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1. ABREVIATURAS
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TIM
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Tiempo de retencién de la serotonina
Lébulos accesorios

Tiempo del sincronizador (Zeitgeber Time por sus siglas en

inglés)
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2. RESUMEN

Spodoptera frugiperda es una polilla considerada la principal plaga del maiz. La fase
larval produce pérdidas de hasta el 60% del rendimiento total de los cultivos. Extractos
guimicos provenientes de la planta Azadirachta indica tienen efectos negativos en el
desarrollo de este insecto, por lo cual se ha propuesto a esta planta como materia prima
para la elaboracion de biopesticidas. Hay pocos estudios sobre el efecto de estos
extractos en la fisiologia de S. frugiperda. Por otra parte, la 5SHT es un neuromodulador
muy importante en el sistema nervioso de los insectos. Esta implicada en las asas de
retroalimentacion del sistema circadiano, en la liberacion de hormonas y la digestiéon. En
el presente trabajo se caracterizo el ritmo circadiano de la concentracion de 5HT en el
ganglio cerebroide y el tubo digestivo de la larva de S. frugiperda y se evalué el efecto
del extracto metandlico de A. indica sobre dichas oscilaciones. El disefio experimental
consistié en los grupos control en el que se utilizaron 144 larvas alimentadas con dieta
meridica control; para el grupo experimental se utilizaron 144 larvas alimentadas con
dieta meridica adicionada con 1ppm de extracto metandlico de semilla de A. indica.
Ambos grupos se sometieron a condiciones controladas; cada grupo se dividié en dos
grupos sometidos a un fotoperiodo LO 12:12 y OO, respectivamente. Los ganglios
cerebroides y tubos digestivos fueron extraidos en seis diferentes horas del dia; la 5HT
se cuantifico mediante HPLC, los datos se analizaron mediante una ANOVA de una via
con la prueba post hoc Tukey, asi como el andlisis de Cosinor. Los resultados obtenidos
en el ganglio cerebroide no mostraron un ajuste a 24h en LO, mientras que si existe un
ajuste significativo en OO; por lo que la oscilacién de 5HT en el ganglio cerebroide podria
estar enmascarada por la luz. En el tubo digestivo tanto en fotoperiodo LO como en OO,
se detectd que la oscilacién de la concentracién de 5HT se ajustd a un periodo de 24 h
presentando un circadiano. Por otra parte, se observo que el extracto no suprimio la
expresion de los ritmos circadianos de 5HT en ninguno de los tejidos, pero si provocé un
desfase de las acrofases y un aumento en la concentracion en ganglio cerebroide, asi

como una disminucion en el tubo digestivo.
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3. INTRODUCCION

3.1. Los ritmos biolégicos en la naturaleza.

La duracion de los movimientos de la Tierra ha fluctuado a lo largo de millones de afios
desde la formacion del Sistema Solar. Hace 4450 millones de afos, dicha duracion era
aproximadamente de 6 horas para el movimiento rotatorio y 1430 dias para el movimiento
de traslacion. Fue hasta hace 65 millones de afios cuando la duracion aumento a 23.60
horas y 370 dias, respectivamente (Arbab, 2009; Williams, 2000). Esta modificacion ha
actuado como una presion de seleccion para los organismos que los han provisto de
mecanismos para medir el tiempo, los relojes bioldgicos. Actualmente, la gran mayoria
de los ritmos expresados por estos relojes tienen un periodo concordante con el periodo

de rotacion de la Tierra (Bell-Pedersen, et al., 2005).

Los marcapasos biologicos, como también se conocen a los relojes biolégicos, son
ubicuos y estan presentes en diferentes niveles de organizacion: bacterias, hongos,
plantas, peces, anfibios, reptiles, insectos y mamiferos, éstos relojes les proporcionan
una ventaja adaptativa a los organismos para sobrevivir a entornos cambiantes,
permitiéndoles anticipar eficientemente eventos periddicos como: la disponibilidad de
alimento, la presencia de competidores y depredadores, el amanecer y el anochecer, las
migraciones, la busqueda de una pareja sexual, etc. (Roenneberg y Merrow, 2002; Bell-
Pedersen, et al., 2005). Por lo tanto, estos mecanismos confieren un nicho temporal a
los organismos, lo que les permite restringir procesos internos y actividades conductuales
a establecidas horas o fases del dia, al aumentar asi las posibilidades de sobrevivir
(Roenneberg y Merrow, 2002; Bloch, et al. 2013; Rodrigo, et al., 2007).

La cronobiologia es la rama cientifica encargada del estudio de los ritmos biol6gicos, que
abarca aspectos oscilatorios a diferentes niveles como molecular, celular, fisiologico,
ecologico, etc. (Vega, 1993). El desarrollo de esta disciplina esta dado por el analisis y
la interpretacién de la expresion ciclica de las variables bioldgicas, que a través del

tiempo se ajustan a una forma ondular, muy similar a la funcién matematica del coseno.
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Las caracteristicas de los ritmos biolégicos se pueden definir de la siguiente maneray se

observan graficamente en la figura 1 (Vega, 1993; Cornelissen, 2014):

|. Periodo: es el intervalo de tiempo que ocurre entre dos fases idénticas (p. €j. entre
acrofase y acrofase) respecto a un punto o valor de referencia. Es decir, la duracién de
un ritmo completo expresado en unidad de tiempo; se denomina con | (tau) cuando se
trata de un ritmo endégeno y con T cuando se refiere al periodo del ritmo del zeitgeber
(principal agente externo capaz de sincronizar el ritmo enddgeno de algun organismo

con el ritmo propio; el sincronizador mas importante y estudiado es la luz).

Il. Frecuencia: se refiere al nUmero de veces que se repite un suceso en determinado

tiempo.

[ll. Mesor o media: es el valor promedio de todos los valores de un ritmo.

IV. Amplitud: es la magnitud de la variacion de un suceso en determinado tiempo. Es
decir, la diferencia entre el valor maximo y minimo del ritmo; y se representa con a, en
tanto que la amplitud del zeitgeber se representa con A.

V. Fase: es el valor de un evento dado durante el ritmo y se simboliza @ (phi).

VI. Acrofase: es el valor maximo que alcanza un ritmo.

VII. Batifase: es el valor minimo de un ritmo.

13



Acrofase x Periodo

Variable

Batifase
*

12 Tiempo 24

Figura 1. Caracteristicas de un ritmo biolégico (modificado de Vega, 1993 y Cornelissen, 2014).

3.1.1. Propiedades generales de los ritmos circadianos.

Los ritmos circadianos son las variaciones ritmicas bioldgicas que tienen origen
endogeno y periodo que fluctda entre 20 y 28 horas por ciclo. Aquellos ritmos cuya
duracién es menor a 20 horas se denominan ultradianos, mientras que los ritmos
infradianos tienen periodo mayor a 28 horas (Cardinali y Bernasconi, 2009). Ademas de

periodo definido, los ritmos circadianos presentan las siguientes propiedades:

a) Se expresan y persisten bajo condiciones ambientales constantes de luz y
temperatura, lo cual denota que el organismo tiene un mecanismo enddgeno que le
da nocién del tiempo; que le permite presentar oscilacién espontanea en condiciones
constantes, que se debe mantener a lo largo de varios dias, a lo que se conoce como
libre corrimiento (Goto, 2013; Tauber y Kyriacou, 2001). A diferencia de los ritmos
circadianos, los ritmos diarios presentan un periodo cercano a las 24 horas; sin
embargo, la expresion de este ritmo esta dada por las condiciones ambientales de

luz-oscuridad y no estan regulados enddgenamente (Saunders 2002).

b) La capacidad de sincronizarse con un ciclo ambiental. Esto ocurre cuando la fase y
frecuencia del ritmo del organismo se ajustan a la fase y la frecuencia de los ciclos
ambientales, estableciéndose una relacion de fase estable. En la sincronizacion, el
ciclo ambiental da razén del tiempo al organismo. Las sefales ambientales mas

importantes son los ciclos de luz-oscuridad, la ingesta alimentaria, la temperatura y

14



entre otros (Goto, 2013; Saunders, 2002; Cardinali y Bernasconi, 2009; Tauber y
Kyriacou, 2001).

c) Los ritmos biologicos presentan minimas y sutiles variaciones con respecto a los
cambios de la temperatura. Esto se debe a la independencia entre el periodo del
ritmo y de la temperatura. Los cambios de temperatura son permisibles siempre y
cuando se encuentren dentro del rango en el que las funciones metabdlicas no sean
afectadas. La capacidad compensatoria que tienen los organismos es muy
importante para la vida diaria (Goto, 2013; Saunders, 2002; Cardinali y Bernasconi,
2009; Tauber y Kyriacou, 2001).

3.1.2. Sistema circadiano: responsable de los ritmos circadianos.

El sistema circadiano es la compleja red de osciladores que da lugar a la expresion de
los ritmos biolégicos; siendo un mecanismo efectivo para medir el tiempo. Esta
organizacion temporal de la vida ha evolucionado en una estrecha relacion con los
fluctuantes ciclos ambientales de la Tierra. Sin embargo, este sistema en ausencia de
estimulos externos es capaz de mantener la expresion de los ritmos biolégicos con un
periodo muy cercano a las 24 horas (Saunders, 2002; Hirota y Fukada, 2004). A

continuacion, se describen los componentes (ver fig. 2):

l. Las vias de entrada reciben y procesan las sefiales temporales provenientes de la luz
(SF), la temperatura, alimentacion (SNF), etc. (Hirota y Fukada, 2004; Cermakian y
Sassone-Corsi, 2000; Saunders, 2002).

Il. Los relojes biolégicos son los encargados de organizar temporalmente al sistema.
Al reloj u oscilador central o maestro se le llama marcapasos, que es el encargado de
procesar y enviar la informacion hacia el resto de las estructuras o componentes del
sistema; como los osciladores periféricos, pero con el periodo y frecuencia establecidos
por el marcapasos y el acoplamiento entre ellos. Los marcapasos poseen las siguientes
caracteristicas (Saunders, 2002; Hirota y Fukada, 2004; Cermakian y Sassone-Corsi,
2000):

15



a) Actividad oscilatoria circadiana autbnoma en condiciones constantes de oscuridad o
luz.

b) Sincronizacion con sefiales externas para ajustar la fase propia a la fase de los
parametros ambientales como la luz, predominantemente, temperatura y/o

alimentacion, etc.

c) Pérdida del ritmo circadiano después de la ablacion de tejidos o grupos celulares

especificos pertenecientes al marcapasos.

d) El trasplante de células especificas del oscilador o el marcapasos integro, puede
restaurar los ritmos bioldgicos en organismos arritmicos por lesiones del reloj propio.
Después de la cirugia, los ritmos reflejados presentan el periodo de los ritmos del

donante.

e) La expresion de actividad circadiana del tejido marcapaso aislado in vitro por un

lapso razonable (depende de la especie).

lll. Los efectores son las estructuras que expresan y transmiten los ritmos circadianos
ya sea a otras estructuras del sistema y/o hacia las vias de salida. Las asas de
retroalimentacion son las vias aferentes y eferentes entre los diferentes componentes

del sistema.
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Figura 2. Sistema circadiano en mamiferos. a) Ritmo circadiano generado por el marcapasos, b) Ritmos
circadianos, ultradianos, infradianos generados por el sistema circadiano. OC, oscilador central; OP,
oscilador periférico; E, efector. (Modificado de Rodriguez-Mufioz, 2011).

3.1.3. Organizacion y ritmos circadianos en los insectos.

Los insectos manifiestan gran variedad de ritmos biolégicos. Los mas evidentes son los
conductuales: las abejas visitan las flores en ciertos momentos del dia; los mosquitos
buscan la sangre al amanecer y al anochecer; durante la noche las polillas vuelan y se
reproducen, mientras que los grillos machos estridulan para atraer pareja y las
cucarachas buscan resquicios de comida (Tomioka y Matsumoto, 2015; Bell-Pedersen,
et al., 2005; Bloch, et al. 2013). También, presentan los ritmos fisiol6gicos que dan pauta
para la alimentacion, la oviposicién, la pupacion, la eclosién de los huevecillos y de la
pupa, la liberacion de feromonas, la produccién del espermatoforo, la respiracién, la
deposicion de cuticula. Asi mismo, estas oscilaciones estan restringidas a una fase, ya
sea el dia o la noche (Tomioka y Matsumoto, 2015; Bell-Pedersen, et al., 2005; Bloch, et
al. 2013). Por otra parte, los insectos son el grupo de animales mas préspero y altamente
divergente; viven en diversos ambientes, que van desde regiones tropicales a zonas
polares y desde el nivel mar hasta las altas montafas (Bloch, et al. 2013). El estudio y la
elucidacién de los mecanismos del sistema circadiano son esenciales para comprender

la evolucion y la diversificacion de dichos artropodos.
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La mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, ha resultado modelo efectivo para la
identificacion de las estructuras del sistema circadiano en insectos, mediante técnicas de
ablacion y lesion de las estructuras putativas como relojes biologicos (Tataroglu y Emery,
2014). Existen diferencias en la localizacion de los osciladores circadianos entre los
insectos hemimetabolos y holometabolos. En las cucarachas y los grillos se han
identificado neuronas reloj en los l6bulos opticos (LOPS) (Tomioka y Matsumoto, 2015);
mientras que en las moscas Y los lepidOpteros estas neuronas fueron identificadas en
diversos ganglios en el protocerebro (Tataroglu y Emery, 2014; Kyriacou, 2009). A
diferencia de los mamiferos, donde practicamente todas las areas del cerebro son un
reloj periférico; en los dipteros y lepiddpteros, las regiones del cerebro fuera de la red
neuronal del reloj maestro no contienen todos los componentes moleculares necesarios
para ser reloj circadiano funcional, pero si existen relojes periféricos (Nitabach y Taghert,
2008; Kyriacou, 2009). En Drosophila se han identificado como los osciladores
circadianos a: las NV, NL, al PL, al CB, a los MB y la Pl (Tomioka y Matsumoto, 2019).
Para los lepidopteros se han corroborado varios marcapasos circadianos dentro del
protocerebro, que oscilan en sincronia: los LA, la Pl y la PL (Reppert, et al., 2010;

Tomioka y Matsumoto, 2019).

La célula es la unidad fundamental de la vida, los estudios cronobioldgicos coadyuvan
esta premisa, ya que se ha encontrado que las células de los relojes biolégicos oscilan
con un periodo aproximado de 24 horas de forma autosostenida. Este periodo es exacto
cuando oscilan multicelularmente, en sincronia con el fotoperiodo (Saunders, 2002; Goto,
2013; Lazzari e Insausti, 2008). EI mecanismo de las neuronas reloj en D. melanogaster
y Danaus plexippus (la mariposa monarca) consiste en un asa de retroalimentacion
negativa entre la transcripcion de genes y la traduccién de proteinas que impulsan las
oscilaciones circadianas, como se puede ver en la figura 3 (Reppert, et al., 2010; Tomioka
y Matsumoto, 2019; Kyriacou, 2009).

La fotorrecepcion es una de las vias de entrada al sistema circadiano que transmite la
sefal de la fase del zeitgeber, esta mediada por los l6bulos 6pticos y los osciladores

circadianos de Drosophila y los lepidopteros (Reppert, et al., 2010; Tomioka y
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Matsumoto, 2019; Kyriacou, 2009; Lamba, et al., 2014). No obstante, existen otras vias

féticas y no féticas que restablecen e influyen sobre el ritmo de las neuronas reloj.

per

Nucleo

Figura 3. Mecanismo del reloj molecular en D. menalogaster. SHAGGY (SGG) fosforila a TIM en el citosol
de la célula reloj y promueve la translocacion de la asociacion de las proteinas TIM-PER. El aumento de
5HT o del receptor d5-HT1B disminuye la fosforilacion de TIM. Asimismo, el criptocromo (CRY), en
conjunto con JETLAG (JET), degrada a TIM fosforilado; induciendo un cambio de fase del reloj. En el
nacleo, TIM-PER reprimen la actividad transcripcional de CLK/CYC, lo que reduce los niveles de mRNA
de per y tim, a su vez se reducen los niveles de PER y TIM, lo que libera al CLK/CYC vy se inicia la
transcripcion de per y tim al inicio de la noche (Yuan, et al. 2005).

El marcapasos le da razon del tiempo a los osciladores periféricos que se encuentran
fuera del cerebro, a lo largo del sistema nervioso y en el resto del cuerpo, para que estén
en sincronia y cumplan con las diversas funciones bioldgicas. En el caso de los
lepidopteros se han identificado como osciladores periféricos dentro del cerebro a los
LOPS, las CC y CA. Mientras que el intestino, la epidermis y los tejidos reproductivos
son osciladores periféricos que se encuentran en el cuerpo de estos artropodos (Reppert,
et al., 2010; Tomioka y Matsumoto, 2019; Kyriacou, 2009). Por ejemplo, en las palomillas,
el PBAN (neuropéptido activador de la biosintesis de la feromona) es un regulador
hormonal circadiano que sincroniza la produccion de las feromonas sexuales (Bloch, et
al., 2013). La Pl y el SOG sintetizan el PBAN durante la fotofase, que posteriormente es
transportado a la CC. La HJ, que se encuentra en la CA (este oscilador periférico esta
sincronizado a la PI, oscilador circadiano), regula la liberacién ritmica del PBAN a la
hemolinfa. Al igual que la 5-HT, el PBAN se una a receptores ubicados en la membrana
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de las células de la glandula productora de feromona, que activan la entrada de calcio al
citoplasma y via segundo mensajero estimula la sintesis de las moléculas de la feromona
sexual. La neurosecrecion de otros mensajeros es similar a la del PBAN (Bloch, et al.,
2013; Groot, 2014). También, la transmision del mensaje es similar mediante receptores
gue via segundo mensajero activan cascadas de sefalizacion que dan la pauta para el
inicio de diversas funciones, dependiendo del tejido o estructura (Neckameyer y Leal,
2017).

3.1.4. La serotonina: importante neuromodulador en el sistema circadiano de los
insectos.

La 5-Hidroxitriptamina o mejor conocida como serotonina actia como neurotransmisor,
neuromodulador y neurohormona (cuando es liberada al sistema de circulacién); siendo
idéntica la sintesis tanto en vertebrados como en invertebrados e incluso es sintetizada
por organismos vegetales (Blenau y Baumann, 2001; Cardinali, 1994; Pelagio-Flores, et
al. 2011). La 5-HT es una monoamina que se sintetiza a partir del aminoacido esencial
L-triptéfano, por medio de dos reacciones quimicas: en la primera, la enzima triptofano
hidroxilasa (TPH), unida al cofactor tetrahidrobiopterina aflade un grupo hidroxilo al
triptéfano, dando como resultado la molécula de 5-hidroxitriptéfano (5-HTP).
Posteriormente, la enzima 5-hidroxitriptofano descarboxilasa (DDC) quita un grupo
carboxilo al 5-HTP, formando asi la. molécula de 5-HT (ver figura 4). Después, esta
monoamina puede ser precursora de la melatonina, o bien, ser degradada por la
monoamina oxidasa (MAQO) en acido 5-hidroxindolacético (5-HIIA) (Blenau y Baumann,
20001; Blenau y Thamm, 2011; Vleugels, et al. 2015).
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Figura 4. Biosintesis de 5-HT a partir del TRP y degradacion en 5-HIIA (Modificada de Blenau y Baumann,
2001; Blenau y Thamm, 2011; Vleugels, et al. 2015).

Las funciones especificas de la serotonina estan mediadas por su union y la posterior
activacion de los receptores de membrana; la 5HT estd almacenada en las terminales
sindpticas para ser liberada en las sinapsis quimicas, cuando se une a proteinas
especificas del receptor. La gran mayoria de estos receptores pertenecen a la
superfamilia de receptores acoplados a proteina G, que posteriormente activan o inhiben
via segundo mensajero diferentes cascadas intracelulares (Blenau y Thamm, 2011; Wu
y Cooper, 2012). En los insectos han sido identificados cinco receptores de 5HT, que se
han denominado: d5HT1a, d5HT1b, d5HT2a, d5SHT2b y d5HT7 (Wu y Cooper, 2012;
Yuan, et al. 2005; Yuan; et al., 2006). La 5HT esta mediando la sensibilidad del
mecanismo molecular de las neuronas reloj a la luz. Durante la fotofase (fase luminica)
el receptor d5-HT1b trasloca a la 5HT al interior de la célula. EI aumento de 5HT
promueve la fosforilacion de SGG en el citoplasma, inactiva a esta enzima, por ende,

disminuye la fosforilacién de TIM, como se puede ver en la figura 3 (Yuan, et al. 2005).
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3.1.5. Sistema nervioso de los insectos.

El sistema nervioso central de los insectos (SNCI) consiste en la serie de estructuras (el
protocerebro, el deuterocerebro y el tritocerebro) que conforman el ganglio cerebroide
(GCE) y la cadena ganglionar o nerviosa ventral que se extiende sobre los segmentos
toracicos y algunos segmentos abdominales, dependiendo de la especie (Ito, et al., 2014;
Zordan y Sandrelli, 2015). Existe una diferencia entre los GCE de las fases juveniles de
los insectos holometabolos y hemimetabolos: los ganglios cefélicos de las larvas estan
diferenciados pero fusionadas; mientras, que en las ninfas existe mayor grado de
diferenciacion y tejido intermedio entre dichas estructuras (lto, et al., 2014; Zordan y
Sandrelli, 2015). El protocerebro es el ganglio que se encuentra en la parte mas anterior

de la cabeza y contiene muchas subestructuras o ganglios complejos (ver figura 5):

Los LOPS de los insectos se compone de tres ganglios que van desde distal a proximal:
lamina (L), médula (M) y l6bula (Lo). Los LOPS son los osciladores circadianos de los
grillos Gryllus bimaculatus y Acheta domesticus (Cymborowski, 1998; Tomioka, et al.
1993). Durante la fotofase, el acoplamiento entre ambas estructuras esta mediado por
las neuronas bilaterales medulares, que mediante la liberacion y captacion de 5-HT
reciben e intercambian informacion fética de los fotorreceptores e informacion circadiana
de los osciladores (Cymborowski, 1998; Nishinobuki y Tomioka, 2000; Tomioka et al.,
1993; Tomioka, 1999). En el moscardodn, Calliphora vicina, se observo la importancia de
la 5-HT como mediador en los cambios circadianos en el sistema visual de este insecto,
incluyendo a los fotorreceptores extrarretinianos, al igual que en el sistema visual de D.
melanogaster, G. bimaculatus y A. domesticus (Cantera y Carlberg, 1988; Cymborowski,
1998; Yuan, et al. 2005).

Los MB: Aproximadamente son 2500 neuronas que conforman este ganglio en D.
mellanogaster y 170, 000 en Apis mellifera, y que estan mediando el aprendizaje, la
memoria olfativa, la memoria asociativa, el suefio y el control locomotor (Blenau y
Thamm, 2011). Todas las fibras serotoninérgicas detectadas en los MB son extrinsecas
gue se extienden desde el cuerpo o cerebro central. Yuan y colaboradores (2006)

probaron que el receptor d5HT 1a esta implicado en la promocién del suefio. Las moscas
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gue expresaron una variante mutada de d5HT 1a mostraron el periodo de suefio reducido
y fragmentado. Pero al restaurar la expresion de este receptor en los MB, los dipteros

mostraron el patrén de suefio tipico (Yuan, et al., 2006).

El complejo o cerebro central: es un ganglio que recibe inervaciones multimodales
serotoninérgicas de la mayoria de las estructuras del GCE; esta compuesto por el puente
protocerebral (PB), el CB y la parte inferior del cuerpo central (LCB) (Ito, et al., 2014;
Zordan y Sandrelli, 2015). El cerebro central integra y controla la actividad locomotora,
regulando varios aspectos del comportamiento como caminar y volar; también, es el
centro de integracion de la informacion visual, desempefiando un papel en la memoria

visual y el aprendizaje (Sitaraman, 2008).

Las PI, PL, CC y CA son cuatro ganglios diferenciados que conforman el sistema
neuroendocrino de los insectos. Las Pl y PL son los marcapasos de los insectos
holometabolos y estdn encargadas de la neurosecrecion de diversas moléculas
neurotransmisoras y hormonas (Zordan y Sandrelli, 2015; Ito, et al., 2014; Tomioka y
Matsumoto, 2019). La biosintesis de la 5-HT se ajusta al periodo circadiano en la
palomilla del algoddn B. mori, en el grillo A. domesticus y en la mosca D. melanogaster
(Fowler et al.,, 1972; Muszynska y Cymborowski, 1978). Por otro lado, la Pl esta
encargada de liberar 5-HT en el complejo central; controlando la intensidad de la
actividad locomotora: a una mayor concentracién de 5HT los insectos son mas activos
en todas las conductas y viceversa a una menor concentracion (Pandey y Habibulla,
1982). En la cucaracha, P. americana, la disminucion de 5HT repercutié en la digestion
de la alimentacion suministrada; por lo que, también tiene efectos en la actividad
alimentaria de estos animales (Matsui, 2009). Las CC y CA producen la HJ que, junto
con la ecdisona producida y liberada por la glandula protoracica, controlan el crecimiento
y la muda de los insectos (Jagota y Habibulla, 1992). En las larvas, pupas y los adultos
de D. melanogaster se ha corroborado que existen neuronas serotoninérgicas que
inervan a la glandula protoracica y regulan la biosintesis de los ecdiesteroides (ecdisona,
la PTTH, entre otras hormonas) (Shimada-Niwa y Niwa, 2014). En la polilla de la seda

china, A. pernyi, la liberacion de la PTTH en las neuronas neurosecretoras y el cuerpo
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provoca la metamorfosis, mientras que el bloqueo de esta hormona promueve la
diapausa (Wang, et al., 2013). El receptor d5HT1b es el mediador en el bloqueo de la
sintesis y la liberacion de PTTH, manteniendo la diapausa en condiciones de un
fotoperiodo corto y promoviendo la metamorfosis en un fotoperiodo largo (Wang, et al.,
2013). Por otra parte, Range y colaboradores (2002) demostraron la sintesis de varias
isoformas de la HJ en la CA de gusanos cogolleros en el quinto y sexto estadio y en las
CC y CA de palomillas hembras de S. frugiperda. Las estructuras empleadas en este
estudio fueron obtenidas in vitro. La HJ en los adultos induce la produccion de
vitelogenina, proteina esencial para la formacion de huevecillos; en el caso de las larvas
promueve la muda entre los estadios y cuando esta en bajos niveles se lleva a cabo la

pupacion (Range, et al., 2002).

El deuterocerebro es la segunda division del GCE. Los LA son ganglios que se
encuentran en esta region del cerebro. El deuterocerebro también recibe aferencias
mecanosensoras de la superficie de la cabeza, de los LOPS, los I6bulos accesorios (XL)
y del CB (lto, et al., 2014; Zordan y Sandrelli, 2015). La 5HT modula la respuesta del
centro olfatorio principal (LA) de los machos de B. mori y M. sexta, a las feromonas; la
informacion recabada por estas neuronas es enviada al protocerebro (Gatellier, et al.,
2004).

El tritocerebro es el tercer ganglio cerebral de los insectos, que se encuentra
ventralmente a ambos lados del inicio del tubo digestivo. El tritocerebro, al igual que el
deuterocerebro, también da lugar a neuronas serotoninérgicas eferentes y aferentes de
los ganglios mas anteriores; la eferencias de este ganglio conectan al cerebro con las
estructuras bucales (Ito, et al., 2014; Zordan y Sandrelli, 2015). En el caso de D.
melanogaster, la 5SHT modula las respuestas de la alimentacion, activando la locomocion
de los insectos para la busqueda de comida, la masticacibn o deglucién del bolo

alimenticio y la sefializacion de la sensacién de hambre (Schoofs, et al. 2018).
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Lébulo éptico

Figura 5. Esquema general del GCE de los insectos holometabolos, en color rojo se localiza la red neuronal
serotoninérgica. T, tritocerebro (modificada de Nassel, 1988; Granger, et al. 1989; Nassel y Elekes, 1985;
Homberg y Hildebrand, 1989; Blenau y Thamm, 2011; Vleugels, et al. 2015; Shimada y Niwa, 2014).

La 5HT también esté presente en los ganglios mesotoracicos y érganos neurohemales.
En el insecto palo, Carausius morosus, se ha corroborado la inervacion de axones
serotoninérgicos que se ramifican por todos los ganglios estomatogastricos (Luffy y Dorn,
1991). Flanagan (1984) mediante trabajos de inmunohistoquimica encontré la presencia
de 5HT en los ganglios mesotoracicos del hemiptero Rhodnius prolixus; sin embargo, no
obtuvo resultados positivos en los 6rganos neurohemales. También, en el caso de los
lepidopteros se ha identificado inmunorreactividad de 5HT en la cadena ganglionar del
gusano de la picea oriental, Choristoneura fumiferana, y del gusano de la seda, M. sexta.
En los sistemas nerviosos de estas larvas se observd que el SOG tiene seis pares de
neuronas inmunorreactivas a 5HT; mientras que cada ganglio de la cadena nerviosa
ventral tiene dos pares de neuronas serotoninérgicas, cuyas proyecciones axonales se
extienden en forma de red en el lado dorsal de dicha cadena, como se puede observar
en la figura 6 (Sivasubramanian, 1992; Homberg y Hildrebrand, 1989; Granger, et al.,
1989). Por otra parte, en la larva de D. melanogaster, las neuronas serotoninérgicas
contribuyen al control motor de la alimentacién; el aumento de 5HT promueve los
movimientos peristalticos del tubo digestivo y la disminucion de esta monoamina los
ralentiza (Schoofs, et al. 2018; Wu y Cooper, 2012).
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Figura 6. Distribucién de la 5HT en la cadena ganglionar de C. fumiferana y M. sexta.

3.2. Spodoptera frugiperda como modelo de investigacion en el estudio de los

ritmos circadianos.

3.2.1. Aspectos de la biologia de Spodoptera frugiperda.

S. frugiperda es un insecto holometdbolo que pertenece a la familia Noctuidae, dentro
del orden Lepiddptera, que agrupa a mas de 35,000 especies de polillas. A este insecto
fitéfago cominmente se le conoce como el gusano cogollero, la palomilla del maiz o el
gusano vainero (Peairs y Saunders, 1979). La especie fue descrita por primera vez en
1797 como Phaleana frugiperda; para 1958 este ya pertenecia al género Spodoptera. En
dicho género se encuentran agrupadas otras 37 especies. En la tabla 1 se desglosa la

clasificacion taxonémica completa de S. frugiperda.
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Tabla 1 Clasificacién taxonémica del gusano cogollero.

Reino Animalia

Phylum: Arthropoda
Subphylum: Hexapoda
Clase: Insecta
Subclase: Endopterigota
Division: Pterigota
Orden: Lepidoptera
Suborden: Frenatae
Superfamilia: Noctuidea
Familia: Noctuidae
Tribu: Prodeniini
Género: Spodoptera Guenée, 1852
Especie: S. frugiperda J. E. Smith 1797.

S. frugiperda es endémica del continente americano. El gusano cogollero no presenta
diapausa y es dificil observarlo en lugares con temperaturas menores a los 10°C, por lo
gue su centro de origen se ubica en el Tropico Americano (Luginbill, 1928; Carpenter, et
al. 1986). No obstante, se distribuye desde el sur de Canada hasta el norte de Argentina
y Chile, como se puede observar en la figura 7, dichas regiones se caracterizan por ser
regiones templadas con temperaturas que llegan hasta los 5°C (Ashley, 1986; Nagoshi
y Meagher, 2008). Debido a la estacionalidad, se han registrado migraciones que van de
generacion en generacion en busqueda del sitio 6ptimo en condiciones ambientales y
ecoldgicas para su sobrevivencia a lo largo del continente americano. Desde la mitad del
verano, poblaciones de S. frugiperda se dirigen del norte de Estados Unidos hacia zonas
mas calidas como el Golfo de México y Cuba a pasar el invierno, recorriendo distancias
de mas 480km por solo una generacion (Nagoshi y Meagher, 2008; Meagher y Nagoshi,
2004; Carpenter, et al. 1986). En México, la abundancia poblacional es mas alta en
Morelos, Michoacan, Oaxaca, Quintana Roo y Yucatan; tiende a disminuir en regiones
templadas ubicadas ya sea en el norte del pais o por encima de los 2,000 msnm como
Puebla, Tlaxcala, Querétaro y Estado de México (Sifuentes, 1976). Sin embargo, existen
otros factores que influyen sobre la dinAmica poblacional: el calendario de siembra de
gramineas y otras especies agricolas, el manejo de plagas en los cultivares, asi como

los agentes bioldgicos que actian como enemigos naturales (Carpenter, et al. 1986).
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Figura 7. Distribucion geografica del gusano cogollero (modificado de Ashley, 1986).

3.2.2. Ciclo de vida.

La duracién del desarrollo o ciclo de vida de S. frugiperda varia mucho de acuerdo a las
condiciones ambientales y alimentarias (Villa-Castorena y Catalan-Valencia, 2004). Este
ciclo de vida se completa aproximadamente en 30 dias durante el verano, pero dura mas
de 60 dias en la primavera y el otofio, y de 80 a 90 dias durante el invierno
(Capinera,1999). Ademas de la temperatura, otro factor importante e influyente en la
duracion del ciclo de vida es la especie hospedera, se ha reportado que la duracién del
ciclo es de 24 dias en cultivos de maiz (Zea mays), para el sorgo (Sorghum spp.), el frijol
terciopelo (Stizolobium deeringianum) y la hierba de elefante (Pennisetum purpureum)
es de 26, 28 y 29 dias, respectivamente (Piedra, 1974). Entonces, la palomilla del maiz
puede tener hasta 12 generaciones en un solo afio, hecho que repercute enormemente

cuando el hospedero se trata de un cultivo con importancia agroalimentaria y econémica.

S. frugiperda se caracteriza por presentar desarrollo holometabolo, se distinguen cuatro
etapas de la metamorfosis (Fig. 8); al igual que los demas insectos endopterigotos, las
alas se encuentran en el interior del insecto durante las etapas juveniles y se exteriorizan

cuando llega a la adultez (Bernays, 1986).
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Figura 8. Ciclo de vida de S. frugiperda: a) huevecillos con escamas alares, b) gusano cogollero
del sexto estadio, ¢) pupa madura, d) palomilla macho del maiz.

El huevo, es el embrion envuelto por el vitelo y el corion. En el caso de S. frugiperda, los
huevos son depositados en masas 0 grupos compactos por la noche, preferentemente
en el envés de las hojas, cubiertos por escamas de la hembra. El tiempo de incubacion
va de los 2 a 10 dias. Cada masa puede contener 100 huevos, y por lo general, cada

hembra deposita entre 600 y 1500 huevos (fig. 8a) (Meneses-Carbonell, et al., 2001).

La larva puede presentar hasta 6 estadios larvales, en esta etapa el insecto se prepara
energéticamente para la metamorfosis (Sosa, 2002). Los gusanos cogolleros suelen
emerger mas rapidamente y en mayor niumero a temperaturas superiores a 26. 5°C
(Piedra, 1974). En su parte dorsal presenta una faja media longitudinal de color café
oscuro y un par de fajas laterales de color més claro, a ambos lados de la anterior, se

despliega una sutura epicraneana en forma de “y” invertida (Fig. 9b).

Figura 9. Principales caracteristicas diagndsticas de la larva de S. frugiperda. a) en el antepenultimo
segmento abdominal se observan cuatro puntos negros caracteristicos del gusano cogollero. b) en la
cabeza, existe una sutura cefalica amarillenta en forma de “Y” invertida, también diagndstica de la especie.
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La prepupa dura en promedio de 2 dias, tiene color café y de forma eliptica (Villa-
Castorena y Catalan-Valencia, 2004). La pupa tiene textura lisa y color café oscuro
brillante, ver figura 8 c, puede durar entre 12 y 15 dias en cultivos de maiz, llega a medir
hasta 26 mm. En esta etapa se dan los cambios morfolégicos y fisiolégicos que daran
pas6é a la conformacién del insecto adulto (Piedra, 1974; Villa-Castorena y Catalan-
Valencia, 2004). El adulto es una palomilla grisacea oscura, con una extension alar de
los 36 a 40 mm, en la figura 8d se puede observar la palomilla macho. Tanto hembras
como machos son de habitos nocturnos facilmente atraidos por las luces. La etapa adulta
dura de 10 a 12 dias. La palomilla hembra oviposita en las hojas de maiz con el menor
dafio posible ocasionado por los gusanos cogolleros (Alonso, 1991; Villa-Castorena y
Catalan-Valencia, 2004; Sosa, 2002).

3.2.3. Dafios e Importancia.

La larva de S. frugiperda o gusano cogollero es la etapa de desarrollo que causa mas
dafio durante todo el periodo vegetativo de los cultivos hospederos; pero prefiere hojas
y brotes tiernos, especialmente los cogollos (Meneses-Carbonell, et al., 2001). Es
considerada una de las plagas de los cultivos de arroz y maiz con mayor importancia
econdémica en el sur de EUA, Centro y Sur de América (De Polania, et al., 2009; Piedra,
1974; Villa-Castorena y Catalan-Valencia, 2004; Meneses-Carbonell, et al., 2001; Sosa,
2002). Sin embargo, se han reportado 186 especies hospederas, entre ellas estan el
algodon, el sorgo, la soja, el girasol y otras hortalizas (Sosa, 2002; Casmuz, et al., 2010).
Para el periodo 2015-2016, México fue el séptimo productor de maiz a nivel mundial con
una cosecha cercana a los 25 millones de toneladas de grano en una superficie de 7
millones de hectéareas. El estado de Sinaloa es el principal productor de este grano, con
una cosecha mayor a las 3.5 millones de toneladas en una superficie superior a las 470,
000 hectareas; otros estados importantes en la producciéon son Jalisco, Michoacéan,
México y Guanajuato (Venegas-Garcia, 2016). El gusano cogollero esta presente en mas
de 3 millones de hectareas destinadas al cultivo del maiz, lo que representa el 45% del
total de la superficie sembrada con este grano (Fernandez, 2002).

Durante las etapas del crecimiento vegetativo del maiz, las larvas consumen el tejido

meristematico de los brotes tiernos, lo que ocasiona la modificacion de la arquitectura
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vegetal (Alonso, 1991; Murillo, 1991; Sosa 2002). En los dos primeros estadios, las larvas
roen la epidermis de las hojas, dejando manchas translicidas; también, migran hacia
otras plantas para encontrar disponibilidad de superficie, ya que presentan habitos
canibales. A partir del tercer estadio, consumen toda la ldmina foliar dejando huecos
irregulares en el follaje y luego migran hacia el cogollo, donde encuentran proteccion,
como se puede ver en la figura 10. No obstante, EI mayor consumo, 80 % de la ingesta,
lo realizan en los dos ultimos estadios. El gusano cogollero puede afectar hasta en 30%
el rendimiento del maiz y dependiendo del grado de infestacion puede llegar a causar la
pérdida total del cultivo, ver figura 10 (Alonso, 1991; Murillo, 1991; Fernandez, 2002).

Desarrollo del gusano cogollero en el medio natural
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Figura 10. Etapa larval de S. frugiperda y dafios que provoca en un cultivo de maiz a lo largo de los seis
estadios.

3.2.4. Ritmos circadianos caracterizados en Spodoptera frugiperda.

Los gusanos cogolleros son activos al anochecer y al amanecer atacan a la planta
hospedera como cortadores, defoliadores y cogolleros, segun en el estadio larval en el
gue se encuentren (Willink, et al., 1993). En la escotofase, las palomillas vuelan, se
reproducen y ovipositan en las hojas del maiz (Alonso, 1991). Hanniger y colaboradores
(2017) demostraron la presencia de los genes involucrados en las principales asas
moleculares de retroalimentacion del reloj circadiano en S. frugiperda; también,
detectaron que la sintesis de los ARN mensajeros de per, tim y cry2 ocurre en la
escotofase, como sucede en el reloj molecular de B. mori y D. plexippus, que presentan

actividad nocturna y diurna, respectivamente.
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En otro estudio, Miranda-Anaya y colaboradores (2002) caracterizaron el ritmo de
actividad locomotora de las larvas y palomillas de S. frugiperda en condiciones
controladas de fotoperiodo (luz-oscuridad y oscuridad constante), temperatura y
humedad relativa. Los gusanos cogolleros alimentados con dieta basada en maiz opaco
molido presentaron ritmo circadiano de actividad locomotora tipicamente diurno en
oscuridad constante. Por otro lado, cinco de veintidos larvas sometidas al fotoperiodo de
luz-oscuridad mostraron un ajuste del ritmo circadiano de actividad locomotora a la
fotofase; mientras, que en los gusanos cogolleros restantes no se observé una relacion
de fase clara entre el ritmo circadiano de actividad locomotora y la sefial de luz. En el
caso de los adultos, tanto las palomillas sometidas a oscuridad constante como al
fotoperiodo de luz-oscuridad presentaron un ritmo circadiano nocturno de la actividad
locomotora. Asi, mediante retrasos de la fotofase (encendido de luces posterior a la hora
habitual) lograron observaron que persistia la relacion de fase entre la luz y la actividad
locomotora; es decir, que los animales se sincronizaban a este cambio en el encendido
posterior de la luz. Por otra parte, la incorporacion a la dieta de la variedad de maiz
CML67 tuvo un efecto negativo sobre la expresion del ritmo de actividad locomotora en
las larvas y las palomillas de S. frugiperda. La reformulacion de la dieta con esta variedad
de maiz disminuyd el porcentaje y alargo el periodo de la actividad locomotora de los
gusanos cogolleros. En el caso de las palomillas solamente se observo la disminucion
del porcentaje de la actividad locomotora. La linea de maiz CML67 es una variedad de
maiz resistente al ataque de S. frugiperda. Los autores proponen que las diferencias
observadas en el ritmo circadiano de actividad locomotora entre los animales
alimentados con el maiz opaco y la variedad CML67 se deben a la posible desnutricion;
ya que posiblemente los flavonoides producidos por esta variedad estén disuadiendo en
cierto grado la actividad alimentaria de los gusanos cogolleros (Miranda-Anaya, et al.,
2002). Evidentemente, las larvas alimentadas con CML67 expresaron estas deficiencias
nutricionales a través de todo el ciclo de vida. Estos antecedentes son la base para la
profundizacién en el estudio de los ritmos circadianos de S. frugiperda y podria dilucidar

una forma de control de esta plaga.
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3.3. Azadirachta indica: modelo de investigacién con accion bioinsecticida y

efectos en los ritmos circadianos de los insectos.

3.3.1. El &rbol del Nim.

La familia Meliaceae es el grupo de plantas, cuya gran parte son maderables (p. ej. cedro,
Cedrela odorata; caoba, Swietenia sp.; etc.) ampliamente distribuido en los tropicos y
subtrdpicos; con algunos representantes en zonas templadas. Se compone por 52
géneros y 575 especies. Una de estas especies es el Nim, A. indica A. Juss. (Varela y
Carlos, 2010; Pennington, 2004).

Tabla 2. Clasificacion taxondémica de A. indica A. Juss (Hashmat, et al., 2012).

Reino Plantae

Subreino Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Sapindales
Familia Meliaceae
Subfamilia Melioideae
Genero Azadirachta A. Juss. P
Especie Azadirachta indica A. Juss. 1830

El centro de origen del arbol del Nim se ubica en el sur y sureste de Asia, exactamente
entre Birmania y Assam (Hashmat, et al. 2012). Se introdujo a otras zonas geograficas
debido a la amplia gama de usos, que van desde la fabricacion de insecticidas hasta la
elaboracion de medicamentos naturistas. Actualmente, se distribuye en regiones
subaridas y subhlimedas de Australia, India, Centro y Sur de América, Africa y en
diversas Islas del Archipiélago Malayo; regiones que se caracterizan por albergar los

bosques tropical caducifolio y subcaducifolio (ver Fig. 11).
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Figura 11. Distribucién de Azadirachta indica, (modificado de thecompositaehut.com, 2016).

En América, el Nim se distribuye especificamente en E.U.A., Honduras, Guatemala,
Argentina, Brasil, Bolivia, Ecuador, Cuba, y Jamaica. En México, se introdujo por el
Gobierno del estado de Nuevo Leon y la Universidad Autbnoma de Nuevo Leon entre los
afos de 1988 a 1990, con fines de reforestacion e investigacion; otros estados en los
gue se encuentra son Baja California Sur, Veracruz, San Luis Potosi, Michoacan,
Sinaloa, Nayarit, Oaxaca, Yucatan, Tabasco, Guerrero, Morelos, Chiapas, Guanajuato,
Tamaulipas y Durango. Los arboles del Nim suelen crecer en zonas en las que
prevalecen los climas tropical y subtropical, con el rango de temperatura de 21°C a 32°C
y con altitud entre los 700 y 1500m. No obstante, el Nim puede subsistir en ambientes
secos con temperatura maxima de 50°C; siendo mas intolerante a temperaturas por
debajo de 4°C. Por otra parte, el Nim tiene un desarrollo 6ptimo en suelos profundos,

arenosos o arcillosos con un pH entre 6 y 7 (Hashmat et al. 2012).

El Nim es una especie arborea de rapido desarrollo que puede alcanzar hasta los 35 m
de altura en condiciones muy favorables (Fig. 12a). El ancho del tronco llega a medir
hasta 120 cm, la tonalidad de la corteza va de gris claro a café rojizo. El follaje se
caracteriza por presentar hojas pinnatocompuestas (Fig. 12b), cuyo raquis tiene longitud
gue va de los 20 a los 40 cm y cada foliolo de borde serrado presenta longitud que va
desde los 3 a los 8cm; el color del follaje varia a lo largo del desarrollo, de color rojo-
purpura pasa a verde en las etapas de desarrollo superiores. Las flores se agrupan en
inflorescencias de 250 individuos que presentan color violaceo claro y un olor
caracteristico (Fig. 12d), su periodo de floracion es de abril a mayo. Los frutos de color

verde tienen una forma ovalada, similar a una aceituna (Fig. 12c) y un sabor
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desagradable (CONABIO 2019; NEEMFOUNDATION 2019). Desde hace mas de 400
afos, el arbol del Nim ha sido utilizado con fines médicos; ya que las hojas, los frutos,
las semillas, las raices y la corteza de este arbol tienen propiedades antinflamatorias,
antisépticas, antifungicas, antivirales, diuréticas, analgésicas y antibacteriales
(Ogbuewu, et al., 2011).

flores (modificado de NEEMFOUNDATION, 2019).

3.3.2. Importancia de los metabolitos secundarios producidos por Azadirachta
indica.

Actualmente, se han identificado mas de 300 metabolitos secundarios, que tienen
aplicaciones tanto en el sector medicinal como en los sectores econdémico, agricola y
doméstico. La importancia utilitaria A. indica ha sido tan revolucionaria que ha sido
denominada como el arbol del siglo XXI (Ogbuewu, et al., 2011). Recientemente, el uso
de insecticidas quimicos sintéticos ha venido a menos, debido a las consecuencias que
dejan tras su empleo en los campos de cultivo, impactando negativamente sobre las
especies silvestres, las especies benéficas (entomopatégenas, reguladoras de las
poblaciones de insectos plaga) y sobre la calidad del agua y el suelo. Por otra parte, la
OMS (1990) data que hasta 1, 000 000 de personas padecen alguna enfermedad y por
lo menos unas 220, 000 personas mueren anualmente a causa de que consumir
alimentos contaminados con pesticidas o algun otro contacto directo e indirecto. En este
contexto, el arbol del Nim y otras plantas, caracterizadas por presentar alta diversidad y
concentracion de metabolitos secundarios, han adquirido gran relevancia en el desarrollo
de plaguicidas naturales muchisimo menos dafiinos que los quimicos sintéticos

producidos industrialmente.
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El Nim es considerado la planta con mas accién antimicrobiana dentro de un listado de
2,400 plantas y es una de las especies vegetales mas documentadas en cuanto a
metabolitos secundarios y su accion negativa sobre insectos plaga (Ogbuewu, et al.,
2011). Afecta a mas de 350 especies de insectos, nematodos, caracoles, virus, hongos
y crustaceos; sumando mas de 400 plagas que se ven afectadas por esta planta. Se
conocen miles de metabolitos secundarios provenientes, practicamente, de todas las
partes del arbol del Nim; no obstante, aquellos metabolitos con accién biol6gica se
encuentran en mayor concentracion en las semillas y hojas (Brahmachari, 2004). Los
compuestos de A. indica con mayor accion bioldgica son los terpenoides, conociéndose
actualmente mas de 100. Sin embargo, los triterpenos limonoides son los mayores
efectos tienen sobre el desarrollo y crecimiento de las plagas (Schmutterer, 1990). Este
tipo de compuestos provienen del tirucarol, un triterpenoide tetraciclico, que a través de
una serie de reacciones de oxidacion da origen a compuestos como la azadiractina,
azadirona, melantriol, salanina, nimbina, nimbolina, nimbidina, amorastaitina, vepinina,
vilasinina y gedunina (Schmutterer, 1990). En la figura 13 se pueden apreciar las
estructuras quimicas de los metabolitos secundarios con mas estudios acerca de accion

sobre diversos organismos.

oH
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Figura 5. Principales metabolitos secundarios de A. indica con accion biolégica.

La azadiractina (AZA), es el compuesto que mayor efecto tiene sobre el desarrollo y
crecimiento de los insectos. Principalmente, afecta la alimentacion, provoca efecto
disuasorio al entrar en contacto con quimiorreceptores ubicados en el aparato bucal de
los organismos. Por tanto, los individuos se alimentan en menor medida (Mikolajczak y

Reed, 1987). De todos los 6rdenes de insectos, el orden Lepidoptera es el mas sensible
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ala AZA, ya que las especies pertenecientes a este grupo puede reducir la alimentacion

hasta un 50%, desde concentraciones que van desde los 0.001 ppm (Senthil-Nathan,

2013). En comparacién con érdenes como Coleoptera, Hymenoptera y Hemiptera, los

cuales se ven afectados desde concentraciones que van desde los 100 ppm. No

obstante, el ortéptero, Schitocerca gregaria, también se ve afectado por concentraciones

desde los 0.001 ppm, al igual que los lepidépteros. Entre mayores sean las

concentraciones a las que se exponen los organismos mayores son los efectos

disuasorios en ellos hacia el alimento, los cuales fueron condensados en la tabla 3
(Mordue y Nisbet, 2000; Schmutterer, 1990; Mordue y Nisbet, 2000; Senthil-Nathan,

2013):

Efecto

Antialimentario
primario

Antialimentario
secundario

Regulacion del
crecimiento de

insectos

Esterilidad

Procesos
celulares

Tabla 3. Efectos de AZA sobre los insectos.

Objetivo (mecanismos
moleculares, células,
tejido y/o estructura)

Parte bucal y otros
quimiorreceptores.

Intestino

Cuticula

Organos reproductivos

Musculos
Magquinaria sintética
celular

Modo de accién

- Estimulacion de células disuasorias.

- Antagonismo de los quimiorreceptores del gusto.

- Inhibicion de la peristalsis.

- Reduccion de la produccién enzimatica.

- Inhibicion del reemplazamiento de las células
muertas.

- Alteraciones en los niveles del ecdisona y de la
hormona juvenil, debido a disrupciones en los niveles
de los neurotransmisores que median la muda.

- Alteraciones en los niveles de ecdisona y la hormona
juvenil que conducen a la reduccion en el niumero de
huevos viables y de la progenie viva.

- Obstruccién de la divisién celular.

- Pérdida de tono muscular.

- Bloqueo de la produccion enzimatica digestiva en el
intestino.

- Inhibicién de la sintesis de proteinas en varios
tejidos.
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3.3.3. Efectos de los metabolitos secundarios de A. indica sobre el desarrollo y
crecimiento de S. frugiperda.

La resistencia de S. frugiperda a diversos insecticidas sintéticos, incluyendo a la toxina
Bt del hongo Bacillus thuringiensis presente en cultivos transgénicos, ha provocado la
busqueda de alternativas para su control (De Polania, et al., 2009; Huang, et al., 2014,
Nascimento, et al., 2016; Santos-Amaya, et al., 2017). La amplia diversidad quimica de
las plantas representa una interesante materia prima para la elaboracion de insecticidas
mas eficientes en el control de este insecto y demas fitdfagos (Ayil-Gutiérrez, et al. 2018).
Por otro lado, el posible disefio de bioinsecticidas a partir de los metabolitos secundarios
presentes en los extractos de plantas, como A. indica, puede subsanar y disminuir el
dafio que provocan los insecticidas sintéticos a los sistemas agroecoldgicos.
Actualmente, se han realizado diversos ensayos biologicos de diferentes extractos del
arbol del Nim que han demostrado efectos ovicidas, espermaticidas, inhibitorios del

desarrollo y crecimiento, antialimentario y disrupcion hormonal sobre S. frugiperda.

Gutiérrez-Garcia y colaboradores (2010) realizaron un bioensayo, en el cual, a dos
variedades de maiz, una resistente (CML-67) y una menos resistente (CML-131), les
rociaron soluciones con tres concentraciones de aceite de Nim (NEEM OIL EXTRACT),
con la finalidad de medir el impacto producido por el gusano cogollero sobre las plantas
de maiz. Ellos observaron que las plantas rociadas con la solucién del 20.8% presentaron
menor dafio que las que fueron rociadas con las otras soluciones, sobre todo a las
plantas de la variedad CML-67. También, notaron que el desarrollo de las dos variedades
de maiz fue mayor con la aplicacion del aceite del Nim, adelantdndose la etapa de
floracion de manera mas abrupta en las plantas que fueron rociadas con la solucién del
20.8%. También, el desarrollo de las plantas fue mayor al agregar la solucién cuando la
poblacion de larvas apenas sobrepasaba el 2% de ocupacion de las plantas de maiz.
Este estudio proporciona panorama indirecto sobre el efecto negativo del Nim sobre el

desarrollo del gusano cogollero, pero no distingue exactamente el tipo de efecto.

En otro estudio, Maredia y colaboradores (1992) evaluaron el efecto del Nim sobre el

desarrollo y crecimiento de los lepidépteros Helicoverpa zea (gusano elotero), Diatraea
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saccharalis (barrenador del tallo del maiz), D. grandiosella (barrenador del tallo del maiz
del suroeste), S. frugiperda (gusano cogollero); y los coleopteros, Sitophilus zeamais
(gorgojo del maiz) y Prostephanus truncatus (barrenador mayor de los granos de maiz).
Estos insectos son las principales plagas del maiz, cada una de ellas ataca a las plantas
a lo largo del ciclo de vida; incluso, las infestaciones de estos insectos suelen darse en
el almacenamiento de los granos y mazorcas de Z. mays. En el caso de los lepidopteros,
el bioensayo consistid en la incorporacion de distintas concentraciones, 1 mL de extracto
0 aceite metanolico, 5y 10 g de polvo de la semilla de A. indica por kilogramo de dieta
meridica utilizada en el CIMMYT. Para los cole6pteros aplicaron 5y 10 mL de extracto
de A. indica por kilogramo de grano de maiz no infestado. En general, los resultados
demostraron que hubo mayor mortandad en los lepidopteros, principalmente las larvas
de H. zeay S. frugiperda; hubo 100% de mortandad de los gusanos eloteros alimentados
con las tres concentraciones de A. indica, y, 70% (aceite) y 100 % (polvo) de mortandad
de los gusanos cogolleros después de los 10 dias. Mientras que los coledpteros
presentaron mayor numero de sobrevivientes, aun cuando las concentraciones del aceite
de A. indica fueron mayores que las aplicadas a la dieta de las larvas de Lepidoptera.
Ademas, este estudio demostré que las larvas sobrevivientes de los lepidopteros tuvieron
menor peso y alargamiento de la fase larval cuando fueron alimentadas con la dieta con
el aceite de la semilla del Nim. Por lo tanto, corroboraron que los metabolitos secundarios
de la semilla de A. indica tienen efecto antialimentario sobre larvas de estas seis especies

plagas del maiz.

En otro trabajo de investigacion, Trujillo y colaboradores (2008) observaron que los
extractos etanolicos provenientes de suspensiones celulares de callos de A. indica
tuvieron efecto negativo sobre el porcentaje de sobrevivencia de los gusanos cogolleros
alimentados con discos de hojas de maiz. Este efecto fue dependiente de la
concentracion, expresando el 76% de mortandad con concentracion de 2,5000 ppm (la
mas baja) a las 25 horas después de la aplicaciéon y el 100% de mortandad con
concentracion de 30,000 ppm (la mas alta) a las 18 horas después de la aplicacion. Los
autores proponen que el tipo de efecto depende de la concentracion utilizada de los

extractos de A. indica: con la aplicacibn de concentraciones menores se observan
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efectos sobre la digestibn y movimientos musculares; y conforme aumenta la
concentracion se observan conductas alimentarias (disuasion e inanicion), hasta que
causan efecto neurotdéxico mayor que impide la liberacibn de las hormonas de

crecimiento (la ecdisona y la HJ).

La bibliografia consultada demuestra los efectos negativos de los metabolitos
secundarios de A. indica, principalmente de AZA, sobre el crecimiento y el desarrollo de
S. frugiperda. Estos trabajos de investigacion nos permiten analizar y observar que la
accion de AZA es sistémica y sinérgica, sin importar la manera en la que se aplique. No
obstante, estas investigaciones describen solamente los efectos visibles y conductuales.
No existen trabajos de investigacion que aborden directamente los efectos de los
metabolitos secundarios del Nim sobre el sistema neuroendocrino de los ritmos
bioldgicos de S. frugiperda. La profundizacion en el estudio de la neurofisiologia de este
organismo y la interaccion con los metabolitos secundarios de A. indica permitiria la
identificacion del modo especifico de accién de estas sustancias sobre el sistema

circadiano del gusano cogollero.

3.3.4. Influencia de los metabolitos secundarios de A. indica sobre los ritmos
circadianos de insectos.

La comunicacion entre los componentes del sistema circadiano permite que se expresen
los ritmos biologicos pertinentes para la sobrevivencia de los insectos, como de cualquier
otro ser vivo. La base de esta comunicaciéon son las vias de sefalizacion y las asas de
retroalimentacion positiva y negativa que estan mediadas por los neurotransmisores, los
neuropéptidos y las hormonas. La inclusién de algun factor externo, dependiendo de la
naturaleza, puede influir positiva 0 negativamente sobre el funcionamiento del sistema
circadiano. Existen algunos trabajos que abordan las consecuencias de la inyeccién de
AZA en el ritmo circadiano de actividad locomotora de los insectos.

La inyeccidon de diferentes concentraciones de AZA provocé la abolicion del ritmo de
actividad locomotora en la mosca (Musca domestica) y la cucaracha (Leucophaea
maderae) (Han y Engelmann, 1987; Smietanko y Engelmann 1989). Los experimentos

fueron muy similares en los dos estudios. En el caso de las cucarachas, los actogramas
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resultantes mostraron que el 88% de las cucarachas presentan reduccion en el periodo
del ritmo de actividad locomotora, mientras que la solucion de etanol no presentd ningun
efecto sobre el periodo de los blatodeos tratados. Entre 7 y 10 dias después las
inyecciones de AZA provocaron arritmia en el 40% de las cucarachas, segun la dosis
empleada dias después mostraron el tipico patrén del ritmo circadiano. Han y Englemann
(1987) proponen que la azadiractina influye en la comunicacién entre los LOPS, los
relojes circadianos de insectos hemimetabolos, lo que provoca la abolicién de ritmo de
actividad locomotora.

El estudio en M. domestica es una continuacion de la linea de investigacion realizada por
Han y Engelmann (1987) en L. maderae. En este estudio utilizaron 171 moscas que
fueron inyectadas con 1pl de la solucién una solucion de etanol al 20% con 0.05 mg/g de
insecto; el grupo control consistio en 60 moscas inyectadas solamente la solucion de
etanol al 20%. La inyeccion de la AZA provoco la muerte del 50% de las moscas tratadas,
del grupo control se muri6 el 25% de animales. La solucién con AZA aumento el periodo
del ritmo de actividad locomotora en el 83% de las cucarachas; mientras que la solucion
de etanol provocé solamente un aumento del periodo de dicho ritmo en el 22%. Después
de 5 dias de la inyeccién, el 46% de las moscas presentaron arritmia en la actividad
locomotora. Por lo tanto, al igual que las cucarachas, la abolicion de los ritmos en las
moscas posiblemente esta provocada por el debilitamiento en el acoplamiento de los
marcapasos circadianos y los osciladores periféricos; M. domestica es una especie
holometabola, por lo cual el efecto negativo estaria implicado en la comunicacion entre

los XL, los osciladores circadianos de los dipteros.
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3.3.5. Efectos de los metabolitos producidos por A. indica sobre la biosintesis de
serotonina.

Pese a la importancia de la 5HT como uno de los principales neuromoduladores del
sistema circadiano en insectos solamente existe un trabajo acerca del efecto que tiene
AZA sobre la concentracion de esta monoamina. Banerjee y Rembold (1992) observaron
gue cuando la AZA es inyectada en el abdomen de ninfas y adultos de Locusta migratoria
y S. gregaria se distribuye en todo el cuerpo, pero exhibe mayor concentraciéon en el
GCE, laCCy el SOG. También, observaron que la inyeccion de AZA provocé el aumento
de 5HT en estas estructuras, sin importar la dosis (1.8 y 2.4 pg/g de insecto en ninfas;
2.5, 3y 4 ug/g de insecto en adultos) o el sexo de los animales. La retencion de 5HT en
estas estructuras podria estar influyendo negativamente en todas las vias de
sefializacion neuronales y hormonales que estan siendo mediadas por esta monoamina,

incluyendo la sintesis y liberacién de la ecdisona, la HJ y la PTTH.
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4. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION.

Mediante técnicas de inmunohistoquimica, modificaciones en el fotoperiodo, la ablacion
de estructuras, la aplicacion de 5HT exdgena, agonistas y antagonistas de esta
monoamina, se ha identificado que la serotonina esta presente practicamente en todas
las regiones del sistema nervioso de los insectos (Nassel, 1988; Granger, et al. 1989;
Nassel y Elekes, 1984; Homberg y Hildebrand, 1989; Blenau y Thamm, 2011; Vleugels,
et al. 2015; Shimada y Niwa, 2014; Nassel, et al. 1988). La 5HT es una de las moléculas
mensajeras mas importantes en las vias de sefializacion y regulatorias del sistema
circadiano de estos artropodos: esta implicada en la sincronizacién del reloj circadiano a
la luz, actia como mensajera entre los osciladores e influye en los procesos de
locomocion y alimentacion (masticacion, deglucion, digestion, busqueda de alimento,
reproduccion, etc.) (Blenau y Thamm, 2001; Wu y Cooper, 2012; Yuan, et al. 2005; Yuan
et al. 2006; Nishinobuki y Tomioka, 2000; Matsui, et al. 2009; Gatellier, et al., 2004;
Schoofs, et al. 2018). Ademas, en diversas especies de insectos se ha identificado que
la biosintesis de la 5HT se ajusta al periodo del ritmo circadiano (Fowler et al., 1972;
Muszynska y Cymborowski, 1978); la expresion de este ritmo consecuentemente afecta
el ritmo de actividad locomotriz, lo que evidencia que también existe el posible efecto
sobre las demas funciones reguladas por esta monoamina (Xiong et al., 2019; Yuan, et
al. 2006).

Como ya se menciond anteriormente, S. frugiperda es una especie gque tiene importancia
agroecoldgica y socioeconodmica, que se caracteriza por ser muy resistente a diversos
medios de control: virus, entomopatdgenos, pesticidas sintéticos, organismos
genéticamente modificados, etc. (De Polania, et al., 2009; Huang, et al., 2014;
Nascimento et al., 2016; Santos-Amaya, et al., 2017). Hay muy pocos estudios
cronobioldgicos del gusano cogollero (Hanniger, et al.,, 2017; Miranda-Anaya, et al.,
2002). En otras especies de insectos, la realizacion de este tipo de investigaciones ha
ayudado a dilucidar diversos mecanismos y variables bioldgicas que han contribuido a la
ampliacion del conocimiento sobre la conducta, el aprendizaje y la memoria, o bien a la
conservacion (Reppert, et al., 2010; Blenau y Thamm, 2001; Zordan y Sandrelli, 2015).

En el caso de S. frugiperda caracterizar el ritmo de 5HT en el GCE vy el tubo digestivo
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(TD) de S. frugiperda podria ser el inicio de un campo de investigacion que permita
conocer la fisiologia circadiana de este organismo; y, por ende, ampliar el conocimiento

para el desarrollo de técnicas innovadoras para su control.

Por otro lado, las semillas del arbol del Nim son utilizadas como materia prima para la
elaboracion de biopesticidas. Incluso, se observado que extractos provenientes de A.
indica tienen un efecto negativo sobre la alimentacion, el desarrollo y el crecimiento del
gusano cogollero (Gutiérrez-Garcia, et al., 2010; Maredia, et al., 1992; Trujillo, et al.,
2008). No obstante, no se han realizado trabajos que caractericen y diluciden los efectos
a nivel fisiolégico y neuroendocrino. Existen trabajos previos de los efectos de AZA sobre
el ritmo de actividad locomotora y la biosintesis de serotonina de insectos (Han y
Engelmann, 1987; Smietanko y Engelmann 1989; Banerjee y Rembold, 1992). Por todo
lo anterior, en este trabajo se pretende evaluar la repercusion de los metabolitos
secundarios provenientes de la semilla de A. indica sobre el posible ritmo circadiano de
5HT en el GCE y el TD del gusano cogollero. Los resultados obtenidos en este trabajo
podrian respaldar y coadyuvar la idea de ampliar e incluir a las investigaciones
cronobioldgicas de S. frugiperda y otros insectos fitéfagos en el proceso de la elaboracion
y la caracterizaciéon de medidas de control y retencién de las comunidades y poblaciones

de estos insectos dentro de los sistemas agroecoldgicos.
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5. HIPOTESIS.
Si los gusanos cogolleros alimentados con dieta meridica control posiblemente expresen
un ritmo circadiano de serotonina en el ganglio cerebroide y el tubo digestivo; entonces,

la adiciéon del extracto metandlico de la semilla de A. indica a la dieta meridica alterara la

expresion del posible ritmo de 5HT en dichas estructuras de la larva de S. frugiperda.

6. OBJETIVOS.

6.1. GENERALES.

a) Determinar la presencia de un ritmo circadiano de 5HT en el GCE y en el TD de la

larva de S. frugiperda.

b) Evaluar los efectos del extracto quimico de las semillas de A. indica sobre el ritmo de
5HT en el GCE y el TD de la larva de S. frugiperda.

6.2. PARTICULARES.
a) Determinar las concentraciones de 5HT en el GCE y en el TD de las larvas alimentadas
con DMC y las alimentadas con dieta meridica adicionada con un extracto quimico de la

semilla de A. indica o experimental.

b) Determinar la presencia de un ritmo circadiano de 5HT del GCE y en el TD de las

larvas alimentadas con DMC y las alimentadas con DME.
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7. METODO.

7.1. Modelo experimental

Huevecillos de S. frugiperda fueron obtenidos del Centro de Investigacion en
Biotecnologia de la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos. Posteriormente, en el
taller de Quimica de la Facultad de Ciencias, UNAM, después de la eclosion, las larvas
neonatas se trasladaron a vasos de plastico tapados (10 mL) (ver figura 14) y se
mantuvieron en una cdmara de incubacion a temperatura de 25 + 2°C, humedad relativa
superior al 60%, fotoperiodo de Luz-Oscuridad (LO) 12:12 (encendido de luces: 6:00 h),
la alimentacion fue ad libitum, con 5g de DMC (Chacoén, et al.,, 2009; Mihm, 1983;
Maredia, et al. 1992). Estos organismos sirvieron como pie de cria, ya que la
reproduccion de los adultos dio pauta al establecimiento de la colonia, y las dos

generaciones posteriores sirvieron para observar la duracion de las etapas de desarrollo.

Figura 14. Colonia de S. frugiperda. a) larvas neonatas en vasos de plastico transparente con tapas
agujeradas (5 orificios); b) cAmara de incubacion.

Para preparar la DMC, en un recipiente se disolvieron 15.7g de agar en 500mL de agua
destilada caliente, y con una espétula se mezclé rapidamente para evitar la formacién de
grumos. La disolucion se llevé a ebullicion y se enfrié con 500mL de agua destilada fria.
Posteriormente, se mezcldé con una licuadora doméstica y se incorporaron 71.1g de
harina de soya, 31.7g de germen de trigo, 13g de sacarosa, 10.6g de sales de Wesson,

1.1g de &cido sorbico, 4.3g de acido ascorbico, 12mL de acido acético al 25%, 4.4mL de
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formalina al 10%, 7.3mL de cloruro de colina al 15%, 1.6g de Metil Paraben. A la mezcla

fria se afadieron 3.5mL de solucion vitaminica para insectos, licudndose de nuevo.

Después la dieta se transfirié a recipientes cerrados y se mantuvo en refrigeracién para

Su posterior uso.

7.2. Disefio experimental.

A partir de la tercera generacion de la colonia se consideraron dos lotes de larvas de S.

frugiperda para cumplir el objetivo de este trabajo:

a) Grupo control: 144 larvas alimentadas con DMC.

b) Grupo experimental: 144 larvas alimentadas con DME. Se preparé la dieta meridica

normal, como se describié anteriormente, y se afiadi6 1mg por 1kg para obtener la

concentracion de 1ppm/Kg de dieta.

Los lotes fueron sometidos a las condiciones antes mencionadas, pero a dos condiciones

distintas de iluminacién (tabla 4): 72 organismos de cada grupo a un fotoperiodo de LO

12:12 durante toda la etapa larval y los otros 72 individuos restantes de cada grupo a

fotoperiodo de LO 12:12 hasta el cuarto estadio (entre el onceavo y doceavo dia desde

la eclosion de los huevecillos) mas 72 horas de oscuridad constante (OO). Esta division

se hizo para ver la persistencia del ritmo de 5HT en OO. Para las dos condiciones de

iluminacion, el encendido de las luces fue a las 6:00.

Tabla 4. Disefio experimental.

Grupo
Condiciones
de Luz - Oscuridad

Control (dieta artificial normal).

Experimental (dieta artificial + 1ppm
de extracto quimico de A. indica).

LO 12:12

LO control (n= 72 larvas).

LO experimental (n=72 larvas).

LO12:12 + 72 horas de OO

OO control (n= 72 larvas).

OO0 experimental (n= 72 larvas).
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7.3. Preparacion de las muestras

La obtencidon de las muestras se realizé en un cuarto oscuro iluminado con luz roja,
debido a que la 5HT es fotosensible. Los animales de los grupos control y experimental
bajo LO se anestesiaron 5 minutos en frio. Después, en un microscopio estereoscopico
(Olympus SZ514S), se hizo un corte en la mitad del primer segmento toracico de las
larvas y se extrajeron los GCE y los TD a diferentes ZT (tiempo del sincronizador): ZTO,
ZT4, ZT8, ZT12, ZT 16 y ZT 20. Los organismos de los grupos control y experimental
bajo OO también se anestesiaron 5 minutos en frio y fueron diseccionados de la forma
antes descrita a diferentes CT (tiempo circadiano): CTO, CT4, CT8, CT12, CT16, CT20.

Se sacrificaron 12 larvas cada ZT y CT para cada grupo.

Posteriormente, cuatro GCE y cuatro TD (por separado) fueron puestos en 350uL de
buffer de extraccion (100uM EDTA, 0.1M acido perclorico; Cohen, et al. 1988) dentro de
un tubo eppendorf 1.5mL. Después, el contenido de los tubos fue homogeneizado
manualmente con un homogeneizador de plastico y centrifugado en una microcentrifuga
refrigerada (LABNET) durante 30 min a 13500 x g a 4°C, y los sobrenadantes se
centrifugaron por segunda vez durante 10 min a 10000 X g a 4°C. Posteriormente, los
botones obtenidos se desecharon y los sobrenadantes se pasaron por filtros con un poro
de 0.2um; después, se transfirieron a tubos eppendorf ambar y mantuvieron a -70°C en
un ultracongelador (REVCO).
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7.4. HPLC

La cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, por sus siglas en inglés) es la técnica
de andlisis quimico que se utiliza para separar una muestra en sus diversos
componentes o analitos. Se basa en el principio de la elucion: un solvente, denominado
fase movil, circula de forma constante en intimo contacto con la fase estacionaria, un
solido inmiscible; al introducir la muestra en la corriente de la fase movil, cada analito
avanzara a lo largo de la fase estacionaria con velocidad diferente (tiempo de retencion,
Tr) dependiendo de la afinidad de éstos con cada una de las fases. Entonces, al terminar
el recorrido de la muestra por la columna, la mezcla estara separada y cada analito tendra
Tr especifico. Bajo este principio, se cuantificd la 5HT de las muestras del GCEy el TD
de las larvas de S. frugiperda alimentadas con la dieta control y experimental, empleando

una curva de calibracién de 5HT.

El sistema de cromatografia, para este estudio, consisti6 en un inyector refrigerante
automatico Varian 410 con asa de inyeccion de 100ul a una temperatura de 4°C; que
inyectaba 40puL; 20uL pasaban a la columna analitica, los microlitros restantes se
guedaban en el sistema de inyeccion. La columna analitica o fase estacionaria Supelcosil
LC18 de 100 x 4.6mm con particulas de 5um fue conectada al inyector y a la bomba, y
se puso dentro de un horno Varian a temperatura de 26°C. El flujo de la fase moévil se
mantuvo constante a traves del sistema con una bomba Varian 9012 a una tasa de 0.8ml
por minuto. La fase mévil se modificd de Lesniak y colaboradores (2013) y consistié de
90% de agua filtrada (MilliQ) y 10% de acetonitrilo (ACN); después a esta solucion,
lentamente, se afiadié acido trifluoracético al 0.1% y se ajusto el pH a 2.68. La separacion
de la muestra en sus diversos componentes 0 analitos se observo a través de
cromatogramas. Los cuales fueron obtenidos con el software Varian Worstation en una
PC conectada a un detector ultravioleta Varian 9050 (longitud de onda: 280nm, tiempo

de corrida por inyeccién de muestra: 10 minutos).
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7.5. Identificacion y Curva de calibraciéon de la 5HT.

Para identificar el pico de la 5HT, se preparo la solucion stock de 5HT estandar (Sigma
Aldrich) a la concentracion de 1mg/mL. Posteriormente, a partir de esta disolucion se
prepararon 4 diluciones seriadas (factor de dilucion= 0.1) con rango de concentracion de
100 — lug/mL. Después, a partir de la dilucion de 1ug/mL se prepararon diluciones
seriadas con los antilogaritmos de 2.75, 2.5, 2.25 y 2; quedaron diluciones de 562, 316,
178 y 100 ng/mL. Para obtener la curva de calibracién de este experimento se utilizaron
las diluciones de 100ng, 316 y 1000ng/uL. Consecutivamente, se hicieron inyecciones
de prueba para observar el tiempo en que eluia la 5HT estandar, los picos de la

monoamina estudiada salieron en el mismo Tr para las diluciones estandar.

Las muestras de los grupos control (LO y OO) y experimental (LO y OO) se analizaron
por sesiones con el cromatégrafo. Como se menciond anteriormente, son muchas las
variables que influyen en las lecturas del HPLC, asi que antes de cada inyeccién de las
muestras se inyectaron las diluciones de la curva de calibracion. Debido a dificultades

técnicas el grupo OO control se analizé en dos sesiones.

7.6. Andlisis estadistico

7.6.1. Anadlisis de Varianza de una via (ANOVA)

Por otra parte, se aplico a los datos una ANOVA de una via con la prueba post hoc de
Tukey para corroborar la significancia de las diferencias entre los distintos puntos
muestreados y ver las diferencias en concentracién de los distintos grupos (programa
XSLAT, Addinsoft, Belmont, MA). EI ANOVA es una prueba estadistica que compara los
promedios de las fases y evalla si las diferencias entre ellos son significativamente
mayores que la variacion inherente de los datos. Con la deteccion de diferencias
significativas se puede asumir que la variable medida puede presentar un ritmo (Vega,
1993).
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7.6.2. Cosinor

Posteriormente los resultados obtenidos por HPLC fueron analizados mediante el
método mateméatico Cosinor utilizando el programa COSANA (Benedit Silva. GMDRB,
Departamento de Fisiologia y Biofisica. ICB/UPS, Brasil) para determinar la presencia de
ritmos de la 5HT en el GCE y el TD de la larva de S. frugiperda. Cosinor es un método
de andlisis que por medio del ajuste de minimos cuadrados la funcion cosenoidal ideal
de un ritmo bioldgico al obtener el intervalo de confianza de sus principales parametros
como son el mesor, la amplitud, el periodo y la acrofase. El andlisis estadistico de Cosinor
permite realizar pruebas objetivas bajo la hipotesis de que la amplitud del ritmo difiere de
cero al utilizar diferentes longitudes de periodos (Vega, 1993; Cornelissen, 2014). Se
probaron distintos periodos para analizar si los ritmos observados tanto en el TD como

en el GCE efectivamente eran circadianos.

7.6.3. Cronogramas.

A partir de los resultados obtenidos de las curvas de calibracion se construyeron
cronogramas; se representaron los promedios + el error estandar (e.e) de las
concentraciones de 5HT a lo largo de los seis puntos temporales muestreados para las
dos condiciones fotoperiddicas de los grupos control y experimental. Los resultados
estan expresados como micromoles de 5HT por microlito (umol/uL), porque algunas
mediciones resultaron muy altas en nanogramos; por lo que, para facilitar la
comparacion, la interpretacion y la construccion de las graficas se tranformaron los datos
de nanogramos a micromoles de 5HT. A continuacion, en las siguientes secciones se
describen cada uno de los cronogramas obtenidos y se detallan los ritmos presentes en

el GCE y el TD del gusano cogollero.
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8. RESULTADOS

8.1. Identificacion de la 5HT en el ganglio cerebroide y el tubo digestivo de la larva
de S. frugiperda

Se identificd la presencia de 5HT en el GCE y el TD del gusano cogollero mediante
HPLC. Las muestras se analizaron en distintas sesiones por lo que al inicio de cada
sesion se realizaron y se prepararon las diluciones de las curvas de calibracion de 5HT
estandar (Sigma Aldrich); dichas curvas se condensan en la figura 15: la figura 15a es
es del grupo OO control (segunda sesién), la figura 15d es del grupo LO experimental y
la figura 15e es la del grupo OO experimental. Los valores del coeficiente de correlacion
(15a, R?= 0.999921; 15b, R?= 0.999432; 15c, R?= 0.999640; 15d, R?= 0.999127; 15e,
R?= 0.999375) indican que presentan un comportamiento lineal en el rango de
concentraciones 100ng, 316 y 1000ng/pL de 5HT estandar. Con los valores obtenidos
de la ecuacion de la recta y la concentracion conocida de la 5HT estandar se obtuvieron
los valores reales de la concentracion de serotonina en los GCE y los TD de los grupos
control y experimental. Ademas de que se corroboraron las concentraciones de la curva
de calibracion de 5HT estandar; también, se observd que la serotonina eluyé en

diferentes tiempos de retencion para cada sesion de trabajo (tabla 5).

Tabla 5. Tiempos de retencion de 5HT para los grupos control y experimental.

Grupo Tiempo de retencién (Tr; minutos)
LO control 4.5
LO experimental 7.0
OO control (primera sesion) 5.9
(segunda sesion) 3.5
OO0 experimental 4.5
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8.2. Cambios ritmicos de la concentracion de 5HT en el ganglio cerebroide de la

larva de S. frugiperda

8.2.1. Condicion de LO

En el GCE de los gusanos cogolleros del grupo control se encontré una variacioén en la
concentracion de 5HT bajo la condicion de LO (Fig. 16a). La concentracion mas alta
[14.68 + 10.14 pmol/pL] se presentd en ZT8, durante la fotofase (4 horas antes del
apagado de las luces); mientras que la concentracion mas baja [0.81 + 0.60 pumol/uL] se
encontré en ZT20, durante la escotofase (4 horas antes del encendido de las luces).
También, durante la fase de oscuridad, en ZT16 se presentdé otro aumento en la
concentracion de 5HT [7.52 £ 4.68 umol/ul], 4 horas después del apagado de las luces.
No obstante, con el analisis de ANOVA con el ajuste de Tukey no mostré diferencias
significativas (p>0.601) entre las fases y con el andlisis de Cosinor esta oscilacion de la
concentracion de 5HT no se ajustd significativamente (p>0.318) a algun periodo
circadiano o ultradiano; por lo que, no se puede aseverar que esta oscilacion sea un ritmo

diario bimodal en la concentracion de 5HT.

El GCE de los gusanos cogolleros de grupo experimental exhibié una oscilacion de la
concentracion de 5HT bajo la condicion de LO (ver Fig. 16b). La concentracion mas alta
de esta monoamina [271.45 + 70.90 umol/uL] se encontr6 en ZTO, en la fotofase
(exactamente en el encendido de las luces); por otro lado, la concentracion mas baja
[14.46 + 8.25 pmol/uL] se presentd en ZT8 durante la fotofase, 4 horas antes del apagado
de las luces. El andlisis de ANOVA de una via mostré diferencias significativas entre las
fases (p<0.007) y la prueba post-hoc de Tukey arroj6 que estas diferencias se
presentaban entre ZTO y las demas fases (ver tabla 6). Mientras que el analisis de
Cosinor demostré que la oscilacion de este grupo se ajusto significativamente (p<0.031)
a un periodo de 24 horas; por lo tanto, se puede considerar que la oscilacion presentada
en esta condicidén se ajusta a un ritmo diario de la concentracion de 5HT. Los valores
arrojados de los parametros del ritmo son los siguientes: mesor 86.15 8 pmol/uL,
amplitud 87.39 pumol/uL y el porcentaje del ritmo de 37.04%.
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Figura 16. Cronogramas de la concentracion de 5HT en el GCE de los grupos control y experimental bajo
LO 12:12 (la barra superior expresa la condicion de iluminacién, la secciéon blanca indica la fotofase y la
negra la escotofase). a) Oscilacion del grupo control. b) Ritmo diario del grupo experimental. Los datos
mostrados son el promedio * e.e (n=12 por cada ZT para los dos grupos).

En la tabla 6 se muestran los resultados obtenidos con analisis de ANOVA de una via
con el ajuste de Tukey de las diferencias entre las fases de la concentracion de 5HT de
los gusanos cogolleros alimentados con la DMC y los alimentados con la DME sometidos

a la condicion LO.
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Tabla 6. ANOVA de una via de la concentracion de 5HT en el GCE de lalarva de S. frugiperda. El asterisco

indica resultados significativos (p<0.05).

5HT F Sig. Prueba Post hoc Tukey
LO 12:12
0.752 0601
Control

ZTO vs. ZT8 (P=0.006)*; ZTO vs. ZT12 (P=0.014)*
5.556 0.007* ZTO vs. ZT16 (P=0.021)*; ZTO vs. ZT20 (P=0.024)*
ZTO vs. ZT04 (P=0.036)*

LO 12:12

Experimental

En la Tabla 7 se detallan los resultados obtenidos con el analisis de Cosinor de las
oscilaciones de la concentracion de 5HT en el GCE de los gusanos cogolleros de los

grupos control y experimental bajo la condicion de LO.

Tabla 7. Ajuste de Cosinor para la concentracién de 5HT en el GCE de lalarva de S. frugiperda. El asterisco

indica resultados significativos (p<0.05).

EHT Periodo Mesor Amplitud Acrofase PR b
(h) [umol/uL]  [pmol/uL] (h) (%)
LO 12:12
24 6.20 4.78 8.35 14.17 >0.318
Control
LO 12:12
24 86.15 87.39 23.39 37.04 0.031*

Experimental

PR porcentaje del ritmo

8.2.2. Condicion de OO

En la figura 17 se muestran las oscilaciones de la concentracion de 5HT en el GCE de
los gusanos cogolleros de los grupos control y experimental bajo la condicién de
oscuridad constante durante 72 horas. El cronograma de la figura 17a representa la
oscilacion correspondiente al grupo control, que se ajustoé significativamente (p<0.004)
al periodo circadiano de 24 h y presento el porcentaje del ritmo de 51.85 %, segun el
andlisis de Cosinor. En tanto que la acrofase de 5HT [71.13 £+ 19.37 pumol/uL) se ubico
en CTO (al inicio de la fotofase subjetiva) y la batifase [4.83umol/uL] se presenté en CT8
(4 horas antes del inicio de la escotofase subjetiva); mientras que los valores de los

demas parametros del ritmo son: el mesor de 24.37 pumol/pL y la amplitud de 28.65
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pmol/uL de 5HT. Por otro lado, el anélisis de ANOVA mostré diferencias significativas
(p<0.001) y la prueba de Tukey indicé que estas fueron entre las fases CTO contra CT8,
CT16 y CT20 (P=0.002), y CTO contra CT12 (P=0.005); por lo que se considera que el
patron mostrado en la figura 17a corresponde a un ritmo circadiano en libre corrimiento

de la concentraciéon de 5HT en el GCE de la larva de S. frugiperda.

Bajo condiciones de OO, la concentracién de 5HT en el GCE de los gusanos cogolleros
del grupo experimental continda oscilando libremente (figura 17b); ya que el andlisis de
Cosinor demostrd que dicha variacion se ajusto significativamente (p<0.024) al periodo
circadiano de 24 h, siendo los valores del porcentaje del ritmo del 39.32%, el mesor de
4.83 pumol/pL y la amplitud de 28.31 pmol/pL de 5HT. Mientras que el analisis de ANOVA
arrojo diferencias significativas (p<0.0001) entre las fases y la prueba de Tukey demostro
gue la acrofase [85.56 + 11.96 umol/pL] ubicada en CT16, 4 horas después del inicio de
la noche subjetiva, la batifase se encuentra en CT4 [0.45 + 0.57 pumol/pL], 4 horas
después del inicio del dia subjetivo, estas dos fueron significativamente diferentes
(P=0.0001); también, las fases CTO, CT4, CT8, CT12 y CT20 presentaron estas

diferencias significativas contra la acrofase (P=0.0001).
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Figura 17. Cronogramas de la concentraciéon de 5HT en el GCE de los grupos control y experimental bajo
OO (la barra negra superior indica la condicién de OO). a) Ritmo circadiano de la concentracion de 5HT
del grupo control. b) Ritmo circadiano de la concentracién de 5HT del grupo experimental. Los datos
mostrados son el promedio * e.e (h=12 por cada CT para los dos grupos).
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En la Tabla 8 se detallan los resultados obtenidos con el analisis de ANOVA de una via
con la prueba post hoc de Tukey, que muestras las diferencias significativas entre las
fases del ritmo de 5HT en el GCE de los gusanos cogolleros de los grupos control y

experimental bajo OO.

Tabla 8. ANOVA de una via de la concentracion de 5HT en el GCE de la larva de S. frugiperda. El

asterisco indica resultados significativos (p<0.05).

5HT F Sig. Prueba Post hoc Tukey
72 horas en OO CTO vs. CT8, CT16 y CT20 (P=0.002)*
9.944 0.001*
Control CTO vs. CT12 (P=0.005)*

72 horas en OO

Experimental

36.87 0.0001* CT16 vs. CTO, CT4, CT8, CT12 y CT20 (P=0.0001)*

En la tabla 9 se desglosan los resultados obtenidos con el analisis de Cosinor de los
parametros de los ritmos circadianos de la concentracion de 5HT en el GCE de los

gusanos cogolleros alimentados con la DMC y la DME, bajo OO.

Tabla 9. Cosinor de los cronogramas de la concentracion de 5HT en el GCE de la larva de S. frugiperda.

El asterisco indica resultados significativos (p<0.05).

EHT Periodo Mesor Amplitud Acrofase PR
(h) [Hmol/pL] [Hmol/pL] (h) (%) P
72 horas en OO
24 24.37 28.65 1.31 51.85 <0.038*
Control
72 horas en OO
24 16.58 28.31 17.37 39.31 <0.024*

Experimental

PR porcentaje del ritmo
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8.3. Cambios ritmicos de la concentracion de 5HT en el tubo digestivo de la larva

de S. frugiperda

8.3.1. Condicion de LO

Como se muestra en el cronograma de la figura 18a, se encontro la variacion diaria de
la concentracion de 5HT en el TD de los gusanos cogolleros alimentados con la DMC
bajo la condicion de LO. Cuya acrofase [223.24 + 3.48 pmol/puL] se present6 en ZT20,
durante la escotofase (4 horas antes del encendido de las luces); mientras que la batifase
[2.74 + 1.96 umol/uL] se encontré en ZT8, durante la fotofase, 4 horas antes del apagado
de las luces. Con el andlisis de ANOVA de una via se encontraron diferencias
significativas entre las fases (P<0.0001), con la prueba post hoc de Tukey se observé
gue dichas diferencias se presentaron entre ZT20y ZTO, ZT8 frente a ZT12 (P=0.0001),
ZT20 contra ZT4 (P=0.0002) y ZT20 con respecto a ZT16 (P=0.009). Ademas de la
acrofase ZT20, ZT16 presenta diferencias significativas contra las demas fases: ZT16
contra ZT8 (P=0.001), ZT16 respecto a ZT12 (P=0.003) y ZT16 frente a ZTO (P=0.011);
no obstante, debido que se encuentra antes de la acrofase se considera como una
tendencia de la elevacion de la concentracion de 5HT. También, en el caso del analisis
de Cosinor demostr6 que dicha oscilacion se ajustd significativamente al periodo
circadiano de 24 h (p<0.002) y se otuvieron los siguientes parametros del ritmo: el
porcentaje del ritmo de 57.70%, el mesor de 78.85 umol/uL y la amplitud de 85.55
pmol/uL de 5HT.

Por otra parte, en el TD de las larvas alimentadas con la DME se encontré una oscilacion
gue, segun el analisis de ANOVA de una via con la prueba post hoc de Tukey present6
diferencias significativas (p<0.033) entre ZTO contra ZT8 (P=0.031). En tanto que, el
andlisis de Cosinor denot6é que dicha oscilacion se ajusté significativamente al periodo
circadiano de 24 horas (p<0.046) y revel6 un porcentaje del ritmo de 33.60%. En el
cronograma (Fig. 18b) se observa que la acrofase [87.37 + 21.68 pumol/pL] se presenta
en ZTO0, al inicio de la fotofase; también, durante la fase luminica, se encontro la batifase
en ZT8 [13.18 + 8.50 pumol/pL] (cuatro horas antes del apagado de las luces). Por lo que

se puede concluir que el patrén detectado para el grupo experimental se trata de un ritmo
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diario. Por otra parte, los ritmos diarios detectados en el GCE y el TD de los gusanos
alimentados con la DME son muy similares, ya que los dos presentan la acrofase en ZT0
y la batifase en ZT8; no obstante, la concentracion de 5HT es mayor en la acrofase del
GCE que la del TD.
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Figura 18. Cronogramas de la concentracién de 5HT en TD de los grupos control y experimental bajo LO
12:12 (la barra superior expresa la condicion de iluminacion, la seccién blanca indica la fotofase y la negra
la escotofase). a) Ritmo diario de la concentracion de 5HT del grupo control. b) Ritmo diario de la
concentracién de 5HT del grupo experimental. Los datos mostrados son el promedio * e.e (n=12 por cada
ZT para los dos grupos).
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En la tabla 10 se desglosan los resultados obtenidos con el analisis de ANOVA de una

via con la prueba post hoc de Tukey de las diferencias entre las concentraciones de 5HT

en el TD de los gusanos cogolleros del grupo control y experimental bajo la condicion de

LO.

Tabla 10. ANOVA de una via de la concentracion de 5HT en el TD de la larva de S. frugiperda. El asterisco

indica resultados significativos (p<0.05).

5HT F Sig. Prueba Post hoc Tukey

ZT20 vs. ZTO0, ZT8, ZT12 (P=0.0001)*
LO 12:12 ZT20 vs. ZT4 (P=0.0002)*; ZT20 vs. ZT16 (P=0.009)*
28.652 0.0001*
Control ZT16 vs. ZT8 (P=0.001)*;  ZT16 vs. ZT12 (P=0.003)*

ZT16 vs. ZTO (P=0.011)*

LO 12:12

Experimental

3.554 0.033* ZTO vs. ZT8 (P=0.031)*

En la tabla 11 se muestran los resultados del analisis de Cosinor de los ritmos diarios de

la concentracion de 5HT en el TD de los gusanos cogolleros de los grupos control y

experimental bajo la condicion de LO.

Tabla 11. Cosinor de los cronogramas de la concentracion de 5HT en el TD de la larva de S. frugiperda.

El asterisco indica resultados significativos (P<0.05).

EHT Periodo Mesor Amplitud Acrofase PR 5
(h) [Hmol/uL] [Hmol/uL] (h) (%)
LO 12:12
24 78.85 85.55 19.31 57.70 <0.002*
Control
LO 12:12
24 33.91 26.28 23.07 33.60 <0.046*

Experimental

PR porcentaje del ritmo
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8.3.2. Condicion de OO

En la figura 19 se muestran los cronogramas de la concentracion de 5HT en el TD de los
gusanos cogolleros de los grupos control y experimental bajo la condicion de oscuridad
constante. Con el analisis de ANOVA de una via y la prueba post hoc de Tukey se
encontraron diferencias significativas (P<0.004) entre CTO y CT4 (P=0.005), CT16
(P=0.008), CT12 (P=0.013), CT8 (P=0.017) con respecto a CT20 (P=0.024). A pesar de
gue se detectaron diferencias significativas con el ANOVA, con el analisis de Cosinor se
observé que la oscilacién del grupo control (Fig. 19a) no se ajusté significativamente
(p>0.206) ni a un periodo circadiano ni ultradiano, por lo que no se puede decir que se
trate de un ritmo bimodal, aun cuando presenté la acrofase [71.07 = 18.07 pumol/uL] en
CTO (inicio de la fotofase subjetiva) y otra elevacion de 5HT [33.57 + 16.45 pmol/uL] en
CT8; mientras, que la batifase se encontré en el CT4 [0.94 £ 0.82 pumol/pL], 4 horas

después del encendido de las luces.

También, el analisis de ANOVA con la prueba post hoc de Tukey mostré diferencias
significativas (P<0.0001) entre la acrofase en CT12 [59.94 + 13.53 umol/uL], el inicio de
la escotofase subjetiva, contra la batifase en CT20 [0.89 = 0.42 pumol/pL], 4 horas antes
del inicio de la fase subjetiva, de la oscilacion de la concentracién de 5HT en el TD del
grupo experimental bajo OO; ademas, la acrofase presentd diferencias significativas
contra CTO (P=0.00018), CT4 (P=0.00022), CT8 (P=0.00024) y CT16 (P=0.00044).
Adicionalmente, el analisis de Cosinor mostrd un ajuste significativo (P=0.05) al periodo
de 24 horas. Asimismo, se puede observar que el cronograma de la figura 19b que
corresponde al TD del grupo experimental es muy similar al cronograma de la figura 17b
gue corresponde al GCE del grupo experimental bajo OO, pero la acrofase del segundo
se presenta en CT16, durante la escotofase subjetiva; también, la batifase se encuentra
en otro punto temporal, en CT4.
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Figura 19. Cronogramas de la concentracion de 5HT de los grupos control y experimental bajo OO, (la
barra negra superior indica la condicion de OO). a) Oscilacién de la concentracién de 5HT del grupo control.
b) Oscilacién de la concentracion de 5HT del grupo experimental. Los datos mostrados son el promedio +

e.e (n=12 por cada CT para los dos grupos).
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En la Tabla 12 se pueden observar los resultados obtenidos del analisis de ANOVA con

la prueba post hoc de Tukey, de las diferencias entre las concentraciones de 5HT en el

TD de los gusanos cogolleros de los grupos control y experimental bajo la condicién de

0OO0.

Tabla 12. ANOVA de una via de la concentracién de 5HT en el TD de la larva de S. frugiperda. El asterisco

indica resultados significativos (p<0.05).

5HT F Sig.
00 12:12
6.247 0.004*
Control
00 12:12
15.237 0.0001*

Experimental

Prueba Post hoc Tukey

CTO vs. CT4 (P=0.005)*
CTO vs. CT16 (P=0.008)*
CTO vs. CT12 (P=0.013)*

CTO vs. CT8 (P=0.017)*
CTO vs. CT20 (P=0.024)*

CT12 vs. CT20 (P=0.00016)*
CT12 vs. CTO (P=0.00018)*
CT12 vs. CT4 (P=0.00022)*
CT12 vs. CT8 (P=0.00024)*
CT12 vs. CT16 (P=0.00044)*

En la Tabla 13 se detallan los resultados obtenidos con analisis de Cosinor aplicado a

las oscilaciones de la concentracién de 5HT en el TD de los gusanos cogolleros de los

grupos control y experimental bajo la condicién de OO. Solamente la oscilacion del grupo

experimental se ajusto al periodo circadiano de 24 horas.

Tabla 13. Cosinor de los cronogramas de la concentracion de 5HT en el TD de la larva de S. frugiperda.

El asterisco indica resultados significativos (p<0.05).

Periodo Mesor Amplitud
S5HT

(h) [umol/uL] [umol/uL]
00 12:12

24 24.64 18.91
Control
00 12:12 20.42 24.83

24

Experimental

PR porcentaje del ritmo

Acrofase PR b
(h) (%)
0.38 18.97 >0.206
9.53 32.73 <0.05
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9. DISCUSION

9.1. Identificacion de la 5HT en el ganglio cerebroide y el tubo digestivo de la larva
de S. frugiperda.

La 5HT es una amina biogénica ampliamente distribuida en el reino animal. Diversos
estudios han reportado su presencia en celenterados, platelmintos, anélidos,
protocordados, moluscos, crustaceos, quilopodos, diplépodos, quelicerados, hexapodos,
amblicipitidos, monotremas, metaterios, euterios, testudineos y en las aves (Fujii y
Takeda 1988; Spielman, et al. 2015; Harzsch 2004); incluso, la serotonina esta presente
en diversos grupos de plantas (Pelagio-flores et al. 2011). Con base en los resultados
obtenidos mediante la técnica de HPLC se puede considerar que la 5HT esta presente
en el GCE y el TD del gusano cogollero. El Tr-5HT proveniente de las muestras de los
grupos control y experimental coincidieron con el Tr-5HT estandar; no obstante, como se
puede ver en la tabla 5, el Tr no fue el mismo para cada grupo. El Tr de cualquier
sustancia separada por HPLC depende de muchos factores: el pH de la fase movil; el
ancho, largo y las caracteristicas fisicoguimicas de la fase estacionaria; la temperatura
ambiental del lugar dénde se realizd el analisis; la velocidad flujo; el nUmero de muestras
analizadas por sesion de trabajo, y si éstas fueron analizadas en un sola o varias
sesiones de trabajo; el cromatografo (tipo de detector); las propiedades de la muestra
(origen, pH); etc. En la presente tesis, el pH fue la variable mas susceptible a modificarse
y con mas efecto sobre el Tr-5HT; durante la experimentacion se comprobd que este se
modificaba de acuerdo a la relacion TFA: ACN: H20O. Por ejemplo, Lesniak vy
colaboradores (2013), la fase movil es la misma que se empled en este estudio,
encontraron que el Tr-5HT fue 7.91 minutos después de la inyeccion de la muestra
proveniente del cerebro del conejo albino de Nueva Zelanda, pero no mencionan nada
sobre la variabilidad del pH, cabe mencionar que estos autores utilizaron otro

cromatografo y tipo de columna.
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Por otro lado, Castafion-Cervantes y colaboradores (1999) describieron que el Tr-5HT
fue de 9.36 minutos para muestras del GCE y los tallos oculares del acocil (P. clarkii);
ellos emplearon la misma columna que en el presente trabajo (Supelcosil C18,
100x4.6mm 5um), pero el detector electroquimico y la fase mavil rica en sales. En
insectos, particularmente en la chinche de Chagas (R. prolixus), Lange y colaboradores
(1988) encontraron que la 5HT proveniente de las muestras preparadas con base en la
hemolinfa de este invertebrado eluye 13 minutos en una columna RP-18 y 30 minutos en
una columna ODS después de la inyeccién en el detector electroquimico. Como se ha
visto el Tr de cualquier analito depende de muchas variables; no obstante, cuando se
han descartado las posibles fuentes de ruido y se toman en cuenta los factores que
influyen en el proceso experimental se puede llegar a una determinacion eficaz del

analito de interés.

9.2. Cambios ritmicos de la concentracion de 5HT en el ganglio cerebroide de la
larva de S. frugiperda bajo condiciones de LO y OO.

Los resultados de la presente tesis indican que la concentracion de 5HT presento
oscilaciones a lo largo del dia en el GCE de los gusanos cogolleros del grupo control bajo
las condiciones de LO y OO durante 72 horas. No obstante, en la condicién de LO 12:12
no se encontraron diferencias significativas entre las 6 fases y los niveles de
concentracion fueron bajos con respecto a los niveles encontrados en la condicion de
OO (comparando las acrofases, ver figuras 16ay 17a), ya que las fases de este grupo
control si presentaron diferencias significativas entre ellas (ver tabla 7 y 9). Ademas, la
oscilacion de la concentracion de 5HT del fotoperiodo LO 12:12 no se ajustd
significativamente a ningun periodo circadiano, ultradiano e infradiano (ver tabla 7), por
lo que no se puede aseverar que se trate un ritmo diario. Por el contrario, en la condicién
de OO persistio el ritmo circadiano de la concentracion de 5HT en libre corrimiento (ver
tabla 9). Asimismo, el andlisis de Cosinor muestra que la amplitud, el mesor y el PR%
del ritmo fueron menores en la condicion de LO con respecto a los valores obtenidos de

la amplitud, el mesor y el PR% del ritmo en la condicién de OO.

67



Rietveld y colaboradores (1993) mencionan que el ambiente tiene efectos directos sobre
el sistema y los ritmos circadianos; por lo que, ciertas condiciones experimentales
pueden afectar el modo de accion del Zeitgeber sobre los relojes bioldgicos, enmascaran
la expresion de los ritmos bioldgicos. Previamente, Miranda-Anaya y colaboradores
(2002) caracterizaron el ritmo circadiano de actividad locomotora de las larvas y las
palomillas de S. frugiperda, ellos mencionan que los adultos presentan un mayor
porcentaje de sincronizacién que los gusanos cogolleros y atribuyen este efecto al
enmascaramiento por la luz. Ademas, de que los gusanos cogolleros presentaron patrén
de actividad diurno difuso en comparacion con los adultos, ya que solo 5 de 22 gusanos
cogolleros empleados en el disefio experimental lograron sincronizarse al fotoperiodo
12:12 LO; conjuntamente, las 17 larvas restantes presentaron un mayor porcentaje de
actividad durante la fotofase, pero no se observo relacion de fase estable entre el periodo
del sincronizador y la actividad locomotora (Miranda-Anaya, et al., 2002). En otro estudio,
en campos de cultivo y un invernadero se observd que las larvas de S. frugiperda
presentan fototaxis negativa, es decir, que tienden a internalizarse en los cogollos de las
plantas hospederas en busqueda de refugio para protegerse de la luz; que a su vez les
brinda proteccién para la ocurrencia de la pupacion, contra depredadores y parésitos y
encuentran ciertos nutrientes que no estan disponibles en la hojas mas maduras y
expuestas del cultivo (Pannuti, et al., 2015). También, en campos de cultivos abiertos se
ha observado que los gusanos cogolleros tienden a ser mas activos al amanecer y al
anochecer, salen de sus escondites a buscar otra planta en caso de que haya mas larvas
en la que se encuentra (Willink, et al., 1993). La informacién antes descrita podrian
sostener y justificar que la oscilacion de 5HT bajo el fotoperiodo LO 12:12 sufrid
enmascaramiento, como en el caso del ritmo de actividad locomotora, ya que en el
presente estudio se utilizaron vasos transparentes para contener a las larvas, que
permitian la entrada de la luz desde cualquier angulo; por lo tanto, pudieron intensificar
la fototaxis negativa y la busqueda de refugio de los gusanos cogolleros; como
observacion personal, los gusanos cogolleros perforaban y formaban cavidades en la

dieta meridica, pero la cantidad de dieta no los cubria por completo.
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También, se ha observado que D. melanogaster presenta fototaxis negativa, en la
naturaleza las larvas de la mosca se entierran en las frutas podridas; no obstante, en el
laboratorio muestran otros comportamientos que se han visto relacionados con la
prolongada exposicion a la luz (Kohsaka, et al., 2017). La luz, el sistema serotoninérgico
y los relojes circadianos conforman una red compleja de asas de retroalimentacion
negativas y positivas que dan lugar a la sincronizacién del sistema circadiano de los
insectos; por ejemplo, en el grillo, G. bimaculatus, se ha visto que la concentracion de la
5HT oscila dependiendo de la hora del dia, en sincronizacion con los cambios en la
sensibilidad de las interneuronas visuales debido al efecto de la luz (Saifullah y Tomioka,
2002; Nishinobuki y Tomioka, 2000; Tomioka et al., 1993; Tomioka, 1999; Cymborowski,
1998). La complejidad menor del sistema nervioso ha permitido observar que la 5HT esta
implicada en la fototaxis negativa de D. melanogaster; especificamente, se encuentra
modulando la intensidad de la luz entre los fotorreceptores y el reloj circadiano (Humberg
y Sprecher, 2017; Baik, et al., 2018). Por otra parte, se ha visto que reloj biolégico tiene
diferentes mecanismos, ademas de la modulacién de la 5HT, para establecer la
sincronizacion con la sefal y la intensidad de la luz (Kohsaka, et al., 2017; Baik, et al.,
2018). Adicionalmente, no se ha logrado dilucidar a detalle el efecto directo de la luz
sobre el sistema serotoninérgico (Huser, et al., 2017); pero si se ha demostrado que el
comportamiento exploratorio del movimiento de la cabeza de las larvas de D.
melanogaster en respuesta a un pulso de luz esta mediado por neuronas
serotoninérgicas (Rodriguez-Concalvo y Campos, 2009). Por lo que, los procesos
descritos en D. melanogaster podrian estar ocurriendo de forma similar en el posible
enmascaramiento de la oscilacién de la concentracién de 5HT en el GCE del gusano
cogollero; a su vez, este enmascaramiento podria estar influyendo en el efecto
modulador de la 5HT sobre la expresion de diversos ritmos biolégicos, por ejemplo, en
los patrones conductuales. Es importante mencionar que tanto la sincronizacién y el
enmascaramiento son respuestas estratégicas o de adecuacion del sistema circadiano
a las complejas relaciones dinamicas entre las sefales externas, las entradas
sensoriales, la actividad neuronal y las salidas de diversos comportamientos (Salazar-
Juarez, et al., 2006; Humberg y Sprecher, 2017).
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Por lo que, dilucidar y conectar los patrones conductuales de S. frugiperda con la forma
en que son expresados por el sistema nervioso podria vislumbrar el camino para elaborar
herramientas de control con la contemplaciéon de la cantidad y la intensidad de
iluminacion; que podrian ser aplicadas en agroecosistemas controlados como los
invernaderos. Ademas, de que permitirian profundizar en el estudio del papel de la 5SHT
en el sistema de integracion de las sefiales del sistema circadiano del gusano cogollero;
debido a que los resultados mostrados en la presente tesis no son concluyentes para

aseverar que efectivamente existe enmascaramiento por parte de la luz.

Por otra parte, aunque la oscilaciéon de la concentracion de 5HT en el GCE de los
gusanos cogolleros no present6 significancia con los analisis de ANOVA 'y Cosinor (ver
tablas 6 y 7) es muy similar al patrén del ritmo diario descrito en las larvas de dos
variedades invernal y la veraniega de D. melanogaster (Fowler, et al., 1972); ya que
dichas oscilaciones tienen dos elevaciones en la concentracion de 5HT a lo largo de 24
horas, una durante la fotofase y la otra en la escotofase, como en el caso de la oscilacion
de 5HT del gusano cogollero (ver figura 16a). No obstante, las acrofases de 5HT ocurren
en diferentes ZT; lo que podria ser debido a que los fotoperiodos utilizados en el trabajo
de Fowler y colaboradores (1972) son diferentes al manejado en esta tesis LO 12:12,
ellos utilizaron los fotoperiodos LO 10:14 (variedad invernal) y LO 14:10 (variedad
veraniega). En el caso del gusano cogollero, el primer pico ocurre en ZT8 (14:00 h) y el
segundo se encontré en ZT20 (02:00 h). Mientras, que en los ritmos diarios bimodales
de las variedades invernal y veraniega de D. melanogaster los picos mas elevados
ocurrieron en 02:00 y 22:00 horas (escotofase) y en 14:00 y 10:00, respectivamente.
Ademads, la acrofase de la concentracion de 5HT de la variedad invernal ocurrié durante
la escotofase y de la variedad veraniega ocurri6 en la fotofase, al igual que en el gusano
cogollero. Contrario a lo que se observo en el presente estudio y en el trabajo de Fowler
y colaboradores (1972), en insectos hemimetabolos se ha visto que el ritmo diario de
5HT solo presenta una acrofase a lo largo del dia bajo condiciones de fotoperiodo.
Muszynska y Cymborowski (1978) observaron que los ritmos diarios de la concentracion
de 5HT en el GCE y la hemolinfa de grillos, A. domesticus, presentan la acrofase durante

la fotofase, a las 7:00 horas, una hora después del encendido de las luces; no obstante,
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las batifases se presentan en horas distintas, a las 19:00 horas en el GCE y a las 24
horas en la hemolinfa. Los autores mencionan que el aumento en la sintesis de 5HT se
debe al estimulo de la luz. También, registraron la actividad locomotora pero no
encontraron una correlacion significativa entre los porcentajes de la concentracion de la
5HT y la actividad locomotora. Contrario a lo que sucede en A. domesticus, en otra
especie de grillo, G. bimaculatus, la concentracion de 5 HT es mayor durante la
escotofase que en la fotofase; por el contrario, Tomioka y colaboradores (1993)
mencionan que esta concentracion disminuye durante el dia debido al estimulo de la luz,
lo que desencadena las asas de retroalimentacion que integran el sistema circadiano de
este insecto (Tomioka, et al., 1993). También, se ha detectado el ritmo diario de 5HT en
el GCE de la cucaracha, P. americana; especificamente, en los ganglios CA, CC y frontal.
En las tres estructuras, la variacion de la concentracién de la 5HT present6 la acrofase
durante la escotofase, a las 24 horas, 4 horas después del encendido de las luces; y la
batifase se encontrd a las 12 horas (Jagota y Habibulla, 1992; Pandey y Habibulla, 1982).
No cabe duda, que existen muchas semejanzas entre los insectos holometabolos y
hemimetabolos; asimismo, entre especies con el mismo tipo de desarrollo, como los

dipteros y lepidépteros.

Hay estudios que demuestran la presencia de 5HT en el GCE de diversos insectos
(Award, et al., 1997; Cantera y Carlberg, 1988; Gen, et al., 1993; Takeda, et al., 1991).
Anteriormente, se mencionaron algunos trabajos que describen el ritmo diario de 5HT en
insectos holometabolos y hemimetabolos (Fowler, et al.,, 1972; Muszynska y
Cymborowski, 1978; Tomioka, et al., 1993; Jagota y Habibulla, 1992; Pandey y Habibulla,
1982). Incluso en otros estudios se ha logrado dilucidar diversas funciones de la 5HT en
el sistema circadiano (Blenau y Baumann, 2001; Cohen, et al., 1988; Falibene, et al.,
2012; Flanagan, 1984; Fuji y Takeda, 1988; Gatellier, et al., 2004; Luffy y Dorn, 1991,
Vleugels, et al., 2015; Luo, et al., 2012; Neckameyer y Leal, 2017; Qian, et al., 2017). Sin
embargo, en ninguno de estos trabajos de investigacion se utilizé la condicion de OO
para cuantificar la concentracion de 5HT en 6 CT a lo largo de 24 horas. Es
imprescindible resaltar que durante los estudios cronobiol6gicos es indispensable

evaluar y analizar la variable de interés en condiciones de fotoperiodo y OO; ya que la
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alternancia entre la luz y la oscuridad brinda panorama de la expresién de la oscilacion
bajo el efecto del sincronizador, y la oscuridad permite discernir si dicha oscilacion esta
regulada de forma enddgena, al seguir expresandose en libre corrimiento sin la sefial
externa. También, se deben tomar en cuenta que los intervalos entre las mediciones
sean cortos (4 horas) para evaluar posibles oscilaciones ultradianas o infradianas (Vega,
1993; Salazar-Juarez, et al., 2006; Rodrigo, et al., 2007; Tauber y Kyriacou, 2001,
Cardinali, 1994). Por lo que, el disefio experimental del presente estudio es concordante
con los datos mencionados anteriormente y es la primera investigacion que describe el
ritmo circadiano significativo de la concentracion de 5HT en el GCE de la larva de S.
frugiperda; ya que el cambio del fotoperiodo a la OO permitié observar que la oscilacion
se expresa en libre corrimiento. Con el analisis de Cosinor se obtuvo el ajuste significativo
solamente para un periodo de 24 horas (ver tabla 9), cuya acrofase se presento al inicio
del dia subijetivo (figura 17a) y fue mayor que la acrofase de la oscilacién encontrada en
la condicion de LO (figura 16a). No obstante, Yuan y colaboradores (2005) también
emplearon la condicion de OO, pero la oscilacion de la concentracion de 5HT en las
neuronas reloj del GCE (NV, Pl y MB) de D. melanogaster no se ajustd a un periodo
circadiano; pero cuando cuantificaron y observaron la concentracion disminuyé
significativamente en CT2 a lo largo de 7 ciclos de 24 horas bajo OO; de esta forma
comprobaron que una exposicion prolongada a la luz influye sobre los niveles de 5HT,
principalmente en las NV. A su vez, demostraron que la 5HT modula la sensibilidad del
reloj a las sefiales luminicas (fotofase), mediante el receptor d5-HT1B; ya que la
sobreexpresion de este receptor y la mutaciéon de cry en moscas provoco arritmias en el
ritmo circadiano de actividad locomotora. Por lo que, proponen que la sefializacion de la
5HT es una parte de la regulacibn homeostatica que evita fluctuaciones atipicas en la
fase del marcapasos y que puede conferir selectividad en la respuesta del reloj a la luz
en diferentes condiciones ambientales (Yuan, et al, 2005; Yuan et al., 2006). Es preciso
sefalar que el gusano cogollero en condiciones de oscuridad presenta mayor actividad
durante la fotofase subjetiva (Miranda-Anaya et al., 2002), que coincide con el ritmo
circadiano de la concentracién de 5HT descrito en la presente tesis, cuya acrofase se
presenta en dicha fase del dia. Si bien no se describieron en el mismo protocolo tanto el

ritmo circadiano de 5HT como el ritmo circadiano de actividad locomotora, indirectamente
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refuerzan la postura de Yuan y colaboradores (2005) y las demas investigaciones en
insectos hemimetabolos que sostienen que la actividad locomotora esta regulada por la
5HT (Cymborowski, 1970; Muzynska y Cymborowski, 1998). Sin embargo, se ha
observado que el aumento de la concentracion de 5HT exdégena en el GCE de insectos
hemimetabolos provoca una disminuciébn en la locomocion, mientras, que una
concentracion menor contribuye a la salida del movimiento (Cymborowski, 1970;
Muzynska y Cymborowski, 1998); en estudios recientes en D. melanogaster, con la
caracterizacion e inhibicion de los receptores de 5HT se ha revelado que la variedad de
funciones moduladas por dicha monoamina depende de las estructuras dénde se
encuentren y que pueden ser tanto excitatorias como inhibitorias (Blenau y Thamm,
2011; Blenau y Baumann, 2001; Vleugles, et al., 2015; Falibene, et al., 2012; Gatellier y
Kansaki, 2004; Hamilton, et al., 2017; Qi et al., 2017; Huser, et al., 2017). Por ejemplo,
ademas del papel inhibitorio de 5HT (mediado por d5-HT1B) sobre la fosforilacién de TIM
en las NV (Yuan, et al. 2005), en D. melanogaster se ha visto que el receptor 5-HT2A
activa el control inhibitorio de los MB sobre los movimientos que regulan (Yuan, et al.,
2006; Qian, et al., 2017; Humberg y Sprecher, 2017). Contrario a esto, este mismo
receptor promueve la actividad de la unidad motora que inerva las fibras musculares de
la pared corporal, tanto en la mosca D. melanogaster como en la langosta L. migratoria
(Wu y Cooper, 2012; Hill y Usherwood, 1961). También, 5-HT1A es parte de la
modulacion de actividad locomotora de las larvas y palomilla de B. mori (Xiong, et al.
2019). Por lo tanto, se puede aseverar que la 5HT efectia una modulacion sobre los
sistema nervioso central y periférico de los insectos; también existen otros estudios que
mencionan que esta monoamina es solamente un neurotransmisor mas en la inmensa
variedad existente que regula de una forma u otra al sistema circadiano, como la
octopamina, la noradrenalina, GABA, etc. (Neckameyer y Leal, 2017; Neckameyer y Leal,
2009; Helfrich-Forster, et al., 2011; Vleugels, et al., 2015). Por ejemplo, el PDF se ha
identificado como el modulador en el acoplamiento entre los osciladores del GCE durante
la escotofase, tanto de insectos holometabolos como hemimetabolos (Tataroglu y Emery,
2014; Zhang y Emery, 2012; Bell-Pedersen, et al. 2005). De hecho, la teoria del oscilador
dual propone que las neuronas del oscilador M sincronizan e imponen la fase del

zeitgeber a las neuronas del oscilador E bajo OO, mediante la modulacion de la 5HT, el
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PDF y otras moléculas sefalizadoras (Helfrich-Forster, et al., 2011; Helfrich-Forster,
2009; Zzhang y Emery, 2012).

9.3. Efecto del extracto quimico de A. indica sobre la oscilacion y concentracién
de 5HT en el ganglio cerebroide de la larva de S. frugiperda.

Otro objetivo de la presente tesis fue la evaluacion del efecto, de la incorporacion a la
DMC, de un extracto quimico proveniente de la semilla de A. indica sobre el ritmo de
concentracion de 5HT en el GCE del gusano cogollero. Al contrario de la oscilacién de
5HT del grupo control bajo el fotoperiodo LO 12:12, en el grupo experimental se encontré
un ritmo diario significativo (ver tabla 6 y 7). Ademas, como se puede observar en el
comparativo de la figura 16, la acrofase fue mayor en el grupo experimental con respecto
a la oscilacion del grupo control bajo el fotoperiodo de LO 12:12; también, si se compara
el ritmo del grupo experimental bajo el fotoperiodo LO 12:12 (figura 16b) con el ritmo
mostrado en el grupo control bajo OO (figura 17a) se puede considerar que son patrones
muy similares. Por otra parte, se encontré un ritmo circadiano de la concentracion de
5HT en el GCE del gusano cogollero del grupo experimental sometido a OO (17b). Es
muy interesante observar que esta oscilacion circadiana difiere de la encontrada en el
grupo control, en cuanto a la concentracion las acrofases son muy similares, pero
ocurrieron en distintos CT, en el grupo control se encontr6 en CTO y en el grupo
experimental acontecio en CT16 (ver figura 17). Por lo tanto, los resultados obtenidos en
este trabajo demuestran que el extracto metandlico de la semilla de A. indica tiene un
efecto significativo sobre la expresion de los ritmos diario y circadiano de la concentracion
de 5HT en el GCE de las larvas de S. frugiperda.

Recientemente, se ha visto que tanto S. frugiperda como otras especies polifagas son
capaces de generar resistencia a los pesticidas sintéticos e incluso a las sustancias
producidas por organismos genéticamente modificados (Yu, 1991; De Polania, et al.,
2009; Huang, et al., 2014; Nascimento et al., 2016; Santos-Amaya, et al., 2017; Morillo y
Notz, 2001). En los sistemas agroecoldgicos de bajos recursos y débil infraestructura se
suelen utilizar pesticidas formulados a partir de diversas plantas. Entre este uso y otros,

se ha visto que los metabolitos secundarios de A. indica, principalmente los provenientes
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de la semilla, tienen efectos disuasorios y antialimentarios sobre diversas especies
lepidopteros (Trujillo, et al., 2008; Sosa, 2002; Schmutterer, 1990; Raffa, 1987; Senthil-
Nathan, 2013; OMS, 1990; Koul e Isman, 1991; Mann y Kaufman, 2012). El principal
metabolito secundario con mas efectos insecticidas y el mas estudiado es la AZA.
Incluso, se ha caracterizado que ademas de algunas especies de ortopteros y
coleopteros, los lepiddpteros son los insectos con mas efectos negativos cuando entran
en contacto directo o indirecto con extractos quimicos del Nim (Mordue y Nisbet, 2000;
Senthil-Nathan, 2013; Mordue, et al., 1986; Schluter, et al., 1985). De hecho, existen
diversos estudios que comprueban los efectos negativos en el crecimiento y desarrollo
de S. frugiperda; por ejemplo, se ha visto que AZA tiene efectos negativos sobre la
regulacion del crecimiento, la alimentacion, metabolismo, la reproduccion, la diapausa,
el comportamiento, los muasculos y las células epiteliales (Gutiérrez, et al., 2010;
Mikolajczak y Reed, 1987; Mitchell, et al., 1997; Maredia, et al., 1992; Mann y Kaufman,
2012). En diversos estudios reportan que la concentracién de 1 ppm de concentracion
de aceite, extracto metandlico o etandlico de semillas de A. indica es suficiente para
producir mortandad entre el 50 y 70% y para observar la disrupcion del crecimiento y
desarrollo; ademas, se ha visto que los metabolitos secundarios del Nim tienen una
mayor toxicidad por ingestion que por contacto directo, asimismo que los efectos son
diferentes cuando se inyecta. De esta manera, el impacto de los metabolitos secundarios
varia de acuerdo al tipo de producto (aceite, tipo de extraccion y solvente) y la
concentracion (Raffa, 1987; Senthil-Nathan, 2013; Railda et al., 2010; Maredia, et al.,
1992; Schmutterer, 1990; Sieber y Rembold, 1983; Trujillo, et al., 2008). Por lo que, para
la presente tesis se corroboré que dicha concentracién permitio realizar el bioensayo y
cuantificar la 5HT en el GCE y el TD de los gusanos cogolleros que sobrevivieron.
Ademas, se ha demostrado que la concentracion de 5HT en el GCE de insectos se
modifica de acuerdo al tipo de alimento suministrado; especificamente, cuando se
alimenta con dieta con gran concentracion de sacarosa. Por ejemplo, la alimentacion rica
en sacarosa del gusano elotero (H. zea) promovio el aumento en la concentracion de
5HT en el GCE. Mientras que la incorporacion de triptéfano a la dieta no denoté ningun
aumento (Cohen, et al. 1988). En el presente trabajo se utiliz6 una DMC muy similar a la

dieta control del estudio de Cohen y colaboradores (1988), ademas de que las
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condiciones de crianza fueron muy similares. Por lo que, se podria considerar que la
concentracion de sacarosa en la dieta utilizada en la presente tesis no alteré los niveles
de 5HT.

Son muy pocos los estudios que dilucidan y caracterizan los efectos de los extractos del
Nim a nivel fisiolégico en S. frugiperda (Ayil-Gutiérrez, et al., 2018); no obstante, si
existen estudios en otros insectos. Por ejemplo, Banerjee y Rembold (1992) demostraron
que la aplicacién ventral de AZA provoco el aumento significativo de la concentracion de
la 5HT en el GCE, la CC y el SOG de las langostas S. gregaria y L. migratoria. Dicho
aumento es por el bloqueo de la liberacibn de 5HT. Con respecto a los resultados
obtenidos por Banerjee y Rembold (1992), en la presente tesis se observo que la
acrofase de 5HT del ritmo diario del grupo experimental fue mayor con respecto a la
acrofase de la oscilacién del grupo control bajo el fotoperiodo LO 12:12 (ver figura 16).
También, el extracto de A. indica provoco la inversion de la acrofase de los grupos control
y experimental bajo OO; ya que se presenté en CTO (inicio de fotofase subjetiva) en el
grupo control, mientras que en el grupo experimental se ubic6 en CT16 (escotofase
subjetiva), como se puede observar en la figura 17. Ademas, Banerjee y Rembold (1992)
no consideraron la condicién de OO y tomaron las muestras en un so punto temporal. En
otro estudio, Jagota y Habibulla (1992) cauterizaron al nervio central que conecta a las
Ply PL con las CA y CC de la cucaracha P. americana; y los nervios frontales izquierdo
y derecho que inervan al tritocerebro, con lo que comprobaron que el nervio central es el
principal conector entre el marcapasos y las CA y CC (osciladores periféricos), ya que al
removerlo el ritmo diario de la concentracion de 5HT se abolid en dichas estructuras.
Esto no ocurrié al remover los nervios frontales; siendo que el tritocerebro también tiene
conexiones con las CA y CC. La cauterizacién del ganglio frontal produjo la acumulacion
del material neurosecretor en la CC, por lo que podria estar involucrado en la liberacién
de la 5HT sobre las estructuras posteriores en la cadena ganglionar y hemolinfa. Aunque
en este estudio no utilizaron AZA, la cauterizacion provoco efectos similares a la presente
tesis y al estudio de Banerjee y Rembold (1992) con respecto a la acumulacién de la
5HT. En otros estudios se demostré que la inyeccion de AZA abolio el ritmo de actividad

locomotora en un porcentaje considerable de los organismos tratados de la mosca M.
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domestica y la cucaracha L. maderae. Ademas, en los insectos que no presentaron
arritmia provoco una reduccién del periodo del ritmo de la actividad locomotora
(Smietanko y Englemann, 1989; Han y Englemann, 1987). Por lo que, los dichos efectos
de AZA y los deméas metabolitos de A. indica podrian impactar de forma sinérgica y
sistémica sobre la modulacion y la regulacion de la 5HT tanto en las estructuras como
en las variables biologicas de los organismos mencionados, asi como los ritmos diario y
circadiano de la concentracion de 5HT en el GCE del gusano cogollero y también sobre
diversas funciones biol6gicas: la deglucion, el movimiento del intestino durante la
digestién, equilibrio osmatico, control de la ingesta, la ecdisis y la metamorfosis. Por
ejemplo, en D. melanogaster, la 5HT regula la biosintesis de la ecdisona, la 20E y otros
esteroides en la GP en funcion de los nutrientes. Las neuronas serotoninérgicas que
inervan la GP comparten vias con el sistema nervioso estomatogastrico que responden
a los niveles de nutrientes; por lo que, la 5HT regula la plasticidad del desarrollo
dependiente de nutrientes a través de la modulacién de la biosintesis de hormonas
esteroides en la transicion de la larva al adulto (Shimada-Niwa y Niwa, 2014). En otro
estudio, se comprobé que el receptor d5SHT1b inhibe la actividad de las células
productoras de insulina en el GCE de la larva y el adulto de D. melanogaster; mientras,
gue el neuropéptido F y la octopamina las activan (Luo, et al., 2012). La 5HT también
esta implicada en la modulacién de la neurosecrecion de PTTH en los CC y CA in vitro
de la larva de B. mori. Por otro lado, la 5HT bloquea la liberacién de PTTH en la pupa de
A. pernyi mediante la unién con el receptor d5SHT1b, manteniendo la diapausa. Cuando
aumentan los niveles de melatonina provocan la neurosecrecion de PTTH, que se
traduce en la emergencia del adulto. Este mecanismo dual de la regulacion de la
diapausa esta regulado por el fotoperiodo (Wang, et al., 2013). Por lo cual, la modificacion
en los ritmos diario y circadiano podria tener un efecto negativo sobre las referidas vias

de sefializacién de la 5HT.

Sin embargo, en la modulacion de la biosintesis de ecdiesteroides también participan
otros neuropéptidos y neurohormonas que tiene mayor sinergia que la sefializacion de la
5HT; que también, son afectados cuando se aplica la AZA a las estructuras que los

contienen o sintetizan. Diversos estudios han dilucidado a los mecanismos y moléculas
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especificas afectados por AZA y que estan infimamente relacionados con el crecimiento
y desarrollo de los insectos estudiados (Sieber y Rembold, 1983; Mordue (Luntz), et al.,
1986; Schliter, et al. 1985; Koul e Isman, 1991; Barnby y Klocke, 1990; Bidmon, 1986;
Koul, et al., 1987; Mitchell, et al. 1997; Malczewska, et al., 1988; Meurant, et al., 1994).
La aplicaciéon de AZA repercute directamente sobre la CC, la CA, la GP y el ganglio
frontal; en dichas estructuras provoca degeneracion de los nucleos, lo que sugiere
efectos directos sobre la replicacién, transcripcion y traduccion, que se refleja a nivel
sistémico en las funciones neuroendocrinas (Meurant, et al., 1994). Ademas, el bloqueo
de la AZA sobre los neurotransmisores y hormonas que provienen de las Pl y PL
repercute sobre el sistema endocrino (Mordue (Luntz), et al., 1986), por ejemplo,
repercute sobre la liberacion de PTTH en la CC y la GP; dicho efecto se ve
posteriormente reflejado en la produccion de la enzima 20-ecdisona monooxigenasa,
enzima que sintetiza la 20-E que su vez se encarga de formar la nueva cuticula y la
ecdisis. Posteriormente, AZA bloquea la liberacion de la 20-E en la hemolinfa, en las
membranas del mesenteron y el cuerpo graso, la AZA funciona como antagonista de las
ecdisonas (Bidmon, 1986; Barnby y Klocke, 1990; Koul, et al., 1987; Koul e Isman, 1991;
Mitchell, et al., 1997). También, AZA inhibe la liberacibn de las alatoestatinas y
alatotropinas, que se refleja en la reduccién de la sintesis y la baja concentraciéon de la
HJ en la CA; dicha hormona es la encargada de promover el crecimiento de los juveniles
de los insectos (Malczewska, et al., 1988; Schliter, et al. 1985; Schmutterer, 1991).

Adicionalmente, en algunas especies se ha caracterizado el modo de accién de AZA
sobre la quimiorecepcion y la alimentacion; la AZA estimula los quimiorreceptores de
células disuasorias especificas en las partes bucales y bloquea la activacion de células
receptoras de carbohidratos (sacarosa) que suelen estimular la alimentacién (Barny y
Klocke, 1990; Bidmon, 1986; Senthil-Nathan, 2013; Liner, et al., 1995). El bloqueo
inducido por AZA y los demas metabolitos del extracto metanélico empleado podrian
estar afectando los receptores de las neuronas postsinapticas y la liberacion de la 5SHT
al espacio sinaptico por parte de las neuronas presinapticas en el GCE del gusano
cogollero. Por ejemplo, la aplicacién de antagonistas de 5HT exdgena en el GCE evitd

gue las abejas distinguieran eficientemente a las toxinas y redujo significativamente a los
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musculos de la probdéscide (Wright, 2011; French, et al., 2014). En otro estudio, el
aumento en la concentracion de 5HT provoco una disminucion de la fuerza motriz en los
musculos motores de la pata de S. gregaria; debido al bloqueo de la transmision sinaptica
(Hill y Usherwood, 1961). La cantidad de 5HT liberada saturé los receptores y la
constante excitacion redujo la sensibilidad de la neurona postsinaptica (Wu y Cooper,
2012). No obstante, existe otra via por la cual la AZA puede promover el aumento de la
concentracion de 5HT, mediante la inactivacion de la enzima MAO responsable de la
degradacion de la noradrenalina'y la 5HT. Con base en lo descrito anteriormente es claro
gue la 5HT participa en algunas vias de sefializaciéon del crecimiento y desarrollo de los
insectos. Los trabajos existentes han dilucidado que la AZA tiene un efecto negativo
sobre las CC, CA, GP y el ganglio frontal, pero este recae principalmente sobre otros
neurotransmisores, hormonas y enzimas. La modificacion de la concentracion de 5HT a
lo largo del dia, tanto en condiciones de fotoperiodo como en OO, podria verse reflejada

en otros procesos, como la alimentacion y digestion.

9.4. Oscilaciones de la concentracion de 5HT en el tubo digestivo de la larva de S.
frugiperda

Adicionalmente, se identificaron los ritmos diario y circadiano de la concentracién de 5HT
en el TD del gusano cogollero. En la condicion de LO, se encontr6 la oscilacion que se
ajusto significativamente solamente al periodo de 24 horas (ver tabla 10). La acrofase se
ubic6 durante la escotofase en ZT20 (ver figura 18a) y fue mayor que la acrofase de la
oscilacion del GCE bajo las mismas condiciones de iluminacién (ver figura 16a);
asimismo, presentdé diferencias significativas con las demas fases a lo largo del dia (ver
tabla 11). También, la oscilacion de la concentracion de 5HT del TD bajo OO presento
un ajuste significativo solamente al periodo de 24 horas (ver tabla 12); y mostro
diferencias significativas entre la acrofase y las demas fases (ver tabla 13). Tanto en el
ritmo diario como en el circadiano se presentaron otras elevaciones de la concentracion
de 5HT, como se puede ver en las figuras 18a y 19a; pero dichos picos no presentaron
diferencias significativas contra las demas fases de cada ritmo (ver tablas 11y 13), en el
ritmo diario se presentd en ZT4 (fotofase) y en el ritmo circadiano se mostr6 en CT8
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(fotofase subijetiva). Por lo tanto, se puede sostener ritmos diario y circadiano unimodales

de la concentracion de 5HT en el TD de la larva de S. frugiperda.

La deteccion del ritmo diario de la concentracion de 5HT en el TD bajo el fotoperiodo LO
12:12 podria coadyuvar la teoria del oscilador dual y el enmascaramiento de la oscilacion
de 5HT del GCE bajo LO 12:12. Segun esta teoria, en condiciones adversas o inusuales
para los insectos, se ha visto que las neuronas del oscilador E asumen el papel del
marcapasos central e imponen fase a los demas osciladores periféricos cuando las
neuronas M se encuentran bajo una presién negativa, que en el caso del presente estudio
fue la exposicion permanente a la luz debido a los vasos transparentes (Lamba, et al.
2014; Lazzari e Insausti, 2008; Kohsaka, et al. 2017; Humberg y Sprecher, 2017; Helfrich-
Forster, et al., 2011; Tomioka y Matsumoto, 2019). Por lo que se propone que existen
otros mecanismos homeostaticos que le permiten seguir funcionando (Hirota y Fukada,
2004; Lamba, et al., 2014; Tomioka y Matsumoto, 2019). De esta forma, las neuronas E
del posible oscilador dual del gusano cogollero podrian estar regulando y mediando el
efecto de enmascaramiento sobre las neuronas My por ello es posible observar el ritmo
diario significativo de 5HT en el TD bajo el fotoperiodo LO 12:12 (ver tabla 10) y el
aumento en la acrofase de 5HT del TD (ver figura 18a) con respecto a la acrofase del
GCE (ver figura 17a). También, se ha comprobado que los ritmos unimodales de
animales diurnos, como D. melanogaster, tienden a presentar otra elevacion del
porcentaje de actividad locomotora cuando se exponen a mas horas de iluminacion; cabe
aclarar que esto también se ha observado en otras variables biolégicas, que incluyen
parametros fisioldgicos y neuroendocrinos (Kohsaka, et al. 2017; Humberg y Sprecher,
2017). En este estudio, aunque se considerd un fotoperiodo LO 12:12, que es el mismo
gue se empled en los estudios de D. melanogaster; los vasos transparentes permitieron
la exposicion continua a la luz. Asi se responderia a las elevaciones encontradas en
ZT16enel GCEy ZT4 enel TD (ver figuras 16ay 18a), a parte de las acrofases descritas
por Cosinor, como lo observado en el ritmo de actividad locomotora de D. melanogaster;
sin embargo, dichas elevaciones no fueron diferentes significativamente contra las
acrofases y contra las demas fases, por lo que los ritmos diarios del GCE y TD del gusano

cogollero no pueden describirse como bimodales. Adicionalmente, cuando los
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organismos de D. melanogaster son expuestos a OO se suele presentar un ritmo
unimodal, que denota que la sincronizacion entre los osciladores M y E esta regida
efectivamente por las asas de retroalimentacién de la 5HT y el PDF, y los demas
mecanismos moleculares de la neuronas reloj (Kohsaka, et al. 2017; Humberg y
Sprecher, 2017; Balik, et al. 2018; Zhang y Emery, 2012; Tomioka y Matsumoto, 2019),
lo que puede estar pasando con los resultados obtenidos ya que se encontraron ritmos
circadianos unimodales de la concentracion de 5HT tanto en el GCE como en el tubo
digestivo de S. frugiperda (ver figuras 17a y 19a). Igualmente, los estudios en D.
melanogaster sugieren que las neuronas reloj M y E no estan restringidas a ciertas
estructuras marcapasos, sino que se encuentran en la toda red neuronal del GCE
(Helfrich-Forster, 2009; Tomioka y Matsumoto, 2015; Zhang y Emery, 2012; Tomioka y
Matsumoto, 2019; Tataroglu y Emery, 2014). También se sugiere que las NV cumplen
con la funcién del oscilador M, mientras que las neuronas laterales serian el oscilador E
(Helfrich-Foérster, 2009; Tomioka y Matsumoto, 2015; Zhang y Emery, 2012; Tomioka y
Matsumoto, 2019; Tataroglu y Emery, 2014). Para comprobar si esta teoria aplica para
el sistema circadiano de S. frugiperda se tendrian que realizar otros estudios que
incluyan registros de actividad locomotora, ablacion de osciladores, aplicacion de
agonistas y antagonistas de 5HT y otros neurotransmisores importantes en el sistema
circadiano de otros insectos; asi como la modificacion del fotoperiodo.
Consecuentemente, realizar este tipo de estudios permitiria observar si en el TD
digestivo o en otras estructuras fuera del sistema nervioso central del gusano cogollero
existen otros osciladores circadianos y periféricos, o bien, neuronas M y E del oscilador

dual.

Asimismo, se observé el aumento en la acrofase de 5HT del TD (ver figura 18a) con
respecto a la acrofase del GCE (ver figura 17a) bajo el fotoperiodo LO 12:12, que denota
la participacion de la 5HT en diversos procesos del sistema nervioso periférico del
gusano cogollero, por ejemplo, los movimientos musculares y la alimentacion. Tanto la
actividad locomotora como la alimentacion son dos procesos infimamente relacionados

durante la fase larval y la ninfa que dan lugar al crecimiento y la metamorfosis de los
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insectos holometabolos y hemimetabolos (Bernays, 1986; Cohen, et al., 1988;
Rachinsky, 1994; Cook y Orchard, 1990). Diversos estudios demuestran que las
neuronas serotoninérgicas que inervan el TD provienen del sistema nervioso
estomatogastrico o periférico, mientras que las que tienen contacto con las
motoneuronas provienen del sistema nervioso central; ademas, se ha comprobado el
papel de la 5-HT como neurohormona a través de la hemolinfa (Awad, et al., 1997,
Blenau y Thamm, 2011; Vleugels, et al., 2015; Cantera y Carlberg, 1988; Flanagan, 1984;
Gen, et al., 1993; Granger, et al., 1989; Huser, et al., 2017; Luffy y Dorn, 1991; Trumm y
Dorn, 2000; Sivasubramanian, 1992; Takeda, et al., 1991; Rachinsky, 1994; Lange, et
al., 1988; Cook y Orchard, 1990). Ahora bien, el TD de los insectos se diferencia en tres
regiones: el estomodeo, el mesenteron y el proctodeo; en el intestino, la 5HT participa
en la regulacién de la respuesta inmune, la homeostasis de los electrolitos, la presién
osmatica, la circulacién (Falibene, et al., 2012; French, et al. 2014; Schoofs, et al., 2018;
Shimada y Niwa, 2014; Lange, et al., 1988; Coast, 2011). El estomodeo inicia desde la
region posterior de la cabeza, desde los érganos mandibulares y maxilares, se extiende
a traveés de la faringe, el eséfago y el buche; externamente esta rodeado por masculos y
se encarga de la masticacion, el almacenamiento y la digestién parcial del bolo. También
lo integran el proventriculo, encargado de la maceracion y la filtracién del alimento
alimenticio (French, et al., 2014, Falibene, et al., 2012; Cook y Orchard, 1990; Luo, et al.,
2012). El mesenteron se diferencia en el ventriculo anterior y posterior, esta encargado
de la digestién, la actividad enzimatica y la absorcion nutricional durante el crecimiento y
el desarrollo de los insectos (French, et al. 2014; Schoofs, et al., 2018; Luo, et al., 2012;
Trumm y Dorn, 2000; Granger, et al., 1989; Luffy y Dorn, 1991) El proctodeo esta
compuesto por el ileo, los tabulos de Malpighi, el colén, el recto y el ano; dichas
estructuras excretan el acido Urico, almacenan vitaminas, regulan la absorcion de agua,
compresion, excrecion y defecacion de los residuos alimentarios (Coast, 2011;
Staniscuaski, et al., 2010). Tanto en el mesenteron como en el proctodeo la 5SHT modula
a las neuronas motoras para que se lleve a cabo la peristalsis; pero las neuronas
serotoninérgicas provienen de la cadena ganglionar ventral, ademas la 5HT funciona

como neurohormona en algunos procesos que se llevan a cabo en estas regiones del
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intestino (Schoofs, et al., 2018; Shimada y Niwa, 2014; Falibene, et al., 2012; Huser, et
al., 2017).

9.5. Efecto del extracto quimico de A. indica sobre la oscilacion y concentracién
de 5HT en el tubo digestivo de lalarva de S. frugiperda.

Los resultados obtenidos en la presente tesis denotan que la incorporacion del extracto
metandlico de la semilla del Nim tuvo efectos similares sobre el TD a los que se
presentaron en la oscilacion y el ritmo circadiano de la concentracion de 5HT en el GCE
del grupo experimental del fotoperiodo LO 12:12. También, en el ritmo diario del TD del
grupo experimental se invirtié la acrofase al inicio de la fotofase en ZTO con respecto a
la acrofase del grupo control que ocurrié en CT20 durante la escotofase (ver figura 18),
lo mismo que ocurrié en el ritmo diario del GCE del grupo experimental; sin embargo, la
acrofase del GCE (ver figura 16b) fue mayor que la acrofase del TD (ver figura 18b). En
la condicion de OO, la oscilacion del TD del grupo experimental se ajusté
significativamente al periodo circadiano de 24 horas (ver tabla 12) y con la prueba
estadistica aplicada a los datos se obtuvieron diferencias significativas entre las fases
(ver tabla 13). Al igual que el ritmo circadiano de 5HT del GCE del grupo experimental
(ver figura 17b), la acrofase de 5HT del TD del grupo experimental de ocurrié durante la
escotofase subjetiva en CT12 (ver figura 19b), contrario a la acrofase de 5HT del grupo
control que ocurrié al inicio de la fotofase subjetiva (ver figura 19a). Ademas, el patron
mostrado en el TD es muy similar al ritmo circadiano del GCE del grupo experimental,
solamente se observan diferencias en el tiempo circadiano de las acrofases, ya que en
el TD ocurrié en CT12 y en el GCE fue en CT16; también, la acrofase del TD disminuy6

con respecto al GCE del grupo experimental bajo OO.

La disminucion en las acrofases de 5HT tanto del ritmo diario como del ritmo circadiano
del TD (ver figuras 18b y 19b) con respecto al aumento de las acrofases de 5HT de los
ritmo diario y circadiano del GCE (ver figuras 16b y 17b) de los gusanos cogolleros
alimentados con DME, podria sustentar la hipotesis del bloqueo producido por AZA en el
sistema endocrino del gusano cogollero y otros insectos. Ademas de lo ya descrito del

posible mecanismo del bloqueo, la reduccion de la actividad sinaptica entre la Pl y las
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CC y CA, y la reduccién en la biosintesis y la degradacion de los neurotransmisores
(Banerjee y Rembold, 1992; Barnby y Klocke, 1990; Bidmon, 1986; Han y Engleman,
1987; Koul, et al., 1987), Subrahamanyam y Rembold (1989) sostienen que la
acumulacion de neurotransmisores, neuropéptidos y neurohormonas en el GCE vy el
sistema neuroendocrino de L. migratoria es debido a que la AZA bloquea la neurolema,
encargada de restringir la entrada al sistema nervioso de iones y moléculas provenientes
de la hemolinfa. También, la AZA puede ingresar al sistema nervioso central a través de
los receptores de las ecdisonas, teniendo efectos adversos sobre las vias de
sefalizacion de dichas hormonas y los procesos moleculares y celulares (Bidmon, 1986;
Barnby y Klocke, 1990; Koul, et al., 1987; Koul e Isman, 1991; Mitchell, et al., 1997).
Adicionalmente, Trumm y Dorn (2000) inyectaron AZA en el vientre de L. migratoria, al
igual que Banerjee y Rembold (1992) y Subrahamanyam y Rembold (1989), obteniendo
una reduccion de la concentracion de 5HT en el mesenteron de la langosta, y
consecuentemente, de la tasa de digestion y la ingesta de alimentos. Ademas, cuando
colocaron un mesenteron in vitro sin las inervaciones de las neuronas serotoninérgicas
y gabaérgicas se detuvo la peristalsis; después, removieron las inervaciones
serotoninérgicas y dejaron solamente las conexiones gabaérgicas y se detuvo
igualmente el movimiento de los musculos, pero esto no ocurri6 cuando quitaron las
inervaciones gabaérgicas. Por lo tanto, comprobaron que la 5HT es el neurotransmisor
excitatorio de los musculos intestinales, mientras que GABA los inhibe. De igual manera
con inmunohistoquimica, notaron que la 5SHT se concentré en las terminales sinapticas
de las neuronas aferentes del sistema nervioso central. Sin embargo, cuando observaron
a las inervaciones serotoninérgicas de la cadena ganglionar no mostraron una
concentracion masiva de 5HT. Por lo que, el GCE regula la peristalsis mediante la
sefializacion mediada por la 5HT, como los sostienen otras investigaciones (Kohsaka, et
al., 2017; Blenau y Thamm, 2011; Vleugels, et al., 2015; Schoofs, et al., 2018). El bloqueo
derivado de la incorporacién de la AZA a la dieta del gusano cogollero podria repercutir
sobre dicha modulacion y sobre las vias de sefializacion reguladas por la 5HT; debido a
la alteracion de la acrofase, la hora de ocurrencia, el aumento de 5HT en el GCE y la
disminucién en el TD de los grupos experimentales; igualmente, se podria aseverar que

el marcapasos, posible oscilador dual, tiene influencia sobre la biosintesis de la 5HT, ya
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gue los patrones observados tanto en los grupos controles como experimentales son
muy similares (ver figuras 16, 17, 18 y 19). Y precisamente, la disminucion de la acrofase
en el TD nos permite inferir que el bloqueo de AZA sobre los sistemas nervioso central y
enddcrino esta afectando la liberacion de la SHT proveniente del GCE vy la biosintesis de

la 5HT en el sistema nervioso periférico.

Es preciso agregar que se han encontrado diferencias en diversas especies en la
distribucion del sistema serotoninérgico sobre el TD (Blenau y Thamm, 2011; Vleugels,
et al., 2015; Schoofs, et al., 2018; Granger, et al., 1989; Huser, et al., 2017, Trumm y
Dorn, 2000; Wu y Cooper, 2012; Xiong, et al., 2019), por lo que seria primordial realizar
trabajos de inmunohistoquimica y caracterizar la funcion especifica de los receptores
serotoninérgicos de cada region del sistema digestivo del gusano cogollero.
Adicionalmente, existen estudios que demuestran que la 5HT participa en la regulacion
de las contracciones musculares del buche y la faringe de la abeja A. mellifera, la
langosta L. migratoria, la chinche R. prolixus, y la hormiga Campon mus, y que la
aplicacion de serotonina exogena relaja los musculos del estomodeo; no obstante, la
excesiva acumulacion de la 5HT durante la sinapsis disminuye la excitabilidad de las
neuronas motoras (Wu y Cooper, 2012; Fabilene, et al., 2012; Wright, 2011; French, et
al., 2014; Cook y Orchard, 1990; Molaei y Lange 2003). Por ejemplo, la aplicacion de
antagonistas de 5HT al TD completo de la abeja provoco una disminucion de la peristalsis
y la aplicacion de 5HT exdgena reactivd los movimientos musculares (French, et al.,
2014; Wright, 2011). Por lo que, estos efectos debido al aumento de 5HT podrian estar
sucediendo en el gusano cogollero cuando es alimentado con la DME.

Por otra parte, existen registros sobre los efectos necroticos y muerte celular debido a la
AZA sobre los tejidos del intestino del gusano cogollero. Railda y colaboradores (2010)
suministraron una dieta muy similar a la del estudio de Maredia y colaboradores (1992)
y a la que empled en la presente tesis e incorporaron 0.006, 0.05 y 0.4 ppm de aceite de
Nim; consecuentemente, observaron que los efectos fueron dosis-dependientes, la
concentracion mas alta provocé la muerte las larvas. Para las concentraciones de 0.006
y 0.05 ppm se presentaron alargamiento del ciclo de vida y una reduccién del peso de

las pupas y las larvas, ademas de una disminucién en el tamafio de los adultos.
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Histologicamente, demostraron que la concentracion de 0.006 ppm modifico el epitelio
del mesenteron, observaron la necrosis de células regenerativas y la reduccion del
revestimiento de la membrana peritréfica, ademas de la modificacion estructural de
células calciformes y columnares. En el caso de la concentracion de 0.05 ppm, la matriz
peritréfica se degradd y se plegd; asimismo, se aplanaron y ondularon las células
calciformes y columnares. Mientras que el tubo digestivo de las larvas alimentadas con

la dieta con 0.4 ppm de aceite de Nim se adelgazé y redujo su tamafio.

Esta claro que el gusano cogollero es una las plagas mas importantes en diversas
especies de cultivos, principalmente del maiz (Z. mays), en el continente americano;
dependiendo del grado de infestacion y de la etapa del desarrollo vegetativo de la planta
puede llegar a afectar el rendimiento del cultivo hasta un 60, incluso arrasar con el 100%
(Willink, et al., 1993; Venegas-Garcia, 2016; Murillo, 1991; Fernandez, 2002). En muchos
paises en vias de desarrollo, como México, el control de este organismo es primordial,
ya que existen varias particularidades en la agroeconomia de estas naciones: bajos
recursos para la adquisicion de plaguicidas o semillas, poco conocimiento e innovacion
para el mejoramiento de los agroecosistemas, una deébil infraestructura, etc.
(Schmutterer, 1990; OMS, 1990). Ademas, la FAO (2013) menciona que una de las
principales limitantes son los costos elevados de los pesticidas y la toxicidad que ejercen
sobre la fauna, la flora, los agroecosistemas y la salud humana. Es primordial disefar
herramientas de control menos costosas y menos dafiinas con el ambiente y la salud.
Los pesticidas elaborados a partir de extractos quimicos de plantas son una alternativa
viable a los insecticidas sintéticos en el control de plagas; entre los beneficios que
proveen son considerablemente una reduccion de la contaminaciéon ambiental debido a
su rapida degradacion en el ambiente, la disminucion de la toxicidad en la salud humana,
la conservacion de otras especies de insectos no plagas o entomopatdégenas de los
fitofagos y un bajo costo de produccion (Mann y Kaufman, 2012; Hashmat, et al., 2012,
Avyil-Gutiérrez, et al., 2018). Diversos estudios demuestran que la aplicacion de productos
hechos a partir del Nim es una practica mas responsable, eficaz y eficiente que los
insecticidas tradicionales (Alonso, 1991; Mikolajczak y Reed, 1987; Gutiérrez, et al.,

2010; Ayil-Gutiérrez, et al., 2018; Senthil-Nathan, 2013). En la presente tesis se demostrd
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gue el extracto metandlico hecho con base en la semilla de A. indica afect6 a los ritmos
diario y circadiano de la concentracion de 5HT del GCE de la larva de S. frugiperda. Sin
duda, la alteracién de la concentracién de 5HT tiene efectos sistémicos y sinérgicos,
como se ha visto en otras especies de insectos; por lo que resultaria apremiante la
profundizacién y dilucidacién de los sistemas serotoninérgico y circadiano a un nivel

celular y molecular.

Considerablemente, este tipo de estudios han permitido el perfeccionamiento en el
disefio de otro tipo de herramientas de control (organismos genéticamente modificados,
toxinas Cry a partir de B. thuringiensis, entre otros) (De Polania, et al., 2009; Aguirre, et
al., 2016; Santos-Amaya, et al., 2017). Ademas, de que el seguimiento de los estudios a
nivel neurofisioldgico en el gusano cogollero permitiria identificar el tipo de extraccion
mas oportuna de los metabolitos secundarios de A. indica; ya que se ha visto que los
efectos de la aplicaciéon de los productos elaborados a partir del Nim difieren mucho entre
si y dependen de la especie de insecto, el tiempo de aplicacion, el método de aplicacion
y la concentracion (que depende del tipo de extraccion quimica). También, la efectividad
y la eficacia de los extractos estan relacionadas con el origen del arbol de Nim, la
temperatura y la humedad (Alonso, 1991; Mikolajczak y Reed, 1987; Gutiérrez, et al.,
2010; Ayil-Gutiérrez, et al., 2018; Senthil-Nathan, 2013; Mordue y Nisbet, 2000; Maredia,
et al., 1992; Mann y Kaufman, 2012).
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10. CONCLUSIONES

a) Se demostro que la 5HT esta presente en el GCE y el TD de la larva de S. frugiperda.

b) Tanto en el GCE como en el TD se mostré la existencia del ritmo circadiano de la

concentracion de 5HT.

c) Mientras que en el TD se encontré un ritmo significativo de la concentracion de 5HT
bajo el fotoperiodo LO 12:12, contrario a la oscilacion no significativa del GCE bajo la
misma condicién de iluminacion. Posiblemente, debido a un enmascaramiento producido

por la luz.

d) La incorporacion del extracto metandlico de A. indica a la dieta meridica provocd un
aumento en la acrofase de la 5HT del GCE bajo OO con respecto a la acrofase de la

concentracion de 5HT del GCE del grupo control bajo OO.

e) El extracto metandlico de la semilla de A. indica disminuyo las acrofases de la 5HT del
TD bajo el fotoperiodo LO 12:12 y OO.

f) Tanto el objetivo general como los objetivos particulares de la presente tesis se
cumplieron satisfactoriamente; corroborando la hipétesis planteada, si bien, la adicion
del extracto metandlico de A. indica no suprimio la expresién del ritmo circadiano de 5HT
en el GCE y el TD del gusano cogollero, si movio las acrofases y la concentracion de
dicha monomina en estas estructuras. Dicho desfase puede tener repercusiones
sistémicas y sinérgicas en diversas funciones bioldgicas reguladas por la 5HT. Por lo
que, la consideracién de la inclusién y dilucidacion del sistema circadiano y diversas vias
de sefalizaciéon de la 5HT, de esta especie y otras especies plagas, podria apoyar y
sustentar al disefio, la innovacion, el perfeccionamiento y la generacion de nuevas
formas de control biologico, considerando las infimas y estrechas relaciones que existen

dentro de un agroecosistema.
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