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INHIBICION DE LA ACETILCOLINESTERASA A PARTIR DE EXTRACTOS ORGANICOS DE CORALES
BLANDOS COMO POTENCIAL PARA EL CONTROL DE LA MOSCA BLANCA
Trialeurodes vaporariorum

Angie Patricia Duarte Tayo

RESUMEN
Los corales blandos son organismos importantes de la fauna marina caribefia y representan un alto
potencial de aprovechamiento ya que compuestos aislados de ellos presentan actividad biolégica
significativa incluyendo actividad inhibitoria de la acetilcolinesterasa (AChE). Los inhibidores de la
AChE (AChEI), tienen un gran interés en la industria agroquimica como potenciales plaguicidas, por
sus efectos negativos sobre el sistema nervioso de los insectos causando toxicidad y muerte. La
mosca blanca de los invernaderos Trialeurodes vaporariorum, es una de las plagas mas importantes
en los cultivos horticolas en Colombia, por esta razén se constituye en un organismo modelo para
evaluar sustancias de origen natural que puedan contribuir a su control. Se evalué la actividad
inhibidora de la acetilcolinesterasa (AChEI) a partir de extractos organicos de 16 especies de corales
blandos de Santa Marta y Providencia. Los extractos se evaluaron mediante el ensayo de
bioautografia de Marston. Si bien todos los extractos de corales blandos mostraron actividad AChEl,
los extractos de Eunicea palmeri (P), Pseudoplexaura sp. y Plexaura nina mostraron ser los mas
promisorios. Para el bioensayo con ninfas del instar |l de T. vaporariorum se evaluaron los extractos
de a E. palmeri (P) y Plexaurella grisea, en diferentes rangos de concentracion (0,01-100 mg/ml) y
luego un rango menor seleccionadas a partir del primer ensayo (20-80 mg/ml). El extracto de E.
palmeri (P) mostrd una Clsp de 0,001 mg/ml y el extracto de P. grisea mostrd una ClLso de 0,003
mg/ml pero no se detectaron diferencias significativas en los valores de mortalidad entre extractos
(Valor-P= 0,914). El tiempo letal medio (TLso) superd dos dias para ambos extractos pero no se
encontraron diferencias significativas (P= 0,3313) entre los mismos aunque se requieren tiempos de
exposicién mayores para P. grisea. Este estudio demuestra el potencial de los corales blandos para

el desarrollo de productos dirigidos hacia el control de plagas importantes para el sector agricola.

Palabras clave: inhibicion de la acetilcolinesterasa (AChEl), corales blandos, bioplaguicidas,

Triaeleurodes vaporariorum.



INHIBITION OF ACETYLCOLINESTERASE BY ORGANIC EXTRACTS OF SOFT CORALS AS A POTENTIAL
CONTROL FOR THE GREENHOUSE WHITE FLY Trialeurodes vaporariorum

ABSTRACT
Soft corals are important organisms of the Caribbean marine fauna and represent a great potential
for useful applications due to their significant bioactivity including acetylcholinesterase (AChE)
inhibitory activity. AChE inhibitors (AChEIl), have a great interest as potential pesticides in the
agrochemical industry, due to their negative effects on the nervous system of the insects causing
toxicity and death. The greenhouse whitefly Trialeurodes vaporariorum, is one of the most
important pests in horticultural crops in Colombia, therefore it is a promising model organism to
evaluate substances of natural origin that can contribute to its control. We evaluated the inhibitory
acetylcholinesterase (AChEI) activity of organic extracts from 16 species of soft corals from Santa
Marta and Providencia. The extracts were evaluated by the Marston bioautography test. All soft
coral extracts showed AChEI activity, being Eunicea palmeri (P), Pseudoplexaura sp. and Plexaura
nina the most promising. For the bioassay with instar Il nymphs of T. vaporariorum, extracts of E.
palmeri (P) and Plexaurella grisea were evaluated at different concentrations (0.01-100mg/ml)
followed by a narrower range after the first test (20-80 mg/ml). Lethal doses were LCso 0.001 mg/ml
for the extract of E. palmeri (P) and 0.003 mg / ml for the extract of P. grisea. But there were no
significant differences between extracts (P value= 0.914). The mean lethal time (TLso) surpassed two
days for both extracts, but no significant differences were found (P value= 0.3313) between them,
although a greater exposure time was required for the extract of P. grisea. This study demonstrates
the potential of soft corals for the development of products aimed at controlling important pests in

the agricultural sector.

Key words: Acetylcholinesterase inhibition (AChEIl), soft corals, biopesticides, Trialeurodes

vaporariorum



1. INTRODUCCION

La acetilcolina (ACh) es un importante neurotransmisor en animales, siendo uno de los primeros en
ser identificados y caracterizados (Semba, 2008). La acetilcolina al ser liberada en el espacio
sindptico, y posteriormente al llegar a la estructura postsindptica, es recibida por dos tipos de
receptores especificos (Mendoza, 2008). Los receptores nicotinicos, ionotrdpicos, de potenciales
rapidos y los receptores muscarinicos, metabotrépicos, de potenciales lentos estimulados por la
nicotina y la muscarina, respectivamente (Carlson, 1994). La unién de la ACh con los receptores debe
ser breve y rdpida para evitar paralisis en la neurotransmision y asegurar la disponibilidad de las
células efectoras ante un nuevo impulso (Alcaraz, 2001; Lorenzo et al., 2008). Para ello es
fundamental la accion de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) para terminar dicho efecto (Sanchez

y Salceda, 2008; Dee Unglaub, 2010) (Figura 1).
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Figura 1. Sintesis y reciclaje de la acetilcolina (ACh) en la sinapsis neuronal. La ACh es sintetizada
a partir de la colina y el acetil CoA. En la hendidura sinaptica, la ACh es rapidamente hidrolizada
por la AChE y la colina es transportada de vuelta al terminal axdnico para ser utilizada en la
sintesis de mas ACh (Dee Unglaub, 2010).

Debido a la capacidad de la AChE de evitar la paralisis neuronal, la inhibicién de esta enzima ha sido
objeto de estudio, para evaluar su uso terapéutico o como insecticidas para el control de plagas
(Alpizar y Morales, 2003; Rebello et al., 2007). Es asi como el potencial de sustancias inhibidoras de
la AChE (AChEI) ha ocasionado que la investigacion cientifica para dicho fin sea muy competitiva, los

AChEI son usados en la industria agroquimica como plaguicidas por los efectos que tienen sobre el



sistema nervioso de los insectos. Estos interacttian con el sitio activo de la enzima, de dos formas,
irreversible y reversible. Con esta interaccidn se busca una sobreexpresién de ACh que conlleve a la
pardlisis neuroldgica y consecuente muerte del organismo diana (si bien se conoce que pueden
afectar a organismos no objetivo en cultivos no controlados) (Dee Unglaub, 2010; Castellanos,

2014).

Algunos de los organismos en los que se ha detectado una promisoria actividad AChEl son los corales
blandos, agrupados en el orden Alcyonacea, con una amplia distribucién en todos los océanos del
planeta en particular el Indopacifico y el Atlantico Occidental Tropical incluyendo el Caribe
(Braekman, 1977; Chanmethakul et al., 2010). Estos organismos se caracterizan por ser vistosos,
presentarse libres de colonizacion y tener bajas tasas de depredacion, lo cual se atribuye a la gran
diversidad quimica encontrada en ellos (O’Neal y Pawlik, 2002; Ordaz et al., 2010). Los corales
blandos son organismos sésiles que carecen de estructuras fisicas de defensa. Por eso se podria
suponer que son una fuente de alimento fécil para un amplio rango de depredadores, pero estan
defendidos quimicamente por una gran variedad de compuestos que les han conferido un gran éxito
evolutivo y que hacen que sea un grupo promisorio en iniciativas de bioprospeccién (Ferchmin et

al., 2009; Leal et al., 2012).

En varias zonas del mundo los corales blandos han mostrado ser fuentes prolificas de compuestos
bioactivos con actividad antiparasitaria, antiinflamatoria y antiviral, entre otras (Berrue y Kerr, 2009;
Rocha et al., 2011; Leal et al., 2012; Richmond, 2014). El potencial bioactivo de los compuestos
aislados a partir de corales blandos del Caribe colombiano se ve reflejado en compuestos
antiinflamatorios, analgésicos y antimicrobianos de Antillogorgia elisabethae (Puyana et al., 2004;
Duque et al., 2004, 2006; Correa et al., 2009; Correa, 2012) y Eunicea fusca (Reina et al., 2011),
inhibidores de Quorum Sensing a partir de cembranoides de Eunicea knighti y Pseudoplexaura
flagellosa (Tello et al., 2013), asi como actividad antifouling de P. flagellosa y Eunicea laciniata

(Cuadrado et al., 2010; Tello et al., 2011).

Respecto al sector agricola, el manejo de plagas es un tema de preocupacién, por la resistencia que
han generado los insectos a numerosos plaguicidas sintéticos, problema que se exacerba con el

aumento de sus poblaciones por el calentamiento global (Cannon, 1998; Dukes y Mooney, 1999).



Una plaga importante en Colombia es la mosca blanca de los invernaderos Trialeurodes
vaporariorum, un insecto hemimetdbolo con seis etapas de desarrollo, huevo, cuatro instares
ninfales y adulto (Figura 2). Estos insectos se ubican en el envés de las hojas, con un ciclo de vida de
24-28 dias (Cardona et al., 2005), presentan de 11 a 15 generaciones al afio, y tienen reproduccién
de tipo sexual (o partenogénesis en raras ocasiones) (Nikolaevna et al., 2010). Son cosmopolitas
distribuyéndose en las regiones de clima templado o cdlido, polifagos que se alimentan de diversas
especies de cultivo, por lo que se consideran como una de las plagas que ocasiona las mayores
pérdidas econdmicas de la industria agricola a nivel mundial. Este insecto ataca 250 especies de
plantas, entre las que se destacan el tomate (Solanum lycopersicum), pepino (Cucumis sativus),
pimentdn (Capsicum annuum), papa (Solanum tuberosum) y algoddn (Gossypium hirsutum) (Garcia

etal., 2014).
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Figura 2. Mosca blanca de los invernaderos, Trialeurodes vaporariorum: adulto y ciclo de vida (Tomado de
Cardona et al., 2005).

La mosca blanca afecta principalmente hortalizas cultivadas en invernaderos, sistemas en los cuales
se mantienen temperaturas dptimas para el crecimiento, reproduccién y sobrevivencia de este
insecto (Rodriguez y del Pozo, 2003). A partir de los afios 80 en la regién Andina de Colombia, la
mosca blanca empezd a considerarse una plaga importante en los cultivos del area. Posteriormente,
T. vaporariorum se convirtié en la plaga fundamental de frijol y tomate en la mayoria de los valles

interandinos y regiones célidas de Colombia y Ecuador (Cardona et al., 2001).

El uso frecuente e inadecuado de plaguicidas ha propiciado el desarrollo de resistencia a los mismos
por parte de numerosas especies objeto de control. Los registros de resistencia a plaguicidas son

numerosos y datan desde los afios 70, compuestos organofosforados, neonicotinoides,



organoclorados y carbamatos asi como piretroides, presentan resistencia en diferentes regiones del
planeta (Omer et al., 1992; Buitrago et al., 1994, Gorman et al., 2007), destacandose resistencia a
estos Ultimos principalmente en plagas como Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus en
Centroamérica y algunas zonas de Sudamérica (el Salvador, Panamd, Cuba, México, Colombia,
Venezuela y Peru) (Bisset et al., 1996, 1998, 1999, 2000, 2001, 2003, 2007, 2009; Rodriguez et al.,
1999; Vargas et al., 2006).

Para el control de la mosca blanca de los invernaderos se han usado diversos insecticidas a los cuales
este organismo ya se presenta resistencia. Entre estos se destacan los organofosforados
metamidofos (Tamaron, Monitor), malation (Malathion), monocrotofos (Azodrin) y dimetoato
(Roxion, Sistemin), algunos carbamatos como carbofuran (Furadan) y carbosulfan (Elthra) y
piretroides como cipermetrina (Cymbush) y cialotrina (Karate) (Cardona et al., 2005). El uso de
plaguicidas de sintesis quimica para el control de la mosca blanca de los invernaderos, no solo puede
generar mecanismos de resistencia en los organismos, sino ademds tener consecuencias
ambientales negativas por el uso de éstos, por su de alta persistencia, y por la inadecuada
manipulacion de los mismos (Orta, 2002; Del Puerto et al., 2014). De otra parte, por tratarse de
compuestos de amplio espectro se pueden generar efectos negativos en organismos que no son

objetivo de la aplicacidn, asi como toxicidad y alteraciones en la salud humana (Ferrer, 2003).

2. MATERIALES Y METODOS

Area de estudio
Todas las muestras usadas en este estudio fueron recolectadas bajo el Permiso Marco de Colecta
de la Universidad Jorge Tadeo Lozano Resolucién 1271 del 23 de octubre de 2014 IDB 0401 que
cubre los proyectos de investigacién de la Universidad. Para el estudio se utilizaron muestras

provenientes de Santa Marta y la isla de Providencia.

Las muestras de Santa Marta fueron recolectadas en la bahia de Taganga, sector EIl Remanso

(11°16’26.00”N, 74°12'24.00”W) (Coronado et al., 2015), en mayo del 2017. De otra parte, muestras



de Eunicea palmeri, Plexaurella grisea, Antillogorgia americana y Pseudoplexaura sp. provinieron
de la isla de Providencia y se encontraban almacenadas en el Laboratorio de Bioprospeccion y
Biotecnologia de la Universidad de Bogota Jorge Tadeo Lozano (UJTL). La zona del Remanso se
encuentra en el extremo nororiental de la bahia de Taganga (Figura 3), y se caracteriza por presentar
un litoral rocoso con un arrecife franjeante a unos 14 m de profundidad. Esta formacidn arrecifal
presenta baja cobertura coralina (10,4%) (Garcia et al., 2015) y es una zona fuertemente
influenciada por eventos de surgencia que hacen un aporte importante de nutrientes (Garcia et al.,
2010). Adicionalmente, el area es afectada por descarga continental hacia mar abierto. La
temperatura del agua fluctda entre 22,5 y 26°C, la salinidad es mayor a 36 y la intensidad del oleaje
es maxima para los meses de Diciembre-Abril, por darse la mayor intensidad de los vientos Alisios
(Diaz, 2002; Arévalo y Franco, 2008). Las muestras de Providencia fueron recolectadas en el arrecife

Felipe’s Place, un sitio ubicado en el sector este de la isla con 10 a 25m de profundidad.
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Figura 3. Mapa de la ubicacién geogréfica del litoral rocoso del Remanso (Modificado de: Google Earth, 2017).

Recoleccidn e identificacidn de corales blandos
Todas las muestras se recolectaron mediante buceo auténomo. Para ello, se cortaron fragmentos
terminales (de aprox. 30 cm) de las colonias de corales blandos con tijeras de trauma sin causar
dafio ni realizar una manipulacién excesiva de las colonias. En Taganga se recolectaron 16 muestras
de corales blandos y una muestra proveniente de un esqueleto de coral blando colonizado por

esponjas e hidroides, entre 3-7m de profundidad. Las cuatro muestras provenientes de Providencia



se recolectaron en mayo de 2015 en la localidad de Felipe’s Place a 20 m de profundidad. Posterior
a la recoleccidn, las muestras se empacaron individualmente en bolsas ziplock debidamente
rotuladas. Las muestras se secaron a temperatura ambiente, bajo sombra y se enviaron al
Laboratorio de Bioprospeccion y Biotecnologia de la UJTL, Sede Bogotd, con el fin de identificar las

especies y obtener los extractos orgdnicos.

La identificacion de los corales blandos se realizé con las claves de Bayer (1961), Sanchez (1998) y
Sanchez y Wirshing (2005), bajo la asesoria de la profesora Mdnica Puyana. Para ello, ademas de la
observacién de la morfologia externa del organismo se realizd una extraccion de escleritos (mazas,
husos y antocodiales) con repetidos lavados con hipoclorito de sodio seguidos de centrifugacion y
remocion del hipoclorito en lavados sucesivos. Las dimensiones, forma y disposicion de los escleritos
son caracteres taxondmicos para reconocer géneros y especies (Figura 4). Los escleritos fueron
observados bajo un microscopio éptico (Nikon), acoplado a una camara digital. Las imagenes
captadas fueron analizadas con el software NIS-Elements Br 2.30 Imaging Software de Nikon, el cual
permite realizar las mediciones necesarias respectivas para cada clase de esclerito bajo diferentes

aumentos, hasta 1000 magnificaciones.
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Figura 4. Morfologia y escleritos de Eunicea palmeri (Providencia) A. Colonia seca, B-D. Detalle de los escleritos
(B. Husos, C. Bastones antocodiales y D. Mazas).
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Preparacidn de extractos
Porciones de colonias secas de corales blandos se cortaron en pequefios trozos para realizar
extracciones repetidas con mezclas de diclorometano: metanol (DCM: MeOH 1:1). De cada muestra,
se sometieron a extraccion 10 g (con excepcidn de Plexaura nina y Antillogorgia americana, de las
que se extrajeron 4,3 y 6,2 g, respectivamente). Todas las extracciones se realizaron en una
proporcién 1:10 (p/v), y se realizaron repeticiones de la extraccion cada 24 horas, 2 veces por
muestra, con solvente nuevo. Entre cada repeticién las muestras se filtraron con papel de filtro
Whatman No.1, y se concentraron en un rotoevaporador a 30°C. Una vez los extractos fueron
concentrados se introdujeron en viales y se sometieron a liofilizacién por 4 dias con el fin de

garantizar la completa remocidn de agua en los mismos.

Ensayo de inhibicién de la acetilcolinesterasa
Para evaluar la actividad inhibitoria de la AChE se usd el método de bioautografia de Marston et al.
(2002) modificado por Castellanos (2014) y Patifio y Castellanos (2017). Los extractos se disponen
en una placa cromatografica y posteriormente se exponen a una solucién enzimdtica de
acetilcolinesterasa, albumina de Suero Bovino y Buffer Tris HCI (pH 7,8). Después de incubar la placa
a 3 °C por 30 min, ésta se asperja con solucidén de acetato de 1- naftilo en etanol y sal Fast Blue. La
AChE convierte el acetato de 1-naftilo en a-naftol. El a-naftol reacciona con un agente cromogénico,
en este caso el Fast Blue Salt (FBS), lo que genera que en las placas cromatograficas se presente un
fondo purpura. Las sustancias AChEIl bloquean la formacién del a-naftol produciéndose entonces
manchas blancas en la placa, siendo éstas las indicadoras de la actividad en el ensayo. El tamafio de
las manchas se compara con las del control de galantamina, y se considera que hay actividad si el

halo es igual o superior al 50% del generado por el control.

Para el ensayo, los extractos a evaluar se disolvieron en diclorometano (1 mg/ml) y se aplicé 0,1 mg
de la disolucién en una placa cromatogréfica de silica gel. Seguidamente la placa se corrié con
cloroformo: metanol 9:1. Una vez retirada de la cdmara cromatografica, la placa se secé al aire y se
rocié con la solucidn enzimatica que consistié en una dilucion de 0,53 mg de AChE en 1,0 ml de
solucién de Tris-HCI 0,005 M (pH 7,8) y 1 ml de solucion de albumina de suero bovino (ASB) (50mg
de ASB en una solucién de 50 ml de Tris-HCI buffer pH 7,8 a 0,05M). Las placas se incubaron a 37°C

por 30 minutos. Posteriormente, la placa se rocié con una solucién etandlica de acetato de 1-naftilo
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(2,5 mg/mL) y se incubd a 37°C por 30 minutos. Finalmente, una soluciéon de Fast Blue Salt (FBS) a 2

mg/mL fue asperjada como revelador.

La solucién reveladora consistié en una mezcla de acetato de 1- naftilo en etanol (2,5 mg/ml) y Fast
Blue Salt en agua (2,5 mg/ml) en una proporcién 1:4. Después de 2-3 minutos la placa se torna
purpuray se evidencian los halos de inhibicién blancos si se presenta la actividad. El control positivo

fue galantamina en agua (0,05 mg) (Castellanos, 2014).

Bioensayo con la mosca blanca de los invernaderos
Para la realizacion del ensayo con mosca blanca, se seleccionaron dos de los extractos con la mayor
actividad AChEI, es decir los halos de inhibicion mdas prominentes determinados mediante el ensayo
de bioautografia. Por esa razdn, se seleccionaron los extractos de Plexaurella grisea y Eunicea
palmeri proveniente de Providencia para evaluar sobre la mosca blanca de los invernaderos
(Trialeurodes vaporariorum). Este ensayo se realizé en el Laboratorio de Entomologia del Centro de
Bio-Sistemas Alberto Lozano Simonelli de la UJTL en Chia, de acuerdo con protocolos previamente
establecidos en el Laboratorio. El laboratorio esta avalado por el Instituto Colombiano Agropecuario
(ICA) para realizar evaluaciones de bioinsumos agricolas. El insecto plaga provino de una cria

establecida y mantenida en las instalaciones del Centro bajo condiciones de invernadero.

En cada planta de tomate, sobre una hoja (para 5 hojas por planta), se dispusieron trampas que
consistian de un anillo de acrilico sellado con una rejilla de metal en el que se introducian entre 8-
10 parejas de adultos de la mosca blanca. Los montajes se mantuvieron en un cuarto de calor por
24 horas para acelerar el metabolismo de las moscas y garantizar el apareamiento y la puesta de
huevos. Cada planta correspondida a un tratamiento. Después de 24 horas, cuando los adultos
depositaron los huevos en el envés de la hoja, éstos fueron removidos para garantizar que todos
provinieran de la misma cohorte. Posteriormente se retiraron los anillos, se marcaron las hojas que
fueron cubiertas con bolsas de tela transpirable para evitar alteraciones en la evaluacién. La
aplicacion de los tratamientos se realizé 15 dias después de retirarse los anillos, para que los huevos

llegasen al estadio de ninfa Il.

Para el bioensayo, los extractos se resuspendieron en una solucién de acetona: etanol: agua en una
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proporcién 1:1:3 para alcanzar una concentracidon de 100 mg/ml, las diluciones se realizaron con
agua destilada a un volumen de 5 ml. Las ninfas fueron expuestas a los extractos a evaluar, aplicando
los extractos mediante aspersién directa, para lo cual se usé alrededor de 1,5ml de muestra por
tratamiento. La aspersion se realizd con un aerdgrafo sobre cada hoja de las 20 plantas de tomate
(18 para tratamientos para 9 concentraciones por extracto, 1 para el control negativo con el
solvente usado en la resuspension del extracto y 1 para el testigo absoluto) a una distancia de 30
cm y un angulo de 45°, para lograr un cubrimiento uniforme. Se denomina en este estudio como
testigo absoluto al tratamiento en el que no se realizd ninguna aplicacion sobre las ninfas de T.

vaporariorum.

Durante este estudio se realizaron dos ensayos. El primero con una serie de diluciones logaritmicas
(100, 10, 1, 0.1 y 0.01 mg/ml) con el objetivo de determinar la concentracion y el tiempo en la que
cada extracto evaluado actué de manera mas eficaz y asi de determinar la concentracion letal media
(CLso) y el tiempo letal medio (TLso) mediante el método Probit. A partir de los resultados de ese
primer ensayo, se prepararon diluciones a cuatro nuevas concentraciones (80, 60, 40 y 20 mg/ml)
entre el rango en el que se presentd el mayor porcentaje de mortalidad que fue de 100-10 mg/ml,
para evidenciar la concentracién en la que el extracto actuaria de manera mas eficiente. La
correccién en los valores de mortalidad se realizé con la férmula de Abbott (Figura 5) y se realiz6
debido a que la mortalidad en el testigo no superd el 10%. Como control negativo, se usé la mezcla

de solventes empleada para resuspender los extractos.

%Mortalidad tratamiento — %Mortalidad testigo absoluto
100 — %Mortalidad testigo absoluto

Mortalidad corregida = ( )X 100

Figura 5. Ecuacion de Abbott para la correccidn de la mortalidad con los datos del testigo absoluto (Abbott,
1925 en: Orozco, 2011).

Los montajes se mantuvieron en cuartos de ambiente controlado, a una temperatura de 20+1°C,
humedad relativa 70+10% y fotoperiodo 12 h Luz: Oscuridad. Se realizé una evaluacién durante 10
dias, diariamente durante los tres primeros dias, y en los restantes siete dias del ensayo cada dia
por medio. En estas evaluaciones, se cuantificé la cantidad de individuos vivos en cada unidad

experimental.
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3. RESULTADOS

Especies de corales blandos y rendimientos de extraccion
Las imagenes de las diferentes especies evaluadas se muestran en las Figuras 6 y 7. En la Tabla 1 se
incluye la identidad y proveniencia de las diferentes especies de corales blandos evaluadas en este
estudio. En esta tabla también se incluye el rendimiento de extraccidn para cada una de ellas. Los
rendimientos no fueron mayores al 10% en ninguna de las muestras, el mayor porcentaje fue para
la muestra correspondiente a una esponja con hidroide creciendo sobre octocoral (8,67%) mientras

gue el menor rendimiento se obtuvo para Eunicea palmeri recolectada en Providencia (0,51%).

Lunicea calyculote Eunicea polmeri {(SM) Eunicea knigthi
Delgada

leiligorgia schromemi

Eunicea calyculota Eunicea succinea Lunicea lociniota Muriceopsis petila
Gruesa

L

Esqueleto de coral
blando colonizada

X Plexgura ning Psewdoplexaura Piexgura
por esponjas flageliosa homomalla
hidroides

Eunicea asperula

)

Figura 6. Fotografias de las muestras de corales blandos provenientes de El Remanso, Tanganga, Santa
Marta.
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Eunicea palmeri (P) Plexaurella grisea Antillogorgia americana Pseudoplexaura sp.

Figura 7. Fotografias de las muestras de corales blandos provenientes de Felipe’s place, Providencia.

Tabla 1. Identidad, procedencia, profundidad y rendimiento de extraccién de las diferentes especies de
corales blandos evaluados en este estudio.

Identidad Procedencia Profundidad Rendimiento

Iciligorgia schrammi El Remanso, Santa Marta 3-7m 1,23%
Eunicea calyculata (delgada) El Remanso, Santa Marta 3-7m 2,09%
Eunicea palmeri (SM) El Remanso, Santa Marta 3-7m 1,09%
Eunicea knigthi El Remanso, Santa Marta 3-7m 1,95%
Eunicea calyculata (gruesa) El Remanso, Santa Marta 3-7m 1,74%
Eunicea succinea El Remanso, Santa Marta 3-7m 7,45%
Eunicea laciniata El Remanso, Santa Marta 3-7m 3,72%
Muriceopsis petila El Remanso, Santa Marta 3-7m 3,96%
Eunicea asperula El Remanso, Santa Marta 3-7m 1,90%
Esqueleto de coral blando

colonizado por esponjas e El Remanso, Santa Marta 3-7m 8,67%
hidroides

Plexaura nina El Remanso, Santa Marta 3-7m 4,38%
Pseudoplexaura flagellosa El Remanso, Santa Marta 3-7m 1,94%
Plexaura homomalla El Remanso, Santa Marta 3-7m 3,81%
Eunicea palmeri (P) Felipe's place, Providencia 20 m 0,51%
Plexaurella grisea Felipe's place, Providencia 20m 3,29%
Antillogorgia americana Felipe's place, Providencia 20 m 2,02%
Pseudoplexaura sp. Felipe's place, Providencia 20 m 1,69%
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Actividad inhibitoria de la Acetilcolinesterasa (AChEI)
El ensayo de inhibicion de la AChE se utilizd como un screening primario para determinar cuales
especies de corales blandos tendrian un mayor potencial insecticida contra la mosca blanca de los
invernaderos. La imagen de la placa resultante del ensayo se muestra en la Figura 8 y los resultados
se presentan en la Tabla 2. Cabe resaltar que todos los extractos evaluados presentaron al menos
un halo de inhibicidn, evidenciandose asi el potencial de los corales blandos como AChEI. Los
extractos que presentaron mas de un halo de inhibicion fueron Plexaura nina, Eunicea palmeri
recolectada en Providencia (de aqui en adelante Eunicea palmeri (P)) y Pseudoplexaura sp. Con base
en estos resultados, se seleccionaron los extractos de Eunicea palmeri (P) y Plexaurella grisea por
tener los halos de inhibicion mds prominentes, ademdas de ser mayores al 50% del halo control que
fue de 5 mm. El extracto de E. palmeri (P) mostré dos halos de inhibicién de 4 y 9 mm mientras que

el extracto de P. grisea mostré un halo de inhibicion de 6mm.

11 B1e) 72 SCE FE2E IP1E TP BP3 L P4

¢ 2 & 3 § y

Galantamina
(control)

“ ra
® oo ey

9 8 7 6 S0 48 =3 1

Figura 8. Placa de ensayo de inhibicion de acetilcolinesterasa por bioautografia de extractos de corales
blandos. 1: Icilligorgia schrammi, 3: Eunicea calyculata (delgada), 4: Eunicea palmeri (SM), 5: Eunicea knigthi,
6: Eunicea calyculata (gruesa), 7: Eunicea succinea, 8: Eunicea laciniata, 9: Muriceopsis petila, 10: Eunicea
asperula, 16: esqueleto de coral blando colonizado por esponjas e hidroides, 17: Plexaura nina, C1:
Pseudoplexaura flagellosa, C2: Plexaura homomalla, P1: Eunicea palmeri (P), P2: Plexaurella grisea, P3:
Antillogorgia americana y P4: Pseudoplexaura sp.. Placa desarrollada en un sistema de dilucion de CHCls:
MeOH (9:1) y revelada con una solucién de Fast Blue Salt (FBS) a 2 mg/ml.
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Tabla 2. Resultados del ensayo de inhibicién de la acetilcolinesterasa para los extractos organicos de
octocorales evaluados sobre ninfas de la mosca blanca Trialeurodes vaporariorum.

Identidad Halos de inhibicion Identidad Halos de inhibicion

Esqueleto de coral blando

Iciligorgia schrammi 1 colonizado por esponjas e 1
hidroides

Eunicea calyculata 1 )
(delgada) Plexaura nina

Eunicea palmeri (SM) 1 Pseudoplexaura flagellosa 1
Eunicea knigthi & Plexaura homomalla )
Eunicea calyculata 1 )
(gruesa) Eunicea palmeri (P)

Eunicea succinea 1 Plexaurella grisea 1
Eunicea laciniata 1 Antillogorgia americana 1
Muriceopsis petila 1 Pseudoplexaura sp. 2
Eunicea asperula 1 1

galantamina (control)

Ensayo insecticida sobre la mosca blanca de los invernaderos
En el ensayo contra la mosca blanca de los invernaderos se observaron respuestas diferenciales de
mortalidad entre los tratamientos. En ambos extractos evaluados, se detecté menor mortalidad en
los extractos mas diluidos en los rangos de 100, 10, 1, 0,1 y 0,01 mg/ml. La correccién de la
mortalidad con la férmula de Abbott se realizé utilizando el valor de mortalidad de 8,3% en el testigo

absoluto, debido a que este valor no superdé el 10%.

En las Tablas 3 y 4 se evidencia como la mortalidad de las ninfas superd el 50% en casi todos los
tratamientos para los dias de evaluacién (excepto el extracto de P. grisea de Providenciaa 0,1y 0,01
mg/ml, con 49,6% vy 45,7% de mortalidad, respectivamente). El mayor valor de mortalidad se obtuvo
con el extracto de E. palmeri (P) a 80 mg/ml con un 94,5% y la menor mortalidad se evidencid para
el extracto de Plexaurella grisea a 0,01 mg/ml con 45,7%. En general, se presentd una mayor
mortalidad en el extracto de E. palmeri (P) con respecto a P. grisea si bien no se presentaron
diferencias significativas entre ambos extractos (ANOVA Valor-P: 0,914). Se observé ademas como
la concentracion con mayor porcentaje de mortalidad en P. grisea fue menor a la encontrada con E.

palmeri (P), siendo ésta de 60 mg/ml, mientras que en E. palmeri (P) fue es de 80 mg/ml. Los valores

17



menores de mortalidad estuvieron tanto para E. palmeri (P) como para P. grisea en el tratamiento

0,01 mg/ml.

Tabla 3. Mortalidad corregida (férmula de Abbott) de los tratamientos 100, 10, 1, 0,1 y 0,01 mg/ml de
extractos organicos de Eunicea palmeri (P) y Plexaurella grisea, el solvente y el testigo sobre ninfas en instar
Il de mosca blanca de los invernaderos, después de 10 dias de evaluacion en condiciones de laboratorio. Entre
paréntesis se incluyen los valores de intervalo de confianza al 95%.

100 mg/ml 10 mg/ml 1 mg/ml 0,1 mg/ml 0,001 mg/ml  Testigo Solvente
0
Mortflidad 78,1+1,2 71,5 6,0 68,3+2,0 60,2+7,2 60,8 +3,4 83+1,2 17,7+2,1
. (73,0-83,2) (45,6-97,4) (59,6-76,9) (29,4-91,1) (46,3-75,3) (5,3-9,7) (14,3-21,2)
Eunicea obtenida
palmeri (P)
%
. 76,1+1,2 68,9+6,6 65,4+2,2 56,6 +7,8 57,2+3,7
Mortalidad 75 ¢ 817)  (407972) (559748) (229-902)  (414730) P N-A
corregida
0
Mortﬁlidad 75,746 65,3+2,4 62,2+2,7 53,8+5,7 50,2+5,9 8,3+1,2 17,7+2,1
btenid (55,8-97,8) (55,1-75,4)  (50,4-73,9)  (29,2-78,4) (24,7-75,8)  (5,3-9,7) (14,3-21,2)
Plexaurella obtenida
grisea
%
. 73,6 5,0 62,1+2,6 58,8+2,9 49,6 £ 62 45,7 +6,5
Mortalidad = o1'7953)  (510732) (459716) (228764) (17,8736 N N-A
corregida

Tabla 4 Mortalidad corregida (férmula de Abbott) de los tratamientos 80, 60, 40 y 20 mg/ml de extractos
organicos de Eunicea palmeri (P) y Plexaurella grisea, el solvente y el testigo sobre ninfas en instar Il de mosca
blanca de los invernaderos, después de 10 dias de evaluacidn en condiciones de laboratorio. Entre paréntesis
se incluyen los valores de intervalo de confianza al 95%.

80 mg/ml 60 mg/ml 40 mg/ml 20 mg/ml Testigo Solvente

% Mortalidad 95,0+1,7 849+5,1 75,1+4,2 63,3+4,8 83+1,2 17,7+2,1

obtenida (89,5-100,5) (68,8-100,9) (61,7-88,5) (47,9-78,7) (5,3-9,7) (14,3-21,2)
Eunicea palmeri
(P)

% Mortalidad 94,5+1,9 83,5+5,5 72,8 4,6 59,9+5,3 NA NA
corregida (88,5-100,6) (65,9-101,1) (58,2-87,5) (43,1-76,8) o o

% Mortalidad 88,6 £ 5,03 91,9+5,9 76,0+7,7 79,7+7,4 83+1,2 17,7+2,1
obtenida (66,9-110,3) (63,4-114,5) (42,9-109,2)  (47,6-11,7)  (5,3-9,7)  (14,3-21,2)

Plexaurella
grisea

% Mortalidad 86,4+3,4 91,1+4,2 74,15+ 4,7 81,3+5,9 NA NA

corregida (76,9-95,8) (79,3-102,9) (61,2-87,1) (64,9-97,6) o o

En la Figura 9 se observan las lineas de tendencia de la mortalidad corregida de cada extracto
(obtenidas mediante el método Probit) sobre el logaritmo de las concentraciones de las a 100, 10,
1, 0,1 y 0,01 mg/ml. Con este andlisis, se observaron lineas de tendencia con pendientes similares

(m para E. palmeri (P) = 0,202; m y para P. grisea = 0,164), lo cual sugiere que el comportamiento
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de la mortalidad en los dos extractos fue similar entre si, ademas no se detectaron diferencias
significativas entre ambos extractos (ANOVA Valor-P: 0,914). Los valores de R?fueron cercanos a 1
(0,992 y 0,8557, para E. palmeri (P) y P. grisea, respectivamente), demostrando la linealidad de las

funciones.

A partir de las ecuaciones de linealidad calculadas con el método Probit, se encontré que para el
extracto de Eunicea palmeri (P) (Y= 0,202x + 4,798) la concentracion letal media CLsg(10dias) = 10 ppm
(0,01 mg/ml) fue menor que la del extracto de Plexaurella grisea (Y= 0,164x + 4,764) la cual fue de

ClLso(10 dias) = 27,5 ppm (0,03 mg/ml).

5.9
y =0.202x + 4.798 K
5.7 RP=0992 | e °
y=016ax+4764| IS
5.5 RZ =08557 | e e
5 R
853 e e °
a [P, be
51 1 e e
Q. L )
49 T
4.7
0 1 2 3 4 5 6
® CEunicea palmeri Log [ppm]

® Plexaurella grisea

Figura 9. Grafico de la concentracion letal media (CLso) de los extractos de Eunicea palmeri (P) y Plexaurella
grisea sobre ninfas en instar Il de Trialeurodes vaporariorum durante los 10 dias de evaluacion.

En las Figuras 10y 11 se observan las lineas de tendencia de mortalidad en el tiempo respecto a los
5 tratamientos en los extractos de E. palmeri (P) y P. grisea, respectivamente. A partir de las
ecuaciones de linealidad calculadas con el método Probit (todas con valores de R?> 0,9) para cada

extracto, en los cinco tratamientos, se obtuvieron los valores de tiempo letal medio (TLso).
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Eunicea palmeri (P)

100 mg/ml 10 mg/ml 1 mg/ml 0,01 mg/ml
y = 1.7852x + 4.2424 || y = 0.8946x + 4.6709 || y = 0.8026x + 4.5173 | | y = 0.629x + 4.5974 | | y = 1.1183x + 3.9752
R2=0.9419 R2=0.9429 R?=0.9403 R2=0.948 R? =0.9393
6.5

R

Probit

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Log (Time)

Figura 10. Grafico del tiempo letal medio (TLso) del extracto Eunicea palmeri (P) durante los 10 dias de
evaluacion en los tratamientos con concentraciones 100, 10, 1, 0,1y 0,01 mg/ml.

Plexaurella grisea

100 mg/ml 10 mg/ml 1 mg/ml 0,01 mg/ml
y =0.9246x + 4.8036 | [y =0.808x +4.5158 | |y =1.1986x +4.024 | |y =0.9856x +4.0151 | |y =0.7962x +4.231
R2=0.9854 R?=0.9676 R2=0.932 R2=0.9704 R?2=0.9217
6
o
£
o
o
3.5
3
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Log (Time)

Figura 11. Grdfico del tiempo letal medio (TLso) del extracto Plexaurella grisea durante los 10 dias de
evaluacion en los tratamientos con concentraciones 100, 10, 1, 0,1y 0,01 mg/ml.
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Los valores de tiempo letal medio (TLso) se muestran en la Tabla 4. En todos los casos la TLso fue
mayor a 2 dias, ademas se evidencié como la disminucidn de la concentracidn implicé mayores
tiempos de exposicidn para alcanzar la mortalidad del 50% de las ninfas de mosca blanca, por lo que
el comportamiento de la mortalidad en el tiempo no presenté diferencias significativas entre los
extractos para los tratamientos evaluados (ANOVA Valor-P: 0,3313, CV=56% en ambos casos).
Asimismo, los tiempos de exposicidn para alcanzar la mortalidad media fueron mas largos en los
tratamientos con las mismas concentraciones para Plexaurella grisea que aquellos para el extracto

de Eunicea palmeri (P).

Tabla 4. Tiempo letal medio (TLso) en dias sobre ninfas en instar |l de Trialeurodes vaporariorum de los
extractos de Eunicea palmeri (P) y Plexaurella grisea en los tratamientos a concentraciones de 100, 10, 1, 0,1
y 0,01 mg/ml.

100 mg/ml 10 mg/ml 1 mg/ml 0,1 mg/ml 0,01 mg/ml
Eunicea palmeri (P) 2,5 2,3 3,9 4,4 8,2
Plexaurella grisea 1,6 3,9 6,5 9,9 9,2

4. DISCUSION

Rendimiento de extraccion de corales blandos
Al momento de preparar extractos organicos a partir de organismos terrestres o marinos, es crucial
la seleccion de solventes que permitan obtener el mayor rango de compuestos de polaridad variable
presentes en las matrices a extraer. Una mezcla de solventes que es ampliamente usada con este
fin es diclorometano: metanol (1:1), pues se han encontrado mejores rendimientos de extraccion
ademads un mayor nimero y tipo de metabolitos usando la mezcla de estos solventes, que haciendo
extracciones sucesivas con cada uno de ellos (Cronin et al., 1995; Puyana, 2001; Groot, 2004;
Colegate y Molyneux, 2007; Cequier et al., 2008; Hyotylainen y Wiedmer, 2013; Restrepo, 2015). El
rendimiento de extraccién no superé el 10% en ninguna de las muestras, con rangos variables entre
0,5% (Eunicea palmeri (P)) y 7,5% (Eunicea succinea). Estos rendimientos de extraccién fueron
superiores a reportados para organismos como macroalgas, para el mismo sistema de solventes,
especialmente de los géneros Dictyota y Sargassum, que no superaron rendimientos del 1,2%

(Restrepo, 2015).
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Potencial de inhibicidn de la acetilcolinesterasa
Los corales blandos se reconocen dentro de los organismos marinos, como una fuente importante
de compuestos bioactivos, siendo productores de una gran variedad de diterpenos entre los que se
destacan aquellos con esqueleto tipo briarano, cembrano y dolabellano, que son compuestos con

capacidad AChEI (Castellanos, 2014; Amaya, 2016; Castellanos et al., sometido).

Los ensayos de inhibicion de la AChE se basan en la hidrdlisis de la ACh en acetato y colina, o sobre
sustratos similares a ésta. La deteccién de las sustancias descompuestas puede ser directa o
indirecta, en este ultimo caso son reveladas mediante la formacion de complejos coloreados
(Castellanos, 2014), como es el caso del ensayo de bioautografia llevado a cabo en este estudio, el
cual tiene como ventaja ser rapido y sencillo, ademads de que se pueden examinar varios extractos
de manera simultanea (Guardigli et al., 2005).Una de las razones de la variabilidad en los ensayos
de AChEl radica no tanto en la técnica a usar, sino en la sustancia usada como sustrato en la reaccion
con la AChE, debido a la especificidad de los neurotransmisores, donde por ejemplo la acetilcolina
es especifica para la AChE eritrocitaria, mientras que la butirilcolina lo es para la AChE plasmitica, e

incluso compuestos como propionilcolina tienen afinidad por ambas enzimas (Camean, 1995).

La mayoria de fuentes naturales mds conocidas de AChEl provienen de plantas terrestres
(Castellanos, 2014), pero se han realizado estudios para identificar esta actividad en organismos
marinos como invertebrados y algas (Castellanos et al., sometido), destacandose particular las algas
rojas Hypnea musciformis, Laurencia translucida y Palisada perforata como las mas promisorias
(Bianco et al., 2015). También hay reportes de potencial AChEl en compuestos derivados de
esponjas entre los que se destacan esteroides de Xetospongia testudinaria (Richmond, 2014),
alcaloides como la petrosamina de Petrosia sp. y la 4-acetoxiplaquinamina B aislada de Corticium

sp. (Castellanos, 2014).

En lo que respecta a los corales blandos, algunas especies del género Cladiella han sido reportadas
con un rango amplio de bioactividad incluyendo la inhibicion de la AChE (Ata et al., 2004;
Raveendran et al., 2011). A partir de Lopophytum sp. también se han aislado terpenoides con

capacidad AChEIl como el crassumolido E (resumido en Castellanos, 2014).
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Castellanos (2014) realiz6 un estudio sistemdtico del potencial AChEl de 117 extractos de
organismos marinos del Caribe colombiano, 74 de corales blandos, 17 de esponjas y 26 de
consorcios de cianobacterias bentdnicas. El estudio reveld que los corales blandos fueron los mas
promisorios en este frente y que los géneros que se destacaron por su actividad AChEl fueron
Eunicea, Pseudopterogorgia (ahora Antillogorgia), Pseudoplexaura y Plexaura. En este estudio, los
extractos de dichos géneros presentaron actividad AChEIl, destacdndose Eunicea palmeri (P),
Pseudoplexaura sp. y Plexaura nina, respectivamente ya que presentaron 2 halos de inhibicion en
el ensayo de bioautografia, lo cual sugiere que al menos dos compuestos presentes en cada extracto
podrian ser responsables de la actividad detectada. Especies como Eunicea knigthi, Pseudoplexaura
flagellosa y Eunicea laciniata recolectadas en otras zonas de Santa Marta (Punta las Minas), y
especimenes de Plexaura homomalla de San Andrés y Eunicea succinea de Providencia ya habian
demostrado tener actividad AChEl in vitro (Castellanos, 2014), corroborando asi su potencial

inhibidor de esta enzima.

Se encuentran diferencias intraespecificas en la actividad AChEI para el caso particular de Eunicea
palmeri, pues la muestra de Providencia mostré mas de un halo de inhibicidn de la AChE que la de
Santa Marta, diferencias quimicas que seguramente obedecen a condiciones ambientales y muy
probablemente a las interacciones ecoldgicas locales, entre las que se destaca la competencia por

espacio (Sammarco y Coll, 1988; Sammarco y Coll, 1992; Puglisi et al., 2000; O’Neal y Pawlik, 2002).

La diversidad y concentracidn de compuestos en un organismo, suele estar relacionada con la
variacion en la localidad de recoleccion y la profundidad, como se ha demostrado para
Erythropodium caribaeorum (Look et al., 1984; Taglialatela et al., 2003; Molina, 2014), corales
blandos del género Antillogorgia (Duque et al., 2004; Puyana et al., 2004; Duque et al., 2006; Reina
et al., 2011), asi como también esponjas (Puyana et al., 2015) entre muchos otros organismos
marinos. Esta tendencia también se evidencié en este estudio con respecto a las especies del género
Eunicea, por las diferencias en la actividad inhibitoria de la AChE, lo cual posiblemente se deba a la
variabilidad de diterpenos (Correa et al., 2011; Amaya et al., 2017) presentes en este género que es

muy diverso en el Caribe colombiano (Sanchez, 1998).
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Corales blandos AChEI como controladores de la mosca blanca de los invernaderos
Las funciones bioldgicas de los metabolitos secundarios de organismos marinos han sido de gran
interés, debido a la variabilidad de entidades quimicas y estructurales que pueden ser usadas en la
sintesis de sustancias para la industria agricola y farmacéutica (Faulkner, 1977; Fenical, 1982). Cabe
resaltar el reconocido potencial insecticida de ciertos metabolitos de origen marino provenientes
de algas rojas, nemertinos y poliquetos (se destaca la nereistoxina aislada de Nereis sp. la cual tiene
multiples aplicaciones, en las que se resalta su uso como insecticida) (Darias, 1998; Lee et al., 2003;
Ordaz et al., 2010), especialmente los compuestos con actividad AChEI, los cuales han demostrado
potencial en la aplicacién y disefio de insecticidas de uso comercial. Con ese fin se destacan los
monoterpenoides tipo 1,8-cineol y acetato de bornilo que tienen efectos similares a los
organofosforados y los carbamatos (Houghton et al., 2006; Castellanos, 2014). Sobre Trialeurodes
vaporiariorum, los monoterpenoides han demostrado tener poder insecticida y de repelencia
(Santiago et al., 2002; Santiago et al., 2007), efecto similar a aquel de los organofosforados y

carbamatos (Barreto et al., 2007).

Otros insecticidas con modo de accidn similar a los AChEI han sido usados en el control de ninfas de
la mosca blanca de los invernaderos, tal es el caso del imidacloprid, que actia como un
agonista/antagonista del receptor de ACh de tipo nicotinico, siendo un neonicotinoide (Devine et
al., 2008), y que tiene una Clso de 16,5 ppm (10,7-23,4), en ninfas de este insecto y una Clso de 5,7
ppm (4,6-6,9) en adultos (Rodriguez et al., 2003). Otros estudios como el de Cardona et al. (2001)
reportan valores mayores con una Clso de 17,1 ppm (12,2-29,2) en el tratamiento de adultos de T.
vaporariariorum. En el estudio de Fang et al. (2007) se evaluaron insecticidas de sintesis quimica en
los que se obtuvieron mortalidades entre 0,28-4,17 ppm para todos los instar de la mosca blanca de

los invernaderos.

T. vaporiariorum ya presenta resistencia a otros tipos de insecticidas que tienen modos de accion
similares a los que tienen los AChEIl, como lo es la interrupcidn de la trasmisidon de impulsos entre
las células nerviosas, pero que en lugar de bloquear la AChE pueden interferir en los canales de
sodio ocasionando el mismo efecto, tal es el caso de los piretroides (Dennehy et al., 1999; Devine

et al., 2008).
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Es importante mencionar que, si bien la eficacia del imidacloprid es alta, ya hay estudios que
reportan resistencia de diferentes plagas a este (Gutiérrez et al., 2007; Matsumura et al., 2008; Wen
et al., 2009), incluso en T. vaporiariorum (Gorman et al., 2007). El producto sin embargo disminuye
el fitness poblacional en los organismos que sobreviven al tratamiento (Roush y Daly, 1990), por lo

cual se cataloga como una resistencia de tipo inestable (Bailo et al., 2004).

Insecticidas como los monocrotofos (organofosfato) y el carbosulfan (carbamato), que son
compuestos AChEI (Devine et al., 2008), han sido evaluados en poblaciones de adultos de T.
vaporiariorum en concentraciones 0,012 y 0,004 mg/ml y se han encontrado valores de mortalidad
de CLspde 3,4x10*y 7,2x10° mg/ml, respectivamente (Rodriguez et al., 2003). En general tanto el
imidacloprid como los insecticidas con mecanismos AChElI mencionados, ocasionan mayor
mortalidad en adultos que en ninfas, requiriéndose concentraciones de producto mayores en el

tratamiento de estas ultimas.

Para los dos extractos y en todas las concentraciones evaluadas se superé el 50% de la mortalidad,
exceptuando a P. grisea a 0,1 mg/ml, E. palmeri (P) a 0,01 mg/ml y al solvente en los 10 dias de
estudio. Sin embargo, el tiempo de exposicion al que se debidé someter a las ninfas para alcanzar
este valor varid con respecto al tratamiento, cumpliéndose que, a mayor concentracion, se
requieren tiempos menores de exposicion respecto a los tratamientos de concentraciones mas
bajas, como se ha presentado en otros estudios con este organismo, tanto en estadios ninfales como
de adultos (Cardona et al., 2001; Bi et al., 2002; Morales, 2014). Si bien no se encontraron
diferencias significativas entre los extractos E. palmeri (P) y P. grisea con respecto a estos tiempos
de exposicidn, se requirieron exposiciones mayores para aquellas ninfas tratadas con el extracto de
Plexaurella grisea (exceptuando a E. pamleri (P) a 100 mg/ml donde se requirié casi un dia mas para

alcanzar la mortalidad del 50% de los individuos).

En general, para todos los tratamientos el tiempo requerido de exposicion fuer mayor a dos dias.
Este tiempo resulta amplio en comparacién con insecticidas AChEl como el metomil, para el cual en
menos de una hora de exposicidn se puede ocasionar la muerte del 50% de una poblacién de adultos
de T. vaporiariorum (Vargas y Alvear, 2000; Devine et al., 2008). Es asi como los extractos evaluados

en este estudio sugieren un efecto insecticida de tipo residual largo, dado que hay aumento de la
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mortalidad en el tiempo. La eficacia y el corto efecto residual, ademas de aplicaciones constantes,
han ocasionado que el uso del metomil ya presente resistencia en poblaciones de T. vaporiariorum

(Vargas y Alvear, 2000).

Ademas del metomil, otros insecticidas comerciales de corto efecto residual con mecanismos AChEI
son los monocrofotos, el carbosulfan (Rodriguez et al., 2003), los metamidofos y el carbofuran
(Cardona et al., 2001), entre otros. La eficacia de estos disminuye con las aplicaciones repetidas que
acarrean la reduccion de la mortalidad en el tiempo y se deben a dicho corto efecto residual (Bi et

al., 2002).

El impacto de los extractos en estudio sobre los insectos debiera evaluarse a mediano y largo plazo,
para determinar el aparente aumento de mortalidad en el tiempo, ademas de evaluar su nivel de
persistencia en el ambiente. La persistencia es un caracter variable en los diferentes principios
activos presentes en insecticidas tipo AChEI, cuya accidon puede ser inmediata o residual en el

tiempo, asi como en sistemas fisicos como suelo y fuentes de agua (NRC, 1989; Wilson et al., 2002).

5. CONCLUSIONES
Los extractos de corales blandos en estudio, e inclusive el esqueleto de coral blando colonizado por
esponjas e hidroides, presentaron actividad inhibitoria de la AChE en el ensayo de bioautografia,
siendo tres de éstos, Eunicea palmeri (P), Pseudoplexaura sp. y Plexaura nina, los extractos con

actividad AChEl mas promisoria.

Los extractos seleccionados para el bioensayo de actividad insecticida contra la mosca blanca de los
invernaderos (Trialeurodes vaporariorum), Eunicea palmeri (P) y Plexaurella grisea, ocasionaron
mortalidad en los estadios de ninfa Il de este organismo, en concentraciones desde 0,001 hasta 100
mg/ml, presentando en todos los tratamientos una mortalidad que alcanzé el 50% en la poblacion

estudiada.

La concentracion letal media (CLso) en los dos extractos no supero una concentracion de 0,003

mg/ml, pero fue mayor en P. grisea. En lo que respecta al tiempo letal medio (TLso), éste fue mayor
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a dos dias en todos los tratamientos. A pesar que las Clso y TLso de los productos comerciales son
menores a las encontrados en los extractos en estudio, cabe resaltar que los mismos poseen un
posible potencial insecticida porque T. vaporariorum fue sensible a éstos, y podrian ser una
alternativa para el desarrollo de un producto comercial, para remplazar los productos con actividad

AChEI que ya generan resistencia en diversas plagas.

6. RECOMENDACIONES
Se recomienda realizar bioensayos con estos extractos en otros estadios de la mosca blanca de los
invernaderos, para identificar diferencias en las concentraciones y tiempos de mortalidad.
Asimismo, se sugiere realizar bioensayos de potencial insecticida con los extractos que tengan
menor actividad AChEI, para realizar una comparacién con los mas promisorios e identificar posibles

compuestos no AChEI que puedan generar mortalidad en organismos plaga.

De igual manera, se recomienda realizar otros ensayos de actividad antimicrobiana, antioxidante y
antiinflamatoria, para los corales blandos en los que este tipo de actividad no se ha evaluado, como
Iciligorgia schrammi'y Muriceopsis petila, o al menos especies pertenecientes a estos géneros, y que

puedan explicar también la mortalidad del organismo objetivo.

Debido al caracter promisorio de los extractos de Eunicea palmeri (P) y Plexaurella grisea como
potenciales insecticidas, se sugiere realizar ensayos con otros insectos plaga y polinizadores, para
evaluar si ellos son susceptibles a los mismos, ademds de identificar las sustancias que causan la
mortalidad, para realizar una posible sintesis y desarrollar un producto comercial. Sumado a ello se
sugiere realizar estudios que evaltden el impacto ambiental en cuanto a la posible persistencia del

producto en el ambiente.
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