas (prueba de comparaciones multiples por
pares de Dunn, p < 0,05).

! Test de Kruskal-Wallis.

2 ANOVA de una via.
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Dicha diferencia puede adjudicarse al tratamiento con 6-metoxiflavona dado que solo en este caso
se observd un porcentaje importante de mortalidad larval, del 43,33%, dentro de los 5 dias
posteriores al tratamiento. Ademas, se observaron mayores tiempos de desarrollo hasta alcanzar
el estado de pupa y menores pesos pupales para el tratamiento con este compuesto a 0,25

ug/larva (Tabla 6.4).

Tiempos de desarrollo mayores con respecto al control y al resto de los tratamientos se
observaron también para las larvas tratadas con flavona a 0,125 y 0,25 pg/larva. En lo que
concierne a la fecundidad y fertilidad, no se observaron diferencias entre los tratamientos (Tabla

6.4).

Por tanto, en lo referente a este bioensayo, resulta relevante la accién insecticida de la 6-
metoxiflavona. Tanto la flavona como la 6-metoxiflavona no han sido evaluadas de manera tépica
sobre lepidépteros aunque si se han evaluado otros flavonoides. En este sentido, Moreira et al.
(2004), evaluaron sobre larvas de Diaphania hyalinata (Lepidoptera: Pyralidae), Dione juno juno
(Lepidoptera: Nymphalidae) y T. absoluta los compuestos 5,6,7,8,3’,4’,5’-heptametoxiflavona,
cumarina y 5,6,7,8,3’-pentametoxi-4’,5’-metilendioxiflavona. Las flavonas mostraron actividad
insecticida solo sobre D. juno juno mientras que la cumarina causé mortalidad de larvas de las tres

especies siendo la menos susceptible T. absoluta.

Estos resultados vuelven a poner en relieve no sélo la diversidad de respuestas de los insectos
frente a la amplia variabilidad estructural de las flavonas sino también la gran diversidad de

respuestas interespecificas frente a los mismos compuestos.
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Capitulo 7

Conclusiones
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De acuerdo a los resultados y la discusién de los mismos expuestos en los capitulos precedentes,

es posible concluir que:

Los heteropolidcidos con estructura de Preyssler, que se prepararon mediante técnicas que
implican etapas sencillas tanto en su preparacidn como en el aislamiento y la purificacidn, resultan
aplicables para la preparacion tanto de ésteres alquilicos sencillos de acidos cinamicos como de

flavonas.

En referencia a la preparacidon de cinamatos de alquilo, aquella realizada para el cinamato de
propilo resulté ser muy buena con cualquiera de los dos catalizadores heteropolidcidos. Esto se
debe probablemente a la mayor temperatura a la cual se desarrollé la reaccién con respecto a las
preparaciones de los otros cinamatos. Para el cinamato de propilo, los mejores rendimientos se
obtuvieron utilizando el heteropolidcido que posee molibdeno en su estructura. A su vez, en la
preparacion del éster etilico se observd que los rendimientos se reducen sustancialmente con
ambos catalizadores, manteniéndose un resultado levemente superior en el caso del
heteropolidcido con molibdeno. La diferencia entre ambos es atribuible a la presencia de un
atomo de molibdeno en la estructura del acido el cual modifica la simetria al incorporar un atomo
de menor radio atémico, hecho que aumenta la acidez del heteropolicompuesto. Para el cinamato
de metilo, no se observan diferencias sustanciales en los rendimientos obtenidos con los

diferentes catalizadores.

Con respecto a la preparacion de flavonas siguiendo la metodologia de Baker-Venkataraman, los
heteropoliacidos con estructura de Preyssler utilizados para catalizar la Ultima etapa de obtencion
de las flavonas permitieron obtener muy buenos rendimientos en un tiempo breve y sin involucrar

el uso de solventes.

Por otra parte, se optimizaron las condiciones para la reacciéon de ciclodeshidratacién de 2-
hidroxidibenzoilmetanos para dar flavonas usando como catalizador hidrogenosulfato de potasio.
Para ello, se tuvieron en cuenta diferentes variables: temperatura, tiempo de reaccién y cantidad
de catalizador. Las condiciones éptimas fueron: 120°C, 2 horas de reaccién y 200 mg de catalizador
para 0,5 mmol de sustrato (2-hidroxidibenzoilmetano). La reaccidn se realizd en ausencia de
solvente, el aislamiento fue muy sencillo, los productos se formaron con altos rendimientos sin
requerir de una ulterior purificaciéon, y el catalizador pudo ser reutilizado en cuatro reacciones

sucesivas sin que pierda actividad. Se concluye entonces que el hidrogenosulfato de potasio es un
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buen catalizador para la reaccion de formacién de flavonas a partir de 2-hidroxidibenzoilmetanos,
gue el procedimiento es de gran simpleza operativa, y que la reaccién es limpia, permitiendo
obtener muy buenos rendimientos de las flavonas deseadas resultando ser, por tanto, altamente

eficiente. Adicionalmente, el catalizador no involucra metales pesados.

En referencia a la evaluacién de la bioactividad, tanto los cinamatos de metilo y de etilo como la
flavona mostraron bioactividad sobre huevos menores a 24 horas de desarrollo de T. absoluta. Los
huevos tratados con ambos cinamatos a 500 ug/ml, mostraron un 100% de mortalidad mientras
que aquellos tratados con flavona a 250 y 500 pg/ml exhibieron, a su vez, un elevado porcentaje
de mortalidad: 73 y 77% respectivamente. Los preparados realizados de dichos huevos muestran,
para los que fueron tratados con ambos cinamatos, un detenimiento en el desarrollo embrionario
mientras que, para aquellos tratados con la flavona, no se observa tal efecto. Por tanto, si bien
ambos tipos de compuestos presentan un gran poder ovicida, el modo de accién resulta ser
completamente diferente. Para los cinamatos se propone, como posible explicaciéon a los
resultados observados, un bloqueo del intercambio respiratorio del embrién como consecuencia
del ingreso y permanencia de los compuestos en los aerdpilos, los cuales atraviesan el corion del
huevo (para la discusion ver Evaluacion de la actividad bioldgica de cinamatos de alquilo sobre
Tuta absoluta). En cambio para la flavona, se plantea una posible acumulacién del compuesto en
la capa epiembrionaria la cual, al disolverse previamente a la eclosién de las larvas, habria
permitido que el compuesto tome contacto con el embridon manifestando su efecto téxico por
contacto. A su vez, las larvas provenientes de huevos tratados con flavona a las concentraciones
mencionadas se encontraron muertas dentro de las primeras 24 horas post-eclosién. Dado que
tanto para poder emerger del huevo como para ingresar al meséfilo las larvas tuvieron que ingerir
algo de corion y de hoja de tomate tratados con el compuesto, se propone una intoxicacion tanto
por contacto como por ingestién para explicar la mortalidad de las larvas (para la discusion, ver

Evaluacién de la actividad bioldgica de flavonas sobre Tuta absoluta).

El efecto ovicida de los cinamatos mostrd ser dependiente de la concentracion dado que solo se
observo este efecto a la maxima concentracidon evaluada. Para la flavona, este efecto se observa
para las dos concentraciones mas altas utilizadas. En cambio, la 6-metoxiflavona no tuvo efecto
insecticida a ninguna de las concentraciones ensayadas sugiriendo que la presencia del grupo

metoxilo en la posicion 6 seria responsable de la pérdida de bioactividad del compuesto.
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Solo se evidenciaron efectos subletales en larvas provenientes de huevos tratados con menos de
24 horas de desarrollo, con cinamato de etilo a 375 pg/ml. Para este tratamiento, se observaron
tiempos mayores de desarrollo hasta alcanzar el estado de pupa y el de adulto, en un orden de dos
dias aproximadamente con respecto al control, y menores pesos de las pupas. Dado que las larvas
neonatas tuvieron como primer dieta alimento tratado durante las primeras 48 horas post-
eclosién, se propone que, a dicha concentracidn, el compuesto podria haber presentado un efecto
fagodisuasivo causando que las larvas ingieran menos alimento, lo cual podria haber causado los

menores pesos de las pupas y mayores tiempos de desarrollo observados.

Con respecto a los tratamientos realizados para evaluar la bioactividad de los cinamatos de metilo
y de etilo sobre larvas de segundo estadio se observd que, bajo los disefios experimentales
empleados, ninguno de los dos compuestos tuvo efecto insecticida. En cambio, se observé que
larvas expuestas a discos de hojas de tomate tratados con cinamato de etilo a 250 y 500 pg/ml
presentaron un menor consumo de alimento tratado mientras que aquellas expuestas a discos
tratados con cinamato de etilo a 100 pug/ml presentaron un consumo mayor. Este mayor o menor
consumo por parte de las larvas de segundo estadio no se vio reflejado en diferencias en los
tiempos de desarrollo, peso de las pupas ni sobre los pardmetros reproductivos evaluados. Por
tanto, se concluye que el cinamato de etilo a 250 y 500 pg/ml exhibié un efecto fagodisuasivo con
un indice de Inhibicién Alimentaria (I1A) del 53,8% a las 48 horas postratamiento. Este efecto
fagodisuasivo del cinamato de etilo fue observado ademds por otros investigadores que
experimentaron sobre lepiddpteros y coledpteros y, tal como se menciond anteriormente, fue
propuesto también en este trabajo de tesis para explicar los mayores tiempos de desarrollo y

menores pesos pupales de larvas provenientes de huevos tratados con este compuesto a 375

ug/ml.

En cambio, no se observan efectos significativos sobre el consumo ni sobre el tiempo de desarrollo
y parametros reproductivos, para ninguno de los tratamientos realizados con los cinamatos sobre
larvas de segundo estadio que se encontraban dentro del mesodfilo de los discos de tomate al
momento de ser tratadas, por lo que se concluye que los cinamatos de etilo y de metilo no tienen

accion translaminar.

A diferencia de lo observado para los cinamatos, los resultados de los tratamientos realizados para
evaluar la bioactividad de flavonas sobre larvas de segundo estadio muestran un importante

efecto insecticida. Larvas de segundo estadio que fueron expuestas a discos de tomate tratados
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con flavona y 6-metoxiflavona a 500 pg/ml mostraron un 33% y un 100% de mortalidad
respectivamente mientras que aquellas larvas que se encontraban dentro del meséfilo de los
discos al momento de ser tratadas mostraron un 100% de mortalidad con ambas flavonas a la
concentracion mencionada, expresando un menor consumo a las 48 horas postratamiento (lIA de
85% para la flavona y 78% para la 6-metoxiflavona) y el mayor porcentaje de mortalidad a las 72

horas postratamiento.

A su vez, para ambos tipos de ensayo, se observaron efectos subletales sobre el tiempo de
desarrollo. Asi, las larvas de segundo estadio que fueron expuestas a discos tratados con flavona a
400 y 500 pg/ml y con 6-metoxiflavona a 250 y 400 pg/ml mostraron tiempos de desarrollo
mayores hasta alcanzar el estado de pupa y el de adulto. El mismo efecto se observd para larvas
de segundo estadio que se encontraban dentro del meséfilo de los discos de tomate al momento

de ser tratadas con flavona a 250 y 400 pg/ml y con 6-metoxiflavona a 400 pug/ml.

Para ambos tipos de ensayo sobre larvas de segundo estadio se propone que las flavonas expresan
su toxicidad por ingestion no logrando las larvas, a la maxima concentracidon testeada,
detoxificarse de los compuestos observandose un 100% de mortalidad, excepto para el
tratamiento de exposicion de L, a discos tratados con flavona a 500 ug/ml. A 400 pg/ml, se
observaron mayores tiempos de desarrollo hasta alcanzar el estado de pupa y de adulto para

ambos ensayos y para ambas flavonas.

Los bioensayos para los cuales se observé muy baja bioactividad corresponden a los realizados por
aplicacién toépica sobre el cuarto estadio larval. En este sentido, los cinamatos de etilo y de metilo
no mostraron bioactividad significativa alguna, en cambio para el tratamiento con 6-metoxiflavona
a 500 pg/ml se observé un 43% de mortalidad mientras que las larvas sobrevivientes mostraron un

mayor tiempo de desarrollo hasta alcanzar el estado de pupa y lo hicieron con menores pesos.
En resumen:

- Los catalizadores heteropoliacidos con estructura de Preyssler resultan aplicables a la
preparacion de flavonas y cinamatos de alquilo de cadena corta. Para estos ultimos
solo se obtuvieron buenos rendimientos en la reacciéon de preparacidén del cinamato

de propilo.
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El hidrogenosulfato de potasio es un buen catalizador que permitié obtener altos
rendimientos de las flavonas preparadas, en reacciones limpias y de una gran simpleza
operativa, pudiendo ser reutilizado en cuatro reacciones sucesivas sin disminuir

practicamente su actividad.

Las flavonas presentan una variada e importante bioactividad sobre los diferentes
estados y estadios de T. absoluta evaluados, siendo por tanto mucho mds activas que
los cinamatos de metilo y de etilo. Dicha bioactividad se ve reflejada en un fuerte
poder insecticida a nivel de huevos y de larvas de segundo y cuarto estadios asi como
en la presencia de efectos fagodisuasivos y modificaciones en los tiempos de

desarrollo de larvas de segundo estadio.

El cinamato de etilo mostré una serie de bioactividades variadas (efecto ovicida,
efecto fagodisuasivo y extensién de tiempos de desarrollo) con respecto al cinamato
de metilo que solo mostrd efecto ovicida. Sin embargo, la bioactividad del cinamato
de etilo solo se expresd cuando los organismos contactaron con el compuesto sobre la
hoja de tomate no observandose bioactividad cuando se encontraron dentro de ella.
Dado que T. absoluta presenta un hdbito minador, de los cuatro compuestos
evaluados en esta tesis, los cinamatos de metilo y de etilo no resultan ser los mas

atractivos para el control de esta plaga.

En cambio, las flavonas mostraron una amplia gama de bioactividades sobre huevos y
larvas de T. absoluta siendo la 6-metoxiflavona la Unica de los cuatro compuestos
evaluados en mostrar accion insecticida sobre larvas de cuarto estadio. Se observo a
su vez una alta variabilidad de respuestas de acuerdo al estadio de desarrollo tratado.
Asi, el grupo metoxilo en posicién 6 parece haber disminuido el efecto ovicida que si
presentd la flavona sin sustituciéon pero incrementado el efecto insecticida sobre
larvas de segundo estadio. Por tanto, los diferentes estados de desarrollo de T.

absoluta no responden de igual forma ante los mismos compuestos.

De acuerdo al conocimiento de quien escribe, este trabajo constituye el primero en encontrar un

efecto ovicida de productos naturales sobre huevos de T. absoluta. Se considera necesario ampliar

perfil toxicoldgico de los diferentes compuestos aqui evaluados e incorporar otros,

fundamentalmente en lo concerniente a las flavonas, asi como estudios adicionales de su dinamica
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ambiental y comportamiento en condiciones de semicampo. En tal sentido, se estima factible Ia

continuidad de esta investigacion.
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