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Abstract: Phagodeterrence of extracts of Brugmansia candida (Solanaceae) on Hypsipyla grandella
(Lepidoptera: Pyralidae) larvae. Hypsipyla grandella is a key forest pest in Latin America and the Caribbean,
where it has precluded attempts to establish commercial plantations of mahoganies (Swietenia spp.) and cedars
(Cedprela spp.). In the search for methods to manage its larvae, being both preventative and cost-effective, as well
as based upon resources from tropical flora, the crude flower extract of angel’s trumpet, Brugmansia candida,
as well as four partitions thereof (water, hexane, dichlorometane, and ethyl acetate), were tested for phagodeter-
rence. Laboratory bioassays involved increasing concentrations of the crude extract (0.1, 0.3, 1.0, 3.2 and 10.0
% w/v) as well as each one of the partitions (in accordance to the yield obtained from the partitioning process).
A randomized complete block design, with four replicates, was used. H. grandella instar I1I larvae were exposed
for 24 h to Spanish cedar (Cedrela odorata) leaf discs dipped into the respective treatment, after which disc
consumption was measured. Strong phagodeterrence was detected at concentrations as low as 1.0 % y 0.122 %
w/v for the crude extract and the hexane partitions, respectively. In addition, a single bioassay was performed
to compare a single concentration (0.38 % w/v) of the alkaloid scopolamine, which reduced consumption in
90 % with respect to the controls. Also, mortality and sublethal effects were assessed in larvae exposed to the
crude extract, the hexane partition and scopolamine, with no evidence for them, which confirmed their phago-
deterrence. Moreover, the crude extract was submitted to a phytochemical screening by means of a number of
qualitative tests, which showed that alkaloids, tannins, triterpenes and cumarins were the most important second-
ary metabolites. Finally, the presence of scopolamine was confirmed in both the crude extract and the hexane
partition, by means of the gas chromatography-spectrometry (GC-MS) analytical method. It is recommended to
prepare a formulation of scopolamine plus some adjuvants, in order to test its effectiveness under greenhouse
conditions, as a first step to advance in the development of a commercial phagodeterrent. Rev. Biol. Trop. 66(1):
58-69. Epub 2018 March 01.

Key words: Hypsipyla grandella; mahogany shoot borer; Brugmansia candida; angel’s trumpet; phagodeter-
rence; scopolamine.

Entre los recursos presentes en los bosques
neotropicales, las caobas (Swietenia spp.) y los
cedros (Cedrela spp.) han sobresalido histori-
camente por la alta calidad de su madera, tanto
para ebanisteria como para construccion, lo
que explica la sobreexplotacion a que han sido
sometidas estas especies. Por tanto, para suplir

las necesidades de la industria, se ha intentado
establecer plantaciones extensas, pero sin éxito,
debido al dafio causado por Hypsipyla grande-
lla (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae), especie
nativa del Nuevo Mundo. En efecto, la larva
de este insecto barrena los brotes nuevos y, si
el brote terminal es atacado, el arbol se bifurca
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y ramifica, de modo que se malogra su valor
comercial (Schabel et al., 1999).

Desde hace medio siglo, en América Latina
y el Caribe se han realizado numerosas investi-
gaciones orientadas al manejo integrado de esta
plaga, pero esto no se ha logrado, debido sobre
todo al nivel de tolerancia tan bajo, pues basta
con apenas una larva por arbol para provocar
un dafio irreversible (Hilje & Cornelius, 2001).
No obstante, este fracaso reafirma la necesidad
de procurar un enfoque preventivo, dentro del
cual podrian ser utiles algunas sustancias que
interfieran con el comportamiento de buisque-
da o escogencia del hospedante por parte de
H. grandella, las cuales podrian incorporarse
como ingredientes activos de bioinsecticidas,
dentro de una estrategia preventiva para el
manejo de dicha plaga.

En tal sentido, hasta ahora se han detecta-
do sustancias fagodisuasivas o represoras de la
alimentacion de la larva en extractos de madera
y follaje del hombre grande (Quassia amara
L. ex Blom, Simaroubaceae) (Mancebo et al.,
2000), y en el follaje de la ruda (Ruta chalepen-
sis L., Rutaceae) (Mancebo et al., 2001; Soto et
al., 2007; Barboza et al. 2010a, 2010b).

Asimismo, con base en evidencias anecdo-
ticas de agricultores acerca del posible efecto
de la reina de la noche, Brugmansia candida
Pers. (Solanaceae) sobre los adultos de H.
grandella, se efectud una evaluacion preli-
minar con un extracto alcohdlico de flores de
dicha especie sobre la larva del insecto, la cual
reveld que causa efectos analogos a los extrac-
tos de las citadas plantas; cabe anotar que el
antiguo nombre de dicha especie era Datura
arborea Ruiz y Pavon.

Es oportuno mencionar que varias especies
de Brugmansia tienen importancia farmaco-
logica, ya que producen alcaloides del tropa-
no. Sin embargo, el fuerte interés comercial
en estos compuestos ha provocado un sesgo
en la investigacion, lo que se refleja en la
dificultad de hallar referencias sobre otras
familias de compuestos que podrian cumplir
otras funciones, incluyendo la defensa contra
insectos herbivoros, ya sea mediante toxicidad
o fagodisuasion.

Por tanto, el objetivo de esta investigacion
fue evaluar la posible actividad fagodisuasiva
del extracto crudo y de varias particiones fito-
quimicas de B. candida sobre la larva de H.
grandella, asi como determinar las familias de
metabolitos secundarios presentes en la flor de
dicha planta.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion: La preparacion del extracto
crudo y las particiones fitoquimicas, mas las
pruebas quimicas, se realizaron en los labora-
torios de la Escuela de Quimica de la Universi-
dad Nacional (UNA), en Heredia, Costa Rica,
en tanto que los bioensayos se efectuaron en el
Laboratorio de Entomologia del Centro Agro-
némico Tropical de Investigacion y Ensefianza
(CATIE), en Turrialba, Costa Rica. Asimismo,
las pruebas cromatograficas para la determi-
nacion de la presencia de escopolamina en las
particiones mas promisorias se realizaron en
el Laboratorio Nacional de Servicios Veterina-
rios (LANASEVE), del Servicio Nacional de
Salud Animal (SENASA), del Ministerio de
Agricultura y Ganaderia (MAG), en Heredia,
Costa Rica.

Para lograr mayor uniformidad en las
caracteristicas genéticas y la composicion qui-
mica de las flores requeridas para la prepa-
racion del extracto crudo, se recolectaron en
un solo sitio y en una sola fecha, al mediodia
del 11 de marzo del 2012. El sitio fue elegido
debido a la abundancia de plantas en floracion,
y correspondi6 a una finca cafetalera ubicada
en San José de la Montana, Barva, Heredia;
sus coordenadas son 1536 m de altitud, y
10°03°21”N & 84°06°37”0. Pertenece a una
zona con estacionalidad climatica, donde hay
cinco meses secos, y la precipitacion promedio
anual es de 2500-3000 mm. Asimismo, ahi
se presentan los suelos Typic Dystrandept y
Lithic Dystrandept, que corresponden con un
suelo oscuro y profundo, con buen contenido
de materia organica y bajo en bases, derivado
de cenizas volcanicas (Goémez, 1996).
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Obtencion del extracto crudo y de las
particiones de la flor de B. candida: Se evalud
el efecto fagodisuasivo del extracto crudo de B.
candida, siguiendo la metodologia empleada
por Barboza et al. (2010a). Los detalles de la
preparacion del extracto crudo en acetona y
las particiones (agua, hexano, diclorometano
y acetato de etilo), asi como de los procedi-
mientos de los bioensayos se encuentran en el
Apéndice Digital 1.
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Efecto del extracto crudo: En relacion
con el consumo por parte de las larvas, hubo
diferencias significativas entre los tratamien-
tos (F=22.48, g.1l.= 6, p < 0.0001) (Fig. 1A).
Los discos impregnados con las soluciones
correspondientes a los tres tratamientos de
mayor concentracion, tuvieron los menores
porcentajes de consumo, y no hubo diferencias
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Fig. 1. Consumo de discos foliares de cedro tratados con concentraciones crecientes del extracto crudo de la flor de B.
candida, en comparacion con los testigos absoluto (T.A.) y relativo (T.R.), al exponer larvas de instar III de H. grandella por
24 h (A), asi como la relacion entre ambas variables (B). En B, la linea continua muestra la tendencia esperada (estimada).
Fig. 1. Consumption of cedar leaf disks treated with increasing concentrations of a crude extract of B. candida flowers, in
comparison with the absolute (T.A.) and relative (T.R.) controls, when exposed to third-instar H. grandella larvae for 24
h (A), as well as the relationship between both variables (B). In B, the continuous line depicts the predicted (estimated)

response curve.
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entre ellos (p > 0.05); sin embargo, mostraron
diferencias con el tratamiento inmediatamente
inferior (p <0.5). Los testigos absoluto y relati-
vo no mostraron diferencias entre si, y tampoco
fueron estadisticamente diferentes del trata-
miento de menor concentracion (p > 0.05). Los
tratamientos a las concentraciones de 0.1 % y
0.3 % m/v no difirieron del testigo absoluto.
El mejor ajuste de la curva se encontr6 con
un modelo potencial (R? = 0.92) (Fig. 1B). En
esta, asi como en las demas curvas trazadas,
se relacioné el porcentaje de consumo como
variable dependiente, con las concentraciones
de los tratamientos aplicados, tanto de extracto
crudo como de sus particiones en cada caso
respectivo, las cuales corresponden a la varia-
ble independiente. La tendencia revela que al
aumentar la concentracion del extracto, el por-
centaje promedio de consumo foliar disminuye.
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Estos resultados muestran que el extracto
crudo de la flor de B. candida posee efecto
fagodisuasivo sobre la larva de H. grandella, y
que ello se manifiesta a una concentracion tan
baja como 1.0 % m/v.

Efecto de las particiones fitoquimicas:
En el caso del consumo de discos foliares de
cedro tratados con la particion de hexano, hubo
diferencias significativas entre los tratamientos
(Fig. 2A). Los discos impregnados con los tres
tratamientos de mayor concentracién mostra-
ron el menor porcentaje de consumo foliar y
fueron semejantes entre si (p > 0.05). Los dos
tratamientos de menor concentraciéon y los
testigos (relativo y absoluto) fueron semejantes
entre si (p > 0.05), pero difirieron (p < 0.05)
de los tres tratamientos de mayor concentra-
cidén. Asimismo, al aumentar la concentracion,
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Fig. 2. Consumo de discos foliares de cedro tratados con concentraciones crecientes de las particiones de hexano (A),
diclorometano (B), acetato de etilo (C) y acuosa (D) de un extracto flores de B. candida, en comparacion con los testigos
absoluto (T.A.) y relativo (T.R.), al exponer larvas de instar III de H. grandella por 24 h.

Fig. 2. Consumption of cedar leaf disks treated with increasing concentrations of hexane (A), dichlorometane (B), ethyl
acetate (C) and water (D) partitions of a B. candida flower extract, in comparison with the absolute (T.A.) and relative (T.R.)
controls, when exposed to third-instar H. grandella larvae for 24 h.
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Fig. 3. Relacion entre el consumo de discos foliares de cedro tratados con concentraciones crecientes de las particiones de
hexano (A), diclorometano (B), acetato de etilo (C) y acuosa (D) de un extracto flores de B. candida, al exponer larvas de
instar Il de H. grandella por 24 h. La linea continua muestra la tendencia esperada (estimada).

Fig. 3. Relationship between consumption of cedar leaf disks treated with increasing concentrations of hexane (A),
dichlorometane (B), ethyl acetate (C) and water (D) partitions of a B. candida flower extract, when exposed to third-instar
H. grandella larvae for 24 h. The continuous line depicts the predicted (estimated) response curve.

el porcentaje de consumo disminuy6. EI mode-
lo que presento la curva de mejor ajuste fue el
potencial (R? = 0.92) (Fig. 3A).

La fagodisuasion causada por la particion
de hexano fue muy evidente, asi como la mas
alta de los bioensayos especificos con parti-
ciones, a una concentracion de apenas 0.122
% m/v, con una media de consumo del disco
de 2.00 %, en contraste con el consumo mos-
trado por los testigos absoluto y relativo, que
mostraron valores de 13.53 % y 13.25 %, res-
pectivamente. El efecto fagodisuasivo se incre-
mento6 hasta alcanzar un minimo de consumo
de 0.35 %, a la mayor concentracion.

Con respecto al porcentaje de consumo de
los discos impregnados con los tratamientos
preparados con la particion de diclorometano,
hubo diferencias significativas (Fig. 2B). Los
testigos absoluto y relativo difirieron entre si
(p < 0.05). El testigo relativo fue semejante a
los tres tratamientos de menor concentracion

(0.003 %; 0.008 % y 0.025 % m/v) (p > 0.05).
El tratamiento de concentracion de 0.008 %
m/v fue similar a los dos tratamientos de mayor
concentracion que fueron aplicados (0.080 % y
0.249 % m/v) (p > 0.05), asi como al tratamien-
to inferior y al testigo relativo. Ademas, la curva
de mejor ajuste se hallé utilizando un modelo
polinémico (R*>= 0.97), donde se observa una
tendencia hacia la disminucion del consumo
conforme aumenta la concentracion (Fig. 3B).
Sin embargo, es oportuno resaltar que con
dicha particion, los discos foliares sufrieron
fitotoxicidad. En efecto, en el momento de la
evaluacion, una vez transcurridas 24 h después
de impregnados los discos, se detectd su dete-
rioro, con sintomas tales como la decoloracion
de los pigmentos propios de las hojas, asi como
el arrugamiento y la deshidratacion del tejido.
En cuanto al consumo de discos tratados
con la particiéon de acetato de etilo, hubo dife-
rencias significativas entre los tratamientos
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(Fig. 2C). Los testigos, tanto el absoluto como
el relativo, asi como los cuatro tratamientos de
menor concentracion, fueron semejantes entre
si (p > 0.05), pero difirieron del tratamiento de
mayor concentracion (p < 0.05). La curva que
aportd mejor ajuste fue la del modelo exponen-
cial (R? = 0.97) (Fig. 3C). Se observd que al
aumentar la concentracion de los tratamientos,
el consumo foliar tendi6 a disminuir.
Finalmente, hubo diferencias significati-
vas (Fig. 2D) entre el consumo de los discos
impregnados con los tratamientos de la parti-
cion acuosa. Ambos testigos fueron similares a
los tres tratamientos de menor concentracion (p
> 0.05), los cuales a su vez fueron semejantes
al tratamiento que se aplico al 1.510 % m/v (p
> 0.05); sin embargo, este ultimo no se aseme-
jo a los testigos utilizados (p < 0.05). Los dos
tratamientos de mayor concentracion utilizados
resultaron ser semejantes entre si (p > 0.05),
pero el inferior no difiri6 de los tratamientos de
concentraciones menores a éste. Asimismo, al
incrementarse la concentracion de la particion
se redujo el porcentaje de consumo. La curva
que present6 el mejor ajuste fue la que arrojo
el modelo exponencial (R? = 0.98) (Fig. 3D).

Bioensayo con un patrén de escopolami-
na: Los resultados de los promedios de consu-
mo foliar mostraron una marcada disminucion
en presencia del tratamiento que contenia el
alcaloide, con valores de 9.08 y 8.00 % para
los testigos absoluto (extracto crudo) y relativo
(particion de hexano), respectivamente, y de
apenas 0.90 % para el tratamiento de escopo-
lamina (Fig. 4).

En términos de mortalidad, no hubo dife-
rencias significativas entre los tratamientos, asi
como tampoco difirieron del testigo absoluto
(F=0.20, g.. = 3, p > 0.05). El porcentaje de
mortalidad vari6 entre 25 y 33 % para el testi-
go absoluto y el extracto crudo al 1.0 % m/v,
respectivamente. Todos los tratamientos mos-
traron un incremento en la mortalidad a partir
del sétimo dia después de la aplicacion de los
mismos, pero al completar 48 dias después de
la exposicion, la mortalidad se mantuvo cons-
tante en todos los casos.

12.00 —

9.00

6.00

Consumo de disco (%)

3.00 b

0.00

TA. T.R.
Tratamientos

0.38%

Fig. 4. Comparacion de los promedios de consumo en
discos foliares de cedro impregnados con escopolamina
(0.38% m/v) con los testigos absoluto (T.A.) y relativo
(T.R.), al exponer larvas de instar III de H. grandella por
24 h.

Fig. 4. Comparison of consumption averages of cedar leaf
disks treated with scopolamine (0.38% m/v) with absolute
(T.A.) and relative (T.R.) controls, when exposed to third-
instar H. grandella larvae for 24 h.

Por su parte, en cuanto a los efectos sobre
el desarrollo, no hubo diferencias significativas
entre los tratamientos, ni con el testigo abso-
luto, en la cantidad de individuos que consi-
guieron alcanzar el estado de pupa (F = 0.19,
g.l. = 3, p > 0.05), ni tampoco en cuanto a los
individuos que lograron emerger como adultos
(F=0.34, g.1. =3, p>0.05). De todas las pupas
obtenidas, apenas dos no lograron convertirse
en adultos, y correspondieron al tratamiento de
la particion de hexano, pero ello quiza obedecio
a otros factores, como su posible manipulacion
inadecuada. No hubo casos de adultos con
malformaciones.

Tamizaje fitoquimico de la flor de B.
candida: Los principales grupos de metabolitos
secundarios presentes en la flor de B. candida
correspondieron a acidos grasos, alcaloides,
compuestos reductores, cumarinas, esteroles
y/o triterpenos, polisacaridos y taninos (Cuadro
1, Apéndice Digital 2).
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Identificacion de la presencia de esco-
polamina en el extracto crudo de la flor de
B. candida y en su particion mas promiso-
ria: El cromatograma mostré un pico con un
tiempo de retencion (t) de 18.948 min, y su
espectro de masas coincidio con el registrado
para dicho compuesto, tanto en la biblioteca
del espectrometro de masas utilizado, como
en la base de datos espectral para compuestos
organicos SDBS (Spectral Database for Orga-
nic Compounds).

En cuanto al extracto crudo, el cromato-
grama mostr6 una sefial con un t_de 18.932
min (Fig. 5, Apéndice Digital 3), cuyo espectro
de masas, obtenido en modo de i6n selectivo,
mostrd un i6n molecular (M*) a 303 m/z (Fig.
6, Apéndice Digital 3). Asimismo, el croma-
tograma de la particion de hexano reveld una
sefial con un t_de 18.933 min (Fig. 7, Apéndice
Digital 3), y su espectro de masas también
mostré un i6n molecular (M™) a 303 m/z (Fig.
8, Apéndice Digital 3). Tanto el extracto crudo
como la particion de hexano exhibieron un pico
base en 94 m/z.

DISCUSION

Hubo un claro y definido efecto fago-
disuasivo del extracto crudo de la flor de B.
candida sobre las larvas de H. grandella, como
lo demuestra el hecho de que el consumo de
discos foliares de cedro a una concentracion
de 1.0% m/v no fue significativo en términos
estadisticos. Aunque a primera vista este dato
podria sugerir que mas bien hubo toxicidad,
esto se descarta, por cuanto la mortalidad de las
larvas no fue significativa una vez que fueron
transferidas a dieta artificial para que comple-
taran su desarrollo, ademas de que tampoco
mostraron efectos subletales (disminucion del
tamafio o del peso, tiempo de desarrollo mas
prolongado, o malformaciones anatomicas).

El hecho de que H. grandella muestre
especificidad o exclusividad por representantes
de la subfamilia Swietenioideae (Meliaceae),
de la que afecta 13 especies pertenecien-
tes a varios géneros (Becker, 1976), sugiere

que algunos principios quimicos presentes en
miembros de otras familias podrian actuar
como disuasivos, repelentes, reguladores del
crecimiento o insecticidas de dicho insecto. Sin
embargo, en evaluaciones de especies perte-
necientes a 16 familias (Hilje & Mora, 2006),
se han detectado efectos adversos en apenas
tres de ellas, de las familias Cucurbitaceae,
Rutaceae y Simaroubaceae. Al respecto, se
ha observado fagodisuasion en extractos de
0. amara y R. chalepensis (Mancebo et al.,
2000; 2001; Soto et al., 2007;, Barboza et al.,
2010a; 2010b), como se indicoé previamente,
a las cuales se suman los de frutos del tacaco
cimarréon, Sechium pittieri (Cogn.) C. Jeffrey
(Cucurbitaceae), que son toxicos para las larvas
(Mancebo et al., 2001).

Asimismo, de particular interés son tres
especies exoticas de la familia Meliaceae, con
las que H. grandella no ha tenido oportunidad
de coevolucionar, por ser un insecto de ori-
gen neotropical. De ellas, algunos triterpenos
(limonoides) presentes en la semilla del arbol
de nim (A4zadirachta indica A. Juss.) pueden
ser toxicos o reguladores del crecimiento de la
larva de H. grandella, dependiendo de como se
les formule (Mancebo et al. 2002). Asimismo,
Pérez-Flores et al. (2012) demostraron la pre-
sencia de alcaloides, limonoides y fenoles en
dos especies de meliaceas exoticas, los cuales
pueden afectar el consumo foliar, el peso de la
pupay la duracion del ciclo de vida de H. gran-
della; dichas especies son el cedro australiano,
Toona ciliata M.J. Roem var. australis (F.V.
Muell.) C. DC., y la caoba africana, Khaya
senegalensis (Desr.) A. Juss.

Aunque se ignora el mecanismo especifico
de seleccion del alimento por parte de la larva
de H. grandella, en sus maxilas hay receptores
con funcion sensorial, denominados sensillas
estiloconicas (Schoonhoven, 1980), lo que per-
mite suponer que son ellas las que permiten
detectar y evitar sabores desagradables.

Para retornar a los hallazgos con B. can-
dida, su comparacion con otros estudios se
complica, por la escasez de investigaciones al
respecto. En cuanto al efecto adverso de extrac-
tos de plantas del género Brugmansia sobre
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otros insectos, estos incluyen al coledptero
Tribolium castaneum (Abbasipour et al. 2011),
plaga de granos almacenados, a la mosca
Haematobia irritans (Cruz et al., 2011), de
importancia médico-veterinaria, asi como a las
termitas Copotermes gestroi y Cryptotermes
cynocephalus (Tarmadi et al., 2014). En estos
casos los estudios se limitaron a evaluar la acti-
vidad biologica de los extractos, sin determinar
la identidad de los compuestos causantes de
dicha actividad.

Al respecto, en los bioensayos especifi-
cos, la particion de hexano fue la que causd
mayores niveles de fagodisuasion. Bastdé una
concentracion de 0.122 % m/v para que se
expresara dicho efecto, con un consumo de
apenas 2 %, en tanto que a la mayor concen-
tracion (1.220 %) éste fue de 0.35 %. Por
tanto, es claro que los metabolitos secundarios
presentes en la particion de hexano son los que
poseen mayor actividad fagodisuasiva, y que
dicha actividad se asemeja a la hallada para el
extracto crudo. Este hallazgo coincide con el de
Barboza et al. (2010a), al evaluar el efecto de
un extracto crudo de ruda y de sus particiones
sobre la larva de H. grandella.

Asimismo, al igual que con el extracto
crudo, el modelo matematico utilizado para
analizar los datos, reveld que a partir de cierta
concentracion, la curva tiene una tendencia
constante y asintética, lo cual significa que
el consumo de los discos no varia significa-
tivamente en funcion de la concentracion de
la particion de hexano. Desde el punto de
vista practico, esta informacion podria ser
valiosa para la eventual formulacion de un
producto comercial.

En cuanto a las demas particiones, la acuo-
sa no contiene los metabolitos causantes de la
actividad fagodisuasiva, en tanto que con la de
acetato de etilo hubo fagodisuasion tinicamente
a la mayor concentracion (0.504 % m/v). Por su
parte, con la de diclorometano, es de suponer
que la fitotoxicidad sufrida por los discos los
torné en menos atractivos para las larvas; en
tales circunstancias, al igual que lo atestigua-
ron Barboza et al. (2010a), es dificil percibir el
verdadero efecto de los compuestos separados

en esta particion, no solo por esta fitotoxicidad,
sino incluso por algun efecto toxico que el pro-
pio solvente podria ejercer sobre las larvas. En
todo caso, no debe desestimarse el aporte que
algunas sustancias presentes en ellas pudiesen
causar como sinergistas, y aproximarse al efec-
to causado por el extracto crudo.

A proposito de los solventes empleados
en el proceso de extraccion, este es un factor
importante, ya que determina en gran parte la
obtencion de compuestos activos deseados, asi
como el grado de eficacia del proceso extracti-
vo. En tal sentido, el uso de acetona para prepa-
rar el extracto crudo se baso en sus propiedades
fisicas, que son similares a las del metanol o el
etanol, convencionalmente empleados en este
proceso. Ademas, hay beneficios adicionales,
como no formar azeo6tropos con el agua, como
lo hace el etanol, y su bajo punto de ebullicion;
esta ultima propiedad facilita su eliminacion
en el proceso de concentracion del crudo, lo
que acorta dicha etapa y disminuye el consumo
eléctrico asociado, sin alterar el perfil quimico
de los metabolitos obtenidos.

Los solventes utilizados en el proceso de
particionamiento se distinguieron entre si por
poseer distintas propiedades fisicas y quimicas,
de manera que permitieron la separacion de los
metabolitos secundarios segin la afinidad de
sus polaridades con cada uno de los solventes
empleados. Durante el particionamiento del
extracto crudo, se dieron pérdidas de masa
asociadas a multiples trasvases del material
de un contenedor a otro, lo cual es un factor
que, de manera inevitable, provoca una dis-
minuciéon en el porcentaje de rendimiento de
cada una de las particiones fitoquimicas. Por
su parte, la particion de mayor rendimiento
fue la acuosa, lo que obedece a la eleccion de
un solvente de naturaleza polar, que favorece
mayormente la extraccion de compuestos de
polaridad semejante.

Ahora bien, el tamizaje fitoquimico de la
flor de B. candida reveld la presencia meta-
bolitos secundarios tales como 4acidos grasos,
alcaloides, compuestos reductores, cumarinas,
esteroles y/o triterpenos, polisacaridos y tani-
nos, como se indicod previamente.
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De ellos, son de particular importancia los
alcaloides, por su abundancia en B. candida,
como lo demostraron Arteaga et al. (1993),
al igual que en sus congéneres B. arborea, B.
aurea y B. sanguinea; en las hojas y flores de
estas cuatro especies predominan la escopola-
mina y la atropina, y la apoescopolamina y el
6-B-hidroxi-3-a-tigloiloxitropano, aparecen en
menor cantidad. Por su parte, Otalvaro (2009)
document6 que B. candida es una rica fuente
de alcaloides tropanicos, muy utilizados en for-
mulaciones farmacoldgicas, como la atropina,
hiosciamina, anisodamina y escopolamina. Por
su parte, Eich (2008) indica que la escopola-
mina puede actuar como una neurotoxina, al
atacar el receptor de acetilcolina.

Se ha descubierto que algunos alcaloides
no poseen actividad farmacologica en mamife-
ros, y que varios de ellos son toxicos o fagodi-
suasivos para insectos (Buchanan et al., 2000).
Asimismo, Alves et al. (2007) observaron que,
al ser atacadas por herbivoros, varias especies
de Brugmansia incrementan la produccion de
alcaloides en el area afectada, lo que sugie-
re que actuan como compuestos defensivos;
dichos autores también reportaron que las
larvas del lepidoptero Spodoptera frugiperda
(Noctuidae) sufrieron inhibiciéon en su desa-
rrollo, e inclusive la muerte, al consumir hojas
de B. suaveolens.

En la presente investigacion, las pruebas
para alcaloides permitieron detectarlos tinica-
mente en la particion de hexano. Este resultado
no necesariamente demuestra su ausencia en
los extractos etanolico y acuoso, ya que es posi-
ble que la concentracion de alcaloides en ellos
haya sido baja por lo que podrian haber pasado
desapercibidos. Al respecto, a pesar de que los
alcaloides en forma de base son poco solubles
en agua (Arango, 2008), en la naturaleza los
derivados del tropano se encuentran mayor-
mente en forma de sales (Bruneton, 2001).

Asimismo, debe considerarse que la com-
posicion fitoquimica de las plantas varia depen-
diendo de multiples factores, como el tipo de
suelo, la época del afio y el clima, asi como de
otros tan sutiles como la hora de recoleccion
de la muestra. Estas variables pueden influir no

solo en la composicion quimica de la planta,
sino que también en la distribucion de los meta-
bolitos en las distintas partes de la misma y la
forma en que éstos se encuentran (como base,
o bien como la sal correspondiente) dentro de
ella, en determinado momento.

Ademas, result6 muy reveladora la pre-
sencia de alcaloides en la particiéon de hexano,
puesto que en los bioensayos generales, dicha
particiéon mostr6 la mayor actividad fagodisua-
siva contra H. grandella. Esto sugiere fuer-
temente que este grupo de metabolitos tiene
relacion con tal actividad, pero la naturaleza
de esta investigacion no permite determinar
si se debe especialmente a la presencia de
alcaloides o a una accion sinérgica con otras
familias de compuestos también presentes en
la particion de hexano.

Al respecto, cabe destacar que en algu-
nas familias detectadas mediante el tamizaje
fitoquimico hay compuestos con funciones
defensivas contra insectos, incluyendo algunas
cumarinas, triterpenos y taninos (Buchanan
et al., 2000). Pero para definir si la actividad
detectada obedece sobre todo a la accion de esta
familia de sustancias, es necesario realizar una
evaluacion mas exhaustiva, la cual involucra
procesos de fraccionamiento mas finos. Aun
asi, el tamizaje fitoquimico realizado marca el
inicio que permitiria orientar dichos procesos.

En todo caso, a propdsito de alcaloides, fue
posible confirmar la presencia de la escopola-
mina en el extracto crudo, asi como en la par-
ticion de hexano. El i6n molecular encontrado
en ambos espectros de masas coincidio con la
masa molecular de la escopolamina. Ademas,
los iones caracteristicos seleccionados en el
modo de i6n selectivo para el espectro de
masas del extracto crudo, conservan la misma
relacion de intensidad que los que se hallaron
en el espectro de masas de la particion de
hexano. Esto indica que, durante el proceso de
descomposicion de las moléculas irradiadas,
las fracciones mas estables son las mismas en
ambas muestras. Lo anterior valida que dichos
fragmentos corresponden a la desintegracion de
la misma molécula.
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Asimismo, el patron de fraccionamien-
to hallado en ambos analisis mostrd senales
caracteristicas que coinciden con el que se ha
observado para la escopolamina. En ambas
muestras se encontraron sefales en 154 m/z,
la cual corresponde a la fragmentacion de la
molécula en su enlace éster, al perder la unidad
C,H,0,. Otra sefal que destaca es la que se
encuentra en 138 m/z, resultante de la pérdida
de una unidad CyH,0,, que corresponde al
acido tropico. Ambos picos corresponden a
pérdidas de fragmentacion caracteristicas de la
escopolamina (Wang et al., 2012).

Es pertinente mencionar que Stashenko
y Martinez (2012) determinaron la presencia
de escopolamina en muestras de extractos
obtenidos mediante fluidos supercriticos (CO,)
provenientes de flores de B. suaveolens, y
comprobaron que los resultados de sensibilidad
obtenidos en este modo de deteccion pueden
sobrepasar en hasta 100 veces la sensibilidad
obtenida regularmente.

Ahora bien, los resultados obtenidos en
la presente investigacion con la escopolamina
(0.38 % m/v) como fagodisuasivo, fueron
muy claros y definidos, pues redujo en 90 %
el consumo de discos foliares, en compara-
cion con los testigos. Este hallazgo, ademas
de aportar nuevo conocimiento en cuanto a
la actividad de los alcaloides especificos en
insectos, tiene gran valor practico, pues la
escopolamina, en combinacién con coadyuvan-
tes apropiados, podria ser formulada como un
fagodisuasivo comercial.

Sin embargo, obviamente, antes seria nece-
sario determinar la dosis minima del alcaloide
que deberia contener el producto formulado,
asi como el posible efecto sinergista de algunos
coadyuvantes, ya sea de otro origen, o de otras
familias de compuestos también presentes en la
flor de B. candida. Al respecto, es preciso indi-
car que aunque conocer de manera particular
los distintos grupos funcionales causantes de
fagodisuasion seria valioso, tanto en términos
cientificos como practicos, se ha observado que
al evaluar compuestos fagodisuasivos de mane-
ra individual, en la misma concentracion en la
que se encuentran en la planta, éstos tienden a

ser menos activos que al ser aplicados de forma
conjunta (Warthen, 1990).
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RESUMEN

Hypsipyla grandella es una plaga forestal clave
en América Latina y el Caribe, donde ha impedido todo
intento de establecer plantaciones comerciales de caobas
(Swietenia spp.) y cedros (Cedrela spp.). En la busqueda
de métodos de manejo de sus larvas, que sean preventivos
y rentables, asi como basados en recursos de la flora tro-
pical, fue evaluada la actividad fagodisuasiva del extracto
crudo y de cuatro particiones fitoquimicas (agua, hexano,
diclorometano y acetato de etilo) de la flor de reina de la
noche, Brugmansia candida (Solanaceae). Se efectuaron
bioensayos de laboratorio con concentraciones crecien-
tes del extracto crudo (0.1; 0.3; 1.0; 3.2 y 10.0 % m/v)
y con cada una de las particiones (segun el rendimiento
del proceso de particionamiento). Se utilizé un disefio de
bloques completos al azar, con cuatro repeticiones, y se
expusieron larvas de instar III de H. grandella a discos
de cedro amargo (Cedrela odorata) impregnados con el
respectivo tratamiento, por 24 h. Se midié el porcentaje
de consumo de cada disco. El extracto crudo y la particion
de hexano, mostraron un evidente efecto fagodisuasivo a
partir de concentraciones de 1.0 % y 0.122 % m/v, respec-
tivamente. También se realizé un bioensayo para comparar
una sola concentracion (0.38 % m/v) del alcaloide esco-
polamina, el cual redujo en 90% el consumo con respecto
a los testigos. Asimismo, se evalud la mortalidad y los
efectos subletales en larvas expuestas al extracto crudo, la
particion de hexano y la escopolamina, pero no hubo evi-
dencias de ellos, lo que confirm6 su accion fagodisuasiva.
Ademas, se realiz6 un tamizaje fitoquimico del extracto
crudo, y mediante pruebas cualitativas se determind que
los alcaloides, taninos, triterpenos y cumarinas fueron los
metabolitos secundarios mas importantes. Finalmente,
se confirmoé la presencia de la escopolamina tanto en el
extracto crudo como en la particion de hexano, mediante
el método de cromatografia de gases acoplado a un espec-
trometro de masas (GC-MS). Se recomienda preparar una
formulacién de escopolamina mas algunos coadyuvantes,
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y evaluar su eficacia en condiciones de invernadero, como
un primer paso para avanzar en el desarrollo de un fago-
disuasivo comercial.

Palabras clave: Hypsipyla grandella; barrenador de las
melidceas; Brugmansia candida; reina de la noche; fagodi-
suacion; escopolamina.
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