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1. CONTROL DE INSECTOS PLAGA

El phylum Arthropoda, con mas de un millén de especies descritas, es el filo del reino animal
mas grande, englobando aproximadamente el 80% de todas las especies pertenecientes a
dicho reino (Zhang, 2011; Zhang, 2013). Dentro de éste, la clase Insecta representa el 80% de
todos los artrépodos con un total de 1.070.781 especies conocidas (Zhang, 2013). Los insectos
estdn presentes en todos los ecosistemas terrestres desempenando importantes funciones
ecoldgicas, como la polinizacién y la descomposicidn de la materia organica, ademds de estar
en constante interaccién con las actividades humanas. Asi, algunos de ellos son beneficiosos
para el hombre, como los productores de seda y miel, mientras que otros provocan perjuicios
como la transmision de enfermedades y pueden ser causantes de importantes plagas para la
agricultura y bosques (Leal, 2013).

La Real Academia define el término plaga como una “aparicion masiva y repentina de seres
vivos de la misma especie que causan graves dafios a poblaciones animales o vegetales”. Esta
definicion ha evolucionado hoy en dia hasta entenderse como una situacién en la que una
especie animal provoca dafios fisicos y econémicos a los intereses de las personas, como salud,
animales domésticos, medios naturales, cultivos, etc. (https://boletinagrario.com/ap-
6,plaga,959.html).

Desde que el hombre se convirtié en agricultor ha tenido que combatir las plagas que atacaban
a sus cultivos y productos almacenados. A lo largo de la historia, distintas civilizaciones han
hecho uso de sustancias con actividad insecticida y rodenticida para atenuar el efecto de las
plagas, como el azufre, arsénico, algunos compuestos de fésforo, y derivados de plantas como
la nicotina y el piretro, asi como ciertas técnicas culturales (Arata, 1986; Panagiotakopulu et
al., 1995; Kogan, 1998). A principios del siglo XIX y debido a la revolucién industrial y al
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aumento de la poblacidén mundial, la agricultura adquirié un cierto caracter “industrial” y se
desarrollaron una serie de sustancias téxicas para combatir las plagas, en su mayoria sales de
metales pesados, como el arseniato de plomo, 4cido cianhidrico o el acido carbdlico (Arata
1986). Con el avance de la ciencia el nimero de productos empleados en agricultura aumento,
produciéndose una verdadera explosion a partir de la Il Guerra Mundial, cuando el cientifico
suizo Paul Hermann Miiller descubrié el diclorodifeniltricloroetano o DDT (1939). Tras este
descubrimiento surgié una potente industria destinada a la sintesis de productos quimicos y su
uso en agricultura se expandid rapidamente, apareciendo insecticidas conocidos como de
segunda generacion: los organofosforados, organoclorados y carbamatos. Estas sustancias se
empleaban de forma indiscriminada sobre grandes extensiones de terreno que buscaban la
aniquilacién total de la plaga, conociéndose hoy en dia como lucha sistémica. Unos afos
después empezaron a hacerse publicos los efectos negativos ocasionados por este tipo de
lucha, como la contaminacidn ambiental, el desarrollo de resistencias, resurgimiento de la
plaga, y peligro para la salud publica, y junto con la aparicién del movimiento ecologista, se
paso a lo que se conoce como lucha dirigida o manejo supervisado de insectos. En ésta y bajo
el consejo de especialistas se redujo el uso de estas sustancias a parcelas concretas basandose
en el muestreo de la poblacién plaga y de sus enemigos naturales, lo que se tradujo en una
mayor eficacia en el tratamiento y reduccidn de costes y efectos adversos. Es en este
momento cuando se introdujeron por primera vez los términos umbrales de tratamiento,
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toxicidad, proteccién de la fauna auxiliar y buenas practicas agricolas (Ehler, 2006). Este tipo
de lucha ha evolucionado hasta hoy en dia en lo que se conoce como control integrado de
plagas (Integrated Pest Management, IPM), que se basa en un conjunto de métodos
mecanicos, bioldgicos, quimicos y practicas culturales, respetuosos con el medio ambiente y
que tratan de mantener las poblaciones de organismos perjudiciales en niveles inferiores a los
gue causan dafos econdmicos o pérdidas inaceptables. Dentro de los métodos de control
utilizados, algunas de las alternativas de gran potencial para el control de plagas de insectos, y
de las que tratara la presente tesis, son el uso de semioquimicos y de productos derivados de
plantas.

1.1. USO DE SEMIOQUIMICOS

Los semioquimicos son sustancias que interfieren en la comunicacidon entre organismos, y
pueden clasificarse en feromonas y alelomonas. Los alelomonas son sefiales quimicas de
comunicacion interespecificas que son emitidas por organismos de una especie y captadas por
individuos de otra distinta. A su vez, los alelomonas pueden diferenciarse en alomonas,
cairomonas y sinomonas, en funcién de si estas sustancias quimicas benefician al emisor, al
receptor, o a ambos organismos, respectivamente. Por otro lado, las feromonas son sustancias
emitidas por animales de una especie que provocan una reaccidon determinada en individuos
conespecificos. Estas pueden ser de diversos tipos (sexuales, de agregacién, de alarma, etc.)
en funcién del cambio comportamental que desencadene en el receptor (Gordh & Headrick,
2001).

La primera feromona sexual identificada por Butenandt y colaboradores en 1959 fue el
bombicol, producido por la especie Bombyx mori, (Butenandt et al., 1959). Desde entonces,
debido al interés generalizado por encontrar alternativas mas respetuosas con el medio
ambiente y métodos mas selectivos que los insecticidas convencionales, se han llevado a cabo
un gran numero de estudios que han permitido la identificacion de numerosas feromonas y
otros semioquimicos para monitorear la presencia y abundancia de insectos, asi como para
proteger a plantas y animales de su ataque (Witzgall et al., 2010). Los érdenes Lepidoptera y
Orthoptera incluyen un gran numero de especies responsables de grandes pérdidas
econdmicas, de las que se ha determinado su feromona sexual y que ha resultado util en
estrategias de control integrado (Mitchell et al.,, 1983; Hunter 2004). En la actualidad se
utilizan las feromonas sintéticas que presentan distintas aplicaciones en funcién del grado de
infestacion a tratar (Witzgall et al., 2010). Una de las aplicaciones mas extendidas y exitosas
de las feromonas sexuales es la deteccion y monitoreo de una poblacidon en cultivos o
invernaderos, que nos permite estimar la abundancia de la especie a combatir para decidir
posteriormente qué medidas de control se van a utilizar, incluso cuando la densidad es baja.
Otra aplicacion de las feromonas es la que se conoce como trampeo masivo, estrategia en la
gue se colocan numerosas trampas cebadas con atrayente para uno de los dos sexos, en
general machos, en combinacién con un insecticida, para disminuir la descendencia en la
proxima generacion. Otra alternativa es la confusidn sexual, en la que se satura el ambiente de
feromona sintética, de manera que los individuos no puedan localizar la que emite el sexo
opuesto.
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En ocasiones, la aplicacion de feromonas para el control de determinadas plagas presenta
limitaciones, como un elevado coste final, mayor que el de los propios pesticidas, o la
atraccion de nuevos individuos de poblaciones vecinas. Alternativamente, pueden utilizarse
compuestos sintéticos con estructura similar a las feromonas naturales pero con
modificaciones estructurales que son capaces de interferir en la comunicacién quimica entre
sexos (Renou & Guerrero, 2000). Las cetonas fluoradas derivan de la sustitucién del grupo
acetato presente en muchos compuestos feromonales por un trifluoroacilo, y se sabe que
bloquean de forma reversible el centro activo de las esterasas encargadas de la degradacidn
de estos acetatos, lo cual es necesario para un correcto funcionamiento del mecanismo
olfativo (Rosell et al., 1996; Renou et al., 1997). El centro activo de estos enzimas se caracteriza
por presentar una triada de los aminodcidos serina-aspartato-histidina, siendo la serina la
diana de inhibidores feromonales tanto reversibles como irreversibles (Duran et al., 1993;
Rosell et al., 1996). Las cetonas fluoradas forman un enlace covalente con un residuo de serina
originando un aducto de geometria tetraédrica andlogo al que se produce durante el proceso
de hidrélisis del acetato (Figura 1.1). La elevada electronegatividad del flior y su capacidad
para formar puentes de hidrégeno confieren a las cetonas fluoradas la posibilidad de formar
hidratos estables en solucidon acuosa, aumentando la afinidad por el residuo de serina del
centro catalitico de la esterasa (Figura 1.1) (Gelb et al., 1985; Rosell et al., 1996). Debido a esta
unién reversible con el centro activo, a diferencia de pesticidas quimicos como los
organofosforados cuya unién es irreversible, este tipo de moléculas son una alternativa
interesante para el control biorracional de plagas.
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Figura 1.1. Mecanismo de accion propuesto de las trifluorometilcetonas sobre el centro activo de las
esterasas.
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1.2. PRODUCTOS DERIVADOS DE PLANTAS

Existe una gran cantidad de productos naturales derivados de plantas que forman parte de la
defensa quimica que han adquirido los vegetales a lo largo de millones de afios de evolucion
para defenderse de herbivoros y patdgenos. Estos productos son capaces de alterar el
comportamiento de los insectos de formas muy diversas al poseer actividad insecticida,
repelente, supresora o disuasiva de la alimentacidn o de la oviposicidn, etc. (Horowitz et al.,
2009).

El empleo de insecticidas botdnicos es muy antiguo, remontdndose a la antigua China, Egipto,
Grecia y la India, siendo su uso también muy frecuente en Europa y Norte América, hasta la
aparicion de los plaguicidas sintéticos (Isman, 2006). En los ultimos afios, en busqueda de
alternativas mds respetuosas con el medio ambiente se han llevado a cabo un gran nimero de
estudios con cientos de compuestos aislados a partir del metabolismo secundario de las
plantas que han mostrado actividad plaguicida. Asi, actualmente se utiliza entre otros, 4 tipos
de productos derivados del metabolismo secundario de las plantas para el control de plagas:
piretro, rotenona, neem y aceites esenciales (Isman, 2006; Pérez, 2012).

- Piretro: Es una oleorresina extraida de flores secas de Tanacetum cineraiaefolium (Asteraceae)
cuyos principios activos son seis esteres producto de la reaccién de los acidos crisantémico
y piretroico con los alcoholes piretrolona, cinerolona y jasmololona. Entre ellos los que se
forman por la reaccidn de los acidos con la piretrolona se conocen como piretrina | y I,
respectivamente. Poseen una rdpida accién neurotdxica bloqueando los canales de sodio
presentes en los axones neuronales, lo que provoca el cese del vuelo en insectos
voladores, convulsiones e hiperactividad. El mecanismo de accién de las piretrinas es
cualitativamente similar al del DDT y otros insecticidas organoclorados, y son
moderadamente tdxicas para mamiferos. Ademas son labiles en presencia de la luz UV,
por lo que su uso en el campo es limitado (Pérez, 2012).

- Neem: De las semillas del arbol Azadirachtina indica (Meliaceae) se obtiene un aceite y
extracto ricos en el triterpeno azadiractina. Esta sustancia es capaz de inhibir la sintesis y
liberacion de las hormonas implicadas en la muda, provocando una muda incompleta en
insectos inmaduros y esterilidad en individuos maduros, ademas de ser un potente
inhibidor de la alimentacidon en muchos insectos (Isman, 2006). Esta sustancia no es toxica
para mamiferos, peces y polinizadores; pero se degrada rapidamente también por la
accion de la luz solar y su proceso de refinamiento es muy costoso, por lo que no tiene
mucho éxito comercial, aunque existen insecticidas basados en este principio activo en
Estados Unidos y la Unidn Europea.

- Aceites esenciales: Son mezclas complejas de monoterpenos, fenoles y sesquiterpenos
obtenidos a partir de plantas de distintas familias, y especialmente abundantes en la
familia de las labiadas. Actuan rdpidamente sobre sobre el sistema octopaminérgico de los
insectos, por lo que tienen un efecto neurotdxico (Enan, 2001; Kostyukovsky et al., 2002),
o bloqueando los canales GABA (Priestley et al., 2003). Estas sustancias no solo afectan a
los insectos, sino que muchas de ellas también tienen propiedades antifingicas y
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antibidticas. Su capacidad para actuar sobre un amplio espectro de especies implica que
pueden afectar también a polinizadores y enemigos naturales de las plagas que se quieren
combatir. Es de resefiar que aunque en general los aceites esenciales no son tdxicos sobre
mamiferos, algunos de sus terpenoides en estado puro si son moderadamente tdxicos, lo
gue representa un inconveniente afiadido junto con su alta volatilidad.

- Rotenona: Es un isoflavonoide producido por las raices o rizomas de legumbres tropicales
del género Derris, Lonchocarpus y Tephrosia. Es un téxico mitocondrial que bloquea la
cadena de transporte electrénico e impide la produccién de energia en insectos una vez
que ha sido ingerido. En su forma pura posee una toxicidad equiparable al DDT y otros
insecticidas sintéticos, aunque es mucho menos téxico en las formulaciones en las que se
usa (Pérez, 2012).

Ademas de los 4 tipos de productos resefiados, existen otros derivados de plantas con
propiedades insecticidas sobre diversas especies plaga, como la nicotina y otros alcaloides
relacionados, asi como otros muchos obtenidos de plantas pertenecientes a las familias de las
annondceas y melidceas (Isman, 2006).

2. SISTEMA OLFATIVO EN INSECTOS

El sistema olfativo en insectos juega un papel fundamental para su supervivencia, puesto que
estd involucrado en aspectos tan importantes como la bdsqueda de alimento, de individuos
conespecificos para la reproduccion, o de un lugar idoneo donde ovipositar (Visser, 1986;
Hansson, 2002).

Los principales drganos de olfaccion tanto en lepidépteros como en otros 6rdenes de insectos
son las antenas, donde se encuentran situadas las sensilas olfativas (Hansson, 1995). Segun su
morfologia externa, las sensilas se clasifican en tricoidea, basicénica, coelocdnica y auricilica; y
estan involucradas en funciones de mecano-, quimio-, termo- e hidrorrecepcidn, entre otras
(Wee et al., 2016). Normalmente, la percepcion de feromonas y olores de plantas se lleva a
cabo por sensilas de tipo tricoideo, basiconico y coelocdnico, presentando diferencias en su
distribucidon, numero de poros, e incluso dimorfismo sexual (Su et al., 2009). A pesar de esta
variedad de formas, todas las sensilas presentan la misma estructura interna. En su interior, se
encuentran una o varias células sensoriales, con los somas situados en la base de la sensila,
bafiadas por la linfa sensilar y rodeadas por tres células auxiliares: tocdgena (To), termdgena
(Th) y tricdgena (Tr), que son las encargadas de la regulacion de la concentracion de iones en la
linfa y la formacién de la sensila (Figura 1.2). Del soma celular parten dendritas que llegan
hasta el lumen del interior de la sensila, y un axén que se une a otros procedentes de nuevas
células sensitivas formando el nervio antenal que llega hasta el I6bulo olfativo, situado en el
deutocerebro. En el Iébulo antenal podemos distinguir estructuras esféricas llamadas
“glomérulos”, que son zonas de intensa actividad sinaptica donde se concentran las uniones
entre los axones de los receptores y los somas de las interneuronas (Figura 1.3). En aquellas
especies que utilizan feromonas sexuales de largo alcance, los machos han desarrollado el
complejo macroglomerular (macroglomerular complex, MGC), que es un conjunto de
glomérulos caracteristico situado a la entrada del I6bulo antenal. Las hembras no presentan
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esta estructura, pero en aquellas especies capaces de detectar su propia feromona, se ha
observado que los axones de los receptores antenales llegan hasta un glomérulo ordinario
también situado en la entrada del I6bulo antenal, como ocurre en los machos (Hansson, 1995;
Hansson, 2002).

Neurona olfativa Cuticula sensilar

Dendrita

Linfa
sensilar

Cuticula

o€ E —

OBP ODE OR SNMP

| Poro

vvva‘va

Molécula  nolécula de
de olor olor degradada

Figura 1.2. Esquema de una sensila tricoidea tipica de una antena de polilla y del modelo propuesto para
el modo de accidn de las OBPs. Las moléculas de feromona y otros semioquimicos penetran en el lumen
donde son solubilizadas en la linfa y transportadas gracias a las OBPs hasta el receptor (OR) presente en
la membrana de las dendritas de las células sensoriales. Tras la interaccion con la neurona, la molécula
de olor es degradada por las ODEs.

La cuticula de la sensila esta perforada, lo que permite el paso de las moléculas odoriferas
presentes en el medio al interior de la misma, que estd llena de linfa sensilar (Figura 1.2). Aqui
se halla una serie de proteinas que facilitan la detecciéon y transporte de las moléculas
odoriferas, siendo las principales proteinas los receptores olfativos (odorant receptors, ORs),
las proteinas de unidn a las moléculas de olor (odorant binding proteins, OBPs) y los enzimas
degradadores de olor (odorant degrading enzimes, ODEs); aunque existen otros tipos, como
los receptores ionotrdpicos (ionotropic receptor, IRs) y proteinas de membrana de las
neuronas sensoriales (sensory neuron membrane proteins, SNMPs) (Hansson, 1995; Leal,
2005; Leal, 2013). Cuando las moléculas de olor penetran en el lumen se unen a las OBPs
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presentes en la linfa, que facilitan su transporte hasta los ORs localizados en la membrana de
la dendrita. Las OBPs se dividen en dos grupos en funcién del tipo de molécula que transporte;
si esta molécula es una feromona se denominara proteina de unién a feromona (pheromone
binding protein, PBP), mientras que si la molécula transportada es un olor mas general como
los procedentes de las plantas hospedadoras, se denomina proteina de uniéon a moléculas
odoriferas generales (general odorant binding protein, GOBP). Una vez que la OBP se une al
receptor, se desencadena una cascada de sefiales en el interior de la dendrita produciendo
cambios transduccionales que provocaran cambios en el potencial de accién a lo largo de la
membrana de la neurona, transmitiendo el estimulo hasta el sistema nervioso central (SNC)
donde la informacion sera procesada. Una vez desencadenado el estimulo, la molécula es
degradada por las ODEs para dejar libre el receptor para futuras moléculas y el insecto pueda
asi seguir recibiendo sefiales de manera continua (Figura 1.2). La expresion de OBPs y ODEs se
encuentra regulada por esteroides y ecdisteroides durante el desarrollo tardio del adulto
(Hansson, 1995; Leal, 2005; Leal, 2013).
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| olfativos

e X > Antena
// Y
Moléculas de [/ * o! ) Neuronas
olor \. 3 »\ l‘ receptoras
*. * I
N\ » "/ h
e/
InLerneuronas
2 !
Lobulo i’ GLOMEF{UL
antenal
l - l
l Neuronas de proyeccién
Y YY
Entrada Entrada
‘ Protocerebro ‘
mecanosensorial visual

Sistema motor]

Figura 1.3. Esquema de la integracidn olfativa en insectos adultos segiin De Jong & Visser (1988). Los
semioquimicos son detectados por sensilas de la antena, donde la sefial quimica percibida es
transformada en una respuesta bioeléctrica en las neuronas receptoras, la cual es transmitida a través
del axon hasta el I6bulo antenal, donde en funcion de la naturaleza de la molécula odorifera la senal es
transmitida al MGC o a los glomérulos, donde se produce una sinapsis con interneuronas locales. Una
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vez procesada la informacidn olfativa, la sefial pasa a través de neuronas de proyeccion hasta centros
superiores del protocerebro, donde se integra con informacién procedente de otros tipos de estimulos
(visual, mecanosensorial,...), generdndose una respuesta que sera emitida al sistema motor.
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