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@Resumen:

Extracto de material vegetal del género Crocus L. con
alta actividad bioinsecticida.

Las plagas de insectos fitéfagos afectan una gran
variedad de cultivos y tienen especial relevancia en
sistemas agricolas sostenibles donde los productos
de sintesis estan restringidos. La presente invencion
reivindica un extracto alcohdlico de material vegetal
del género Crocus L. con alta actividad bioinsecticida,
que se caracteriza por comprender 3-O-(-D-
glucopiranosil-(3R)-hidroxibutanolida, por ser
facilmente obtenible y por estar exento de problemas
de toxicidad. La invencion también reivindica el
procedimiento de obtencién del extracto; una
composicién fitosanitaria que lo comprende; el uso
como bioinsecticida del extracto, de la composicion
fitosanitaria y de compuestos presentes en el extracto
que se identifican por primera vez con actividad
bioinsecticida; asi como un método de control de
plagas de insectos.
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EXTRACTO DE MATERIAL VEGETAL DEL GENERO CROCUS L. CON ALTA
ACTIVIDAD BIOINSECTICIDA

DESCRIPCION

SECTCR DE LA INVENCION

La invencién se engloba dentro del campo de fa agricultura, y mas concretamente, en el
sector de los biopesticidas gue comprenden exiractos de plantas, va que especificaments se
refiere a un extracto alcohdlico de maierial vegetal del género Crocus L., a su procedimiento
de oblencidn, a una composicion filosanitaria gue comprende a dicho exdraclo, a su uso
como bioinsecticida v a un meétodo de control de insectos-plaga gue utiliza al exiracto, a la
composicion filosanitaria que o comprende v a compuesios bioactivos presentes en el

extracto gue se ideniifican por primera vez con actividad bicinsedcticida.

ESTADO DE LATECHNICA

El género Crocus L. (lridaceae) comprende mas de 88 especies diferenies de plantas
herbaceas perennes y gedfitas, distribuidas por el centro vy sureste de Europa, desde Europa
Central hasta Turquia, Africa det Norte y desde el suroeste de Asia hasta China Occidental.
Muchas de ellas son muy apreciadas como plantas omamentales por sus vistosas flores v
tienen gran valor como variedades horticolas {floricultura), mientras que otras destacan por

sus aplicaciones industriales.

L.a bibliografia refiere la presencia de los pigmentos anfocianocs v flavonoides en pétalos de
mas de 70 especies de Crocus. Algunos lipidos v acidos grasos se han descrito en C.
vaflicola. En C. vernus se ha informado la presencia de alcanos v compuestos relacicnados
con el aroma (ar-tumerona) en cormos y flores respectivamente. En extractos metandlicos
de la planta completa de C. bayfopiorum se han enconfrado diferenies compuestos fendlicos
(acidos p-cumarico y rosmarinico, quercetina, kaempferol v glucosidos de la apigenina). En

hojas de C. fommasinianus v C. corsicus se han descrito diferentes glictsidos de flavonas.

Crocus sativus L. (azafran) es la especie mas representativa del género v la Unica iridacea
que se ha uiilizado extensivamente en la indusiria alimeniaria, concretamente para la
obtencidon de la especia "azafran”, que se considera uno de los productos alimentarios mas

caros del mundo con un valor de mercado cercano a los 3060 £€ el kilogramo. Ademas de su
2
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uso mas generalizado como especia, colorante alimentario y textil, cada dia se valoriza mas
por sus propiedades farmacologicas y nutracéuticas. Sin embargo, como la mayoria de las
plantas aromaticas, condimentarias y medicinales, tiene muy poco valor afadido si tenemos
en cuenta gue menos dal 0.001% de ia biomasa de la planta se utiliza para oblener &l

producto principal.

Precisamente por ser la especie de Crocus con mayor valor comercial, ha sido fa mas
profusamente caraclerizada. La composicion quimica de los estigmas de C. salivus, incluye
mas de 150 compuestos voldtiles pertenacientes a diferentes clases guimicas entre [as que
se encuentran terpenos, alcoholes de terpenos y sus respeciivos ésteres. Enire los
compenentes no volatiles mas representativos se encuentran los carotencides (zeaxanting,
licopeno y S-caroteno) y diferentes derivados del kaesmpflerol. Sin embargo, los componentes
rayoritarios v mas estudiados de los esligmas son las crocinas (¢is- y frans-), picrocrocina vy
safranal, compuestos responsables del color amarilio, sabor {principio amargo) v aroma de

la especia, respactivaments.

Entre los compuestos naturales presentes en las pélalos de C. sativus se han descrito
acidos grasos, estigmastercl, monoterpencs, aniocianinas (delfinidina, petunidina vy
derivados de la malviding), flavonoides {guercetina, miricetina, apigenina, naringening,
acidos fendlicos y algunos derivados del kaempferol) asi como mas de 21 derivados

glicosilados vy esterificados de flavononas y flavonoles.

En las hojas de C. safivus se ha identificado la presencia de kasmpferol y derivados
glicosilados de la quercetina, luteclina, apigenina vy miricetina. En los cormos de C. sativus
se han enconirado diferenies compuestos como el campesterol, estigmalerol, B-sitosterol,
saponinas iriterpénicas, glicoconjugados, sesquiterpenos tipo bisabolano, monoierpenos,
alkanos y acidos grasos. Otras parles de ia planta como el estambre v el perianto de C.
sativus han sido menos estudiadas detectdndose la presencia de acido laurico, acido

hexadecanoico, derivados hidroxilados de la furanona y gstigmasterol.

Finalmentes, un estudio sobre la composicion de los brotes de C. safivus refiere el primer
informe sobre aislamiento vy elucidacién del  3-{&8)»3-8-D-glucopiranocsiloxibuianolida
{(Goodyerosido A) (Gao ef a/. 19989, Planfa Med. 65, 425-427), un diasteroisdmero en la parle

del aglicon.
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En cuanio a propiedades farmacoldgicas, nutracéuticas e industriales de especies del
género Crocus L., se han descrito actividades antioxidantes y antimicrobianas en los pétalos
de C. bayiopiorum, C. biflorus vy C. flavus. Por su parie, a la especie C. safivus se le
afribuve actividad anlidepresiva, antilusiva, antioxidante, anti-inflamatoria, relajants,
anticonvulsiva, afrodisiaca, anticancerigena, quelante de radicales libres, y detoxificante,
entre ofras, gue se relacionan con los componentes principales del estigma (crocinas,

picrocinas v safranal) y del cormo {saponinas triterpénicas y glicoconjugados bicactivos).

Por otra parte, la agriculiura se enfrenta constantemente a serios problemas relacionados
con la incidencia de plagas y alaques de organismos paidgenos con la consiguienie
reduccion de la productividad. El uso de plaguicidas sintélicos es el método mas empleado
para la proteccion de los cullives. Sin embargo, e uso excesivo de estos compuesics ha
derivado en la aparicién de organismos-plaga mas resistentes, contaminacion del medio
ambiente, toxicidad hacia organismos beneficiosos v polinizadores v riesgos para Ia salud
humana, o gue en combinacidn con la preccupacion por parte de ios consumidores por &l
medio ambiente y la seguridad alimentaria, han promovido la vuelta a los productios

naturales renovables para la oblencidn de compuestos bioactivos con propisdades biocidas.

Las plantas y residuos agroindustriales, constituyen una fuente barata v renovable de
compuestos bioactivos de defensa que actian conira plagas y organismos patdgenos. Este
tipo de compuesios se caraclerizan por ser efectivos a dosis muy bajas, tener poca
persistencia en el medio (biodegradables), reducir la aparicion de resistencias cruzadas y no
presentar gfectos citotoxicos asociados. De ahi gue el mercado de los bioplaguicidas se
encuentre en una clara fase de expansion, fundamenialmente en Norteamérica v Europa,
debido fundamentalmente al incremento de la produceidn organica v horticola (principales
demandanies de bioplaguicidas), pero también a la necesidad del aprovechamiento de los

residuos v a la demanda de los consumidores de productos mas sanos.

Ejemplos de insecticidas naturales que existen en e mercado son la azadiraclina
(Azadirachia indica, Neem), eugenol (Laurus sp.), karanjin (Derris indica), PONNEEM
(mezcla del aceite de A. indica v Pongamia glabra), nicotina (Nicotiana tabacum), fenetil
propionato (Mentha piperita), piretrinas (Tanacetum cinerariasfolium), rolenona (Deriis sp.),

ryania y algunos aceites esenciales y acidos derivados de plantas.

Aunque algunos de ellos estan siendo comercializados a gran escala (Neem y PONNEEM),

son fambien muchos los que estan sujetos a numerosas restricciones por sus efectos
4
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negativos en el medio ambiente, mamiferos e insecios beneficiosos (eugenol, nicoling,
piretrina y rotenocna) v los que no han tenido mucha aceptacién en el mercado (karaniin), o
que poneg de manifiesto la dificultad de contar con producios bisinsecticidas naturales gue
simultaneamente sean faciimenie obtenibles, efeclives y respetucsos con el medio

ambienie.

EXPLICACION DE LA INVENCION

Constituye un primer aspecio de la invencidon un exiracto alcohdlico de material vegetal del
género Crocus L. con actividad bicinsecticida, que comprende 3-0O-£-D-glucopiranosil-(3R)-
hidroxibutanoclida y que es especialmente efeclive contra insecltos-plaga herbivoros.

En una realizacién particular, el exiracto alcohdlico es del cormo de Crocus sativus v
adicionalmente comprende al menos otro compuesto bicactivo con actividad bioinsecticida,
gue se sslecciona de  entre  {R)-3-hidroxibutanclida vy etil 3-{(”-3-8 -D-
glucopiranosiioxibutanocato.

En otra realizacion particular, el extracto alcohdlico es un exiracto etandlico.

Constituye un segundo aspecto de la invencién el procedimiento de obtencidn del exiracto
alcohdlico que comprende realizar una exiraccion con un alcohol, partiendo de material
vegetal del género Crocus L.

En una realizacién particular, el alcohol de la extraccion es etanol.

Adicionalmenie, el procedimiento comprende un filtrado para obtener Ia fraccion soluble.

Constituye un tercer aspecic de la invencién una composicion fitosanitaria que

comprende al extracto aicohdlico.

Constituye un cuarto aspecto de la invencion el uso del extracto alcohdlico y/o de la

composicion fitosaniiaria para el control de insectos-plaga herbivoros.

Constituye un quinto aspecto de [a invencion el uso de al menos uno de los compuesios

bioactivos con actividad bicinsecticida ssleccionado de entre 3-0O-8-D-glucopiranosil-{(34)-
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hidroxibutanclida, (A)-3-hidroxibutanolida v etil 3-(F)-3-5 -D-glucopiranosiloxibutanoato, ya

sea individuaimente ¢ en combinacion, para el conirol de insectos-plaga herbivoros.

Finalmente, constituye un sexto aspecic de la invencién un método de tratamiento
fitosanitario para el control de insectos-plaga herbivoros que comprende adminisirar
una dosis fitosanitariamente eficaz del extracto alcohdlico y/o de la composicion
fitosanitaria y/o de al menos uno de los compuesios bioactivos con actividad

bicinsecticida.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

£l problema técnico que resuslve 13 presents invencidn es ia busqueda de nuevos productos
bioplaguicidas naturales que pueden ser ulilizados en el tratamiento fitosanitario de plagas
de insecios herbivoros, gue son al mismo flempo faciimente obtenibles, sfectivos vy

respetuosos con el medio ambiente,

Se ha descubierto que un producto gue se obtiene a partir de una exiraccion etandlica de
material vegetal de planias de numerosas especies y/o variedades pertenecientes al género
Crocus L., (ver ejemplos 1 a 4), sorprendentemente presentan una alla actividad
bioinsecticida contra insectos-plaga herbivoros chupadores y/o masticadores {ver gjemplos
5a8).

Las principales veniajas {écnicas del extracto alcohdlico de material vegetal del género
Crocus L. asi como de su uso para e conlrol de plagas de inseclos se enumeran a
continuacion:

-presenta alla capacidad bioinseclicida comparada con ofros compuesios de
reconocida actividad, referidos en muchas ocasiones como modelos antialimentarios de
insectos. Por egjemplo, en el caso de L. decemiineata, se obiienen valores de aclividad
antialimentaria superiores a los de otros compuestos de referencia como el Polygodial
[ECs=8.34 (2.3-3.01)] v el Thymol [ECs=23.9 (7.3-85.8)]. En el caso de 5. /ittoralis, ¢l
compuesto mavyoritaric del cormo de C. sativus  (3-0-8-D-glucopiranosil-(3R)-
hidroxibutanolida) presenta un nivel de actividad cercano a la Azadiracting;

-no presenta foxicidad para humanos o animales, yva que por ejemplo las hojas se han
utilizado en alimentacion animal (Valizadeh, R. 2000. Agricultural Sciences and Technology.
14: 3-8; Mohammad-Abadi, AA. el al 2007. Acla Hort (ISHS), 738 151-153) vy se
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recomienda el posible empleo de los cormos como antioxidanies naturales en alimentacion
humana (Esmaaeili, N. ef al. 2011. Pharmacogn. Mag. 7. 74-80);

- el género Crocus L. presenta una biodiversidad vegetal encrme v por lo tanto una
disponibilidad considerable de material de partida que puede reducir el coste final dal
producto en el mercado; v

-en el caso del C. sativus ia obtencidn de exiractos con aclividad bioinseciicida
constituye una alternativa de valorizacion de material vegetal (cormos, hojas, pétalos) con
muy escaso o nulo valor comercial, que principalmente se gesticnan como un residuc tras el
cultivo del azafran vio procesado de la especia. Por ejemplo, para producir 1 kg de la
especia se recolectan mas de 200.000 flores y se desechan 300-350 kg de residuos florales
{tépalos, anteras, estambres) después de la monda, 1500 kg de hojas como residuoc de
cosecha y clentos de bulbos que no cumplen los requisiios establecidos (tamano de

floracion, sanos, elc.) para ser replantados y/o comercializados.

En un aspecto, la invencion se relaciona con un extracto alcchdlico de material vegetal del
generc Crocus L. con aclividad bicinsecticida, en adelanie exiracto alcohdlico de la

invencion, gue comprende 3-O-8-D-glucopiranosil-(3 R)-hidroxibutanclida.

Ei “3-0-8-D-glucopiranosil-{3A)-hidroxibutanolida o kinsendsido”, descrito en esta invencidn
por primera vez en extractos de material vegetal del género Crocus L. (ver ejemplo 3), ha
sido aislado previamenie de otras fuenies naturales, fundamentalments de Anoectochilus
formosanus y A. roxburghii y se conooce, casi exclusivamente, por sus propiedades
hepaloproleioras vy para el fratamiento de enfermedades vasculares. Los ejemplos gue se

incluyen en esta invencién lo relacionan por primera vez con la actividad bicinsecticida.

Por “exiracto alcohdlico de la invencidn” se entiende indislintamente al exifracto crudo
directamenie obtenido de la extraccién con un alcohol, de material vegetal del género
Crocus L., gue preferentemente es su parte soluble, pero también cualquisr fraccidon o
subfraccién sucesiva oblenida a partir de dicho exiracto gue comprenda kinsendsido. El
extracio alcohdlico de la invencidn puede presentarse en eslado liquido pero también en

estado solido, por ejemplo utilizando técnicas de liofilizacion.

Preferentemente el exdractio alcohdlico de la invencion es un extracio etandlico.

Por “actividad bioinseciicida”, en el contexio de esia invencion, se entiende la capacidad de

controlar insectos-plaga a través de diferentes mecanismos de accion. Esta capacidad se
7
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puede delerminar mediante diferentes tipos de bioensayos que incluyen aclividad
antialimentaria (inhibicién de la alimeniacién v/o asentamiento en el casc de &afidos),

repelente ¢ toxica, entre otras.

Por “material vegetal” se entiende cualquiera de los diferenies drganos vegelales de las
especies del génerc Crocus L., incluyendo los que se encueniran en la parie aérea vy en la
parte sublerrdnea. Ejemplos de partes adreas son ef tallo, las hojas o las flores, v
preferentemente las hojas y/o los tépalos. Ejemplos de partes sublerraneas son el cormo y

las raices, v preferentemenie el cormo.

Por “Crocus L. se entiende un género de plantas herbédceas, perennes y gedfitas
pertenecientes a la familia de las Iridaceas v que se caraclerizan por presentar un Grgano
sublerraneo de reserva llamado cormo. Ejemplos, a titulo ilustrativo v no limitativo, de
especies, subespecies y/o variedades de Crocus L. que se utilizan en el ambito de la
invencion son C. sativus, C. ancyrensis, C. cancellatus, C. carpetanus, C. chrysanthus, C.
nevadensis, C. serotinus, C. serolinus ssp. salzmanii, C. vernus var. “flower record”, C.
vernus var. “geel yellow”, C. vernus “jeam d'arc”, C. versicolor, C. speciosus, C. speciosus
“albus”, C. speciosus “Altchinsonii”, C. angustifolius, C. dalmaticus, C. puichelius, C.
corsicus, C. kotschyanus, C. kolchyanus “albus”, C. cartwrightianus, C. laevigatus “fontenayi”
y C. ligusticus.

El exiracto aicohdlico de la invencién se obtieng a pariir de hojas, tépalos o cormos del

generc Crocus L., 0 una combinacion de las partes anteriores.

Los insectos contra los que es efsclivo el extracio alcohdlico de la invencién son
principalmente insecios-plaga herbivoros con diferentes adaptaciones irdficas, ya sean
masticadores ¢ chupadores, v que pueden presentar una alta incidencia sobre cultivos
horticolas provocando graves pérdidas econdmicas, desarrollar resistencias a inseclicidas
de sintesis y presentar capacidad de transmisién de virus. Ejemplos, a titulo llustrativo y no
limitativo, de oOrdenes vy especies de insectos-plaga herbivoros con diferentes adapiaciones
froficas, masticadores ¢ chupadores son Lepidoptera, Homoptera, Coleopiera v Spodoptera

littoralis, Myzus persicae, Rhopalosiphum padi, Leplinotarsa decemiingaia respectivamente,

El exiracto alcohdlico de la invencién comprende una aclividad bioinsecticida contra &l
menos uno de los insecios Spodoptera littoralis, Myzus persicae, Rhopalosiphum padi,

Leptinotarsa decemiineata prefereniemente de enire el 50% vy el 75%, mas preferentemente
8
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de entre el 75% v el 80% vy todavia mas prefereniemente superior al 80% cuando se utiliza

con una dosis de 100 yglem?.

En una realizacion particular, un exiracte aloohdlico de la invencion que ss la parte soluble
del exiracto crudo etandlico del cormo que se elige de entre C. chrysanthus, C. ancyrensis,
C. cancelfatus, C. serotinus, C. serotinus ssp. salzmanii, C. nevadensis, C. laevigatus
“fontenayi”, C. kofschyanus “albus”, C. speciosus “albus” y C. pufchelius, comprende una
actividad bicinsecticida contra al menos uno de los inseclos Spodoptera litforalis, Myzus
persicae, Rhopalosiphum padi, Leptinotarsa decemiineala preferentemente superior al 80%,

cuando se utiliza con una dosis de 100 yg/om®.

En oira realizacion particular, un extracio aleohdlico de la invencion que ss ia parte soluble
del extracto crudo etandlico de hoja que se elige de entre C. chrysanthus, C. ancyrensis, C.
serotinus, C. serotinus ssp. salzmani, C. versicolor, (. vemus Tower record”, C.
carpetanus, C. speciosus, C. speciosus, “Altchinsonii”, C. angustifolius, C. dalmaticus, C.
pulchellus, C. corsicus, C. kotschyanus, C. carlwrightianus, C. ligusticus y €. sativus,
comprende una actividad bioinsecticida confra al menos uno de los inseclos Spodoptera
littoralis, Myzus persicae, Rhopalosiphum padi, Leptinotarsa decemliineata preferentemente

superior al 80%, cuando se utiliza con una dosis de 100 yg/om?

En el ambito de la invencidn se ulilizan técnicas de fraccionamiento del extracio alcohdlico
crudo ampliamente conocidas por cuaiguier experio en el estado de la técnica. Asi por
ejemplo, se utiliza cromatografia Hquida de vacio (VLC), cromatografia en columna {CC)
empleando diferentes fases sdlidas (Gel de Silice, Sephadex LH-20) y cromatografia
liquida de alia resolucion (HPLC), eluvéndose con distinios gradientes de polaridad
mediante diferentes combinaciones de disolventegs organicos, pero también extraccion
con agua a temperatura ambiente tras disolucion en CHCl; | Sin embargo, es posible
utilizar cualguier otra {écnica que permita la obtencion y fraccionamienio del exitracto
alcohdlico de la invencidén como por ejemplo, mediante el empleo de exiracciones
mediante fluidos supercriticos y otras técnicas de exiraccion/separacion avanzadas y/o

convencionales.

En otro aspecto, el exiracto de la invencion es cualquier fraccion y/o subfraccidn sucesiva
obtenida a partir del extracto alcohdlico crudo que comprende Kinsendsido vy actividad
bivinsecticida. Como e experio en la materia conccerd es posible oblener distinias

fracciones a partir del exiracto crudo, cada una de las cuales comprends una composicion
8
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distinta de compuestos bioactivos, v que a su vez pueden volver a subfraccionarse en
repetidas ocasiones hasta que la subfraccidn esté constituida por una mezcla simple y/o un

unico compuestio bicactivo.

La actividad bioinsecticida del exiracto alochdlico de la invencidn no se explica
exclusivamenie por la actividad del kinsendsido. Los fraccionamienios quimicos realizados
por los inventores, la determinacion de compuestos bioactivos v los ensayos de actividad
bicinsecticida (ver ejemplos 5 a 8), permiten identificar la aclividad de otros compuesios que
podrian actuar de forma sinérgica. Asi por gjemplo, ia fraccion 10 oblenida de cormo de C.
sativus en la que esia presenie el kinsendsido presenta una aciividad antialimentaria inferior
al 40% contra M. persicas, mientras que el exiracto crude presenta una actividad

antialimentaria superior al 80% para este insecto.

En ofra realizacidn particular, un extracio alcohdlico de la invencion que es ia parte soluble
del extracto crudo etandlico de cormo de Crocus sativus, adicionalmente al kinsendsido,
comprende al menos olre compussto bicactive con aclividad bicinsecticida, que ss
selecciona de entre el aglicon del kinsendsido también conocide como  (H)y3-

hidroxibutanolida y el etil 3-(F)-3-8-D-glucopiranosiloxibutanoato.

En olra realizacién mas particular, un exiracto alcohdlico de la invencién que es la parte
soluble del extracio crudo etandlico de cormo de Crocus sativus, adicionalmente a los
compuestos bicactivos anteriores, comprende al menos ofro compuesto bicactive gue se

selecciona de enire a-amirenona, lupenona, friedelin, B-amirina, esligmastenona v lupeol.

En olra realizacion particular, un extracto alcohdlico de la invencidon que es ia parle soluble
del exiracto crudo standlico de cormo de Crocus safivus, comprende una actividad
bioinsecticida conira al menos uno de los insecltos Spodoptera ittoralis, Myzus persicae,
FRhopalosiphum padi, Leptinolarsa decemiineata preferentemente superior al 70%, cuando

se utiliza con una dosis de 100 pg/om™.

En olro aspecto, la invencion se relaciona con un procedimiento de oblencion del
extracto alcohdlico de la invencidn, en adelante procedimiento de la invencién, gus
comprende realizar una exiraccion con un alcchol partiendo de material vegetal del

género Crocus L.
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Por “extraccidon alcohdlica” se entiende una extraccion que utiliza un alcohol como
extractante, ya sea purc o combinado. Ejemplos de alcoholes gue se utilizan en sl

ambito de la presente invencion son etanol y metanol.

En una realizacion particular del procedimienio de [a invencion, la extraccion alcohdlica

se realiza con etanol.

Adicionalments, sl procedimiento de la invencion comprande olra etapa de fillrado para

obtener la fraccion soluble.

En otro aspecio, 1a invencion se relaciona con una composicion filosanitaria gue comprende

al extracio alcohdlico de la invencion, en adelanie composicion fitosanitaria de la invencion.

La composicion fitosanitaria de la invencidn adicionalmente puede comprender diversos

vehiculos y agentes que faciliten su conservacion, mansjo v aplicacion.

Como el experto en el astado de la técnica conocera, habitualmente se utilizan vehiculos
solidos, vehiculos liquidos, wvehiculos gaseosocs, efc., v, si es necesario, agenies
tensicactivos y agentes auxiliares para la formulacion de composiciones filosanitarias como,
por gjemplo, un aditivo para formular formas tales como concentrados emulsionables, polvos
humectables, liguidos fluibles, (v.g., suspension en agua, emulsidn en agua, elc.), polvos,

aerosoles, ULV vy similares.

Ejemplos de vehiculo solido que se incluyen en el ambilo de la presente invencién son
polvos finos o granulos de arcillas (v.g. arcilla de caolin, tierra de diatomeas, &xido de silicio
hidratado siniético, bentonita, arcilla Fubasami, arcilla acida, elc.), talcos, ceramicas y otros
minerales inorganicos {v.q., sericita, cuarzo, azufre, carbono aclivo, carbonaio calcico, silice
hidratada, etc.), ferlilizantes comerciales (v.g., sulfato amédnico, fosfalo amonice, nitrato

amonico, urea, cloruro amonico, efc.) vy similares.

Ejemplos de vehiculo liguido que se incluyen en el ambito de 3 presente invencidén son
agua, alcoholes {(v.g., metanol, etanol, elc.), cetonas (v.g., acetona, metil elil cetona, etc.),
hidrocarburos aromaticos (v.g, benceno, tolueno, xileno, slilbenceno, metiinaftaleno, stc.),
hidrocarburos alifaticos (v.g. hexano, ciclohexano, kerosina, gas oil, efc), ésteres (v.g,
acelato de elilo, acelato de butilo, sic.}, nitrilos (v.g, acetonitrilo, iscbulironitrilo, etc.), éleres

{v.g, éler diisopropilico, dioxano etc.), amidas de acido (v.g, N,N-dimetilformamida, N,N-
11



10

15

20

25

30

35

ES 2552708 Bl

dimetilacetamida, elc.), hidrocarburos halogenados (v.g., dicloroetano, tricloroeiano,
tetraclorure de carbono, etc.), sulfoxido de dimetilo, aceiles vegetales {v. g., aceite de s0ja,

aceite de semilla de algoddn, etc.) y similares.

Ejemplos de vehiculo gaseoso gue se incluyen en el ambito de la presents invencién son
agente de pulverizado, incluyendo gas flon, gas butano, LPG (gas de petrdleo liquificado),

éter dimetilico, gas de didxido de carbono y similares.

Eiemplos de agente lensicactive que se incluyen en el ambilo de la presente invencidn son
sulfatos de alquilo, sales de sulfonato de alquilo, alguil aril sulfonatos, ésteres alguil arilicos,
compuesios de polioxietiieno de los mismos, ésteres polietilen glicdlicos, ésteres de alcchol

polihidroxilico, derivados de alcohol de azucar y similares.

Ejemplos de agente auxiliar para la formulacion como agente de fijacion y agente de
dispersién gque se incluyen en ¢l ambito de la presente invencidn son caseina, gelating,
polisacéaridos {v.g., polve de aimidén, goma arabiga, derivado de celulosa, acido alginico,
eic.), derivados de lignina, benlonita, azdcares, polimeros hidrosolubles sintéticos {(v.g.,

polialcohol vinilico, polipirrolidona de vinilo, poliacidos acrilicos, efc.) v similares.

Ejemplos de estabilizantes que se incluyen en el dmbilo de la presente invencién son PAP
(fosfato de acido isopropilico), BHT (2.6-di-terc-butil-d-rmetiffencl), BHA {(mezcla de 2-ferc-
butil-4-metoxifenol vy 3-terc-butil-4-metoxifenol), aceites vegelales, aceiles minerales,

agentes {ensicactivos, acidos grasos © ésteres de los mismos v similares.

Adicionalmente, la composicion fitosanitaria de la invencidn puede comprender otro

ingredients activo.

Eiemplos de ingrediente active adicional son ofros inseclicidas, nematicidas, acaricidas,
fungicidas, herbicidas, reguladores del crecimiento de la planta, sinérgicos, fertilizanies,

acondicionadores del suelo y cebos para animales.
En otro aspeclo, la invencion se relaciona con e uso del extracto alcohdlico de la invencidn

vio de la composicidn filosanitaria de la invencién para el control de insecios-plaga

herbivoros.
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Tal y como se ha indicado anteriormente, en ia presente invencidn se relaciona por primera
vez al kinsenosido y a otros compuestos bicactives identificados a partir del extracio
alcoholico de la invencidn con el control de inseclos-plaga herbivores. Por este motivo, en
otro aspecto, el uso de la invencidn incluye el kinsendsido, el aglicdn del kinsenosido y el etil
3-(FA)-3-5 -D-glucopiranosiloxibutanoalo, va sea individualmente o en combinacion para el

conirol de insectos-plaga herbivoroes.

En otro aspecto, la invencidn se relaciona con un mélodo de tratamiento fitosanitario para el
conirol de insectos-plaga herbivoros que  comprende  administrar  una  dosis
fitosanitariamente eficaz del extracto aicohdlico de la invencidn vy/o de la composicion
fitosanitaria de la invencion y/o de al menos uno de los compuesios bioactivos con aclividad
bioinsecticida comprendidos en af exiracto alcohdlico de la invencion v que se eligen de

entre kinsendsido, el aglicon del kinsendsido v etil 3-(F)-3-8 -D-glucopiranosiloxibutanoato.

La dosis del extracto alcohdlico de la invencidn v/o de la composicion fitosanitaria de la
invencidn y/o de los compuestos bicactives con actividad bicinsecticida comprendidos en el
exiracte alcohdlico de la invencion puede aumentar o disminuir opcionalmente segun &l
producto, el tipo de formulacion, el tiempo, el lugar v el método de aplicacion, el tipo

de insecio, el grado de dafo vy similar.

A lo largo de la descripcidn v de las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes
no pretenden excluir ofras caracteristicas técnicas. Para el experto en la materia, otros
aspecios, ventajas vy caracteristicas de la invencidn se desprenderan en parle de la
descripcion vy en parie de la practica de la invencién. Las siguientes figuras v ejempics se
proporcionan a modo de Hustracién, y no se prefende que sean limilativos de la presenie

invencion.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Figura 1. Esifructura gquimica de los compuesios mayoritarios aislados del cormo de Crocus

sativus. {A} 3-O-B-D-glucopiranosi-(3M)-hidroxibutanolida (kinsendsido), {B} (R)-3-

hidroxibutanolida {aglicon del kinsendsido) y {C} Elil 3-(R)-3-8 -D-glucopiranosiloxibutanoaio.
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Ejemplo 1. Material vegetal de especies del género CrocusL.

L.os cormos, hojas v tépalos de distintas especies de Crocus L. {ver tabla 1) se secaron en

una camara con recirculacion de aire a 30°C y se molieron en un moling para material

vegetal.

Tabia 1. Especies del género Crocus L. empleadas en ia invencidn

Especie

Parte de la planta

estudiada

Procedencia

C. sativus (azafran)

Residuos de cormo,

hojas y tépalos

Produccion local

{(Espafia, Teruel)

C. ancyrensis Cormos, hojas HBDS
C. cancellatus Cormos HBD

C. carpelanus Hojas Siivestre®
C. chrysanthus Cormos, hojas HBD

C. nevadensis Cormos Silvestre®

C. serotinus Cormos, hojas Silvestre®
C. serofinus ssp. salzmanii Cormos, hojas HBD
C. vernus var. “flower record” Hojas, tepalos HBD
C. vernus var. “geel yellow” Tepalos HBD
C. vernus var. "Jeanne d’ar¢” Tepalos HBD
C. versicolor Hojas HBD
C. speciosus Hojas HBD
C. speciosus “albus” Cormos HBD
C. speciosus "Alichinsonil” Cormos, hojas HBD
C. angustifolius Hojas HBED
C. dalmaticus Hojas HBD
C. pulchelius Cormos, Hojas HBD
C. corsicus Hojas HBD
C. kotschyanus Hojas HBD
C. kotschyanus “albus” Cormos HBD
C. cartwrightianus Hojas HRD
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C. lasvigatus fontenayt” Cormos HBD

C. ligusticus Hojas HBD

*HBD: Holland Biodiversity (Vivero), ° Recolectada en la Sierra de Madrid (Madrid, Espafia),
° Recolectada en Motilla del Palancar (Cuenca, Espafia), © Recolectada en Huete {Cuenca,

Espafa).

Ejemplo 2. Obtencién de un extracto etandlico

Las muestras secas v molidas se exdrajeron repetidas veces durante 24 horas con stanol en
un aparato Soxhiet y se filtraron al vacio. Los extractos crudos efandlicos obtenidos,
después de eliminar &l disolvente, se conservaron a 4°C hasta el analisis de los perfiles

bioldgicos vy quimicos de los cormos, hojas v tépalos.

En la tabla 2 se musesiran Ios rendimientos de extraccion antes del fillrado, obtenidos para
cada parie de la planta y especie del género Crocus L. empleadas en esla invencion.
Tabla 2. Rendimienios de exiraccion {(antes del filirado) expresados como gramos de

extracto crudo etandlico seco / 100 g de material vegetal seco

. Parte de la planta Rendimiento de
Especie ‘.
exiraida extraccién (%)
Cormos 7.4
C. sativus Tépalos 45.0
Hojas 25.0
Cormos 4.2
C. ancyrensis :
Hojas 23.7
C. cancellatus Cormos 6.42
C. carpstanus Hojas 21.2
Cormos 4.2
C. chrysanthus
Hojas 29.1
C. nevadensis Cormos 8.63
Cormos 9.83
C. serotinus
Hojas 247
Cormos 4.13
C. serotinus ssp. salzmanii :
Hojas 242
Tépalos 66.5
C. vernus “flower record”
Hojas 16.8
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C. vernus “geel yellow” Tépalos 71.0
C. vernus “jeanne d'arc” Tépalos 63.9
C. versicolor Hojas 20.0
C. speciosus Hojas 222
C. speciosus "albus” Cormos 7.9
C. speciosus “Aitchinsonii” Cormos 199
Hojas 18.9

C. angustifolius Hojas 11.1
C. dalmaticus Hojas 46.4
C. puichelius Hojas 234
Cormos 6.0

C. corsicus Hojas 30.3
C. kotschyanus Hojas 10.0
C. kotschyanus “albus” Cormos 9.9
C. cartwrighlianus Hojas 27.4
C. fasvigaius “fontenayi” Cormos 4.3
C. ligusticus Hojas 26.9

Ejemplo 3. Espectros de RMN en extractos crudos standlicos

Ei espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Proton (RNM de 'H), realizado en
CB;0D), de los extractos etandlicos de cormos de diferentes especies del género Crocus L.
obtenidos segin ef ejemplo 2 presentaron sefiales de protones caracteristicos de una

mezcla enriquecida de kinsendsidos sin poder especificar el fragmento glucosido {(ver tabla

3).

Tabla 3. Datos espectroscépicos de RMN de 'H en CD.0OD de extractos de cormos de

especies del género Crocus L.

Extracto ppm
C. sativus 2.00-2.31 3.22-4.1G 5.10-5.36
C. ancyrensis 2.00-2.31 3.22-4.10 5.10-5.36
C. cancellaliis 2.08-2.50 3.23-4.13 5.00-5.41
C. chrysanthus 2.08-2.50 3.23-4.13 5.00-5.41
C. nevadensis 2.08-2.50 3.23-4.13 5.00-5.41
C. serotinus 2.08-2.50 3.23-4.13 5.00-5.41
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Por su parte, el especiro de RNM de 'H de los exiractos etandlicos de hojas de especies del
género Crocus L. indicados en la tabla 4 también presentaron sefiales de protones
caracteristicos de una mezcla enriguecida de kinsendsidos sin poder especificar &l
fragmento gluctsido. Ademas, en esie casc probablemente vaya acompanada de
componenies parafinicos (0.75-1.50 ppm).

Tabia 4. Datos espectroscopicos de RMN de 'H en CD:0D de extractos de hojas de Crocus

sativus de diferente procedencia

Extracto ppm
C. safivus (Espafia) | 0.75-1.50 | 1.60-2.75 | 3.20-4.20 4.30-5.30
C. sativus (Holanda) | (0.80-1.60 | 2.00-2.80 | 3.20-4.25 4.30-5.40

Ejemplo 4. Fraccionamiento del extracio etandlico

La parte soluble del extracio crudo standlico obtenido utilizando cormos de C. salivus segin
el ejemplo 2, constituyd un 6.70%, mientras que el precipitado constituyd un 0.72%. El
fraccionamiento de la parte soluble en etancl se realizé mediante una cromalografia liguida
de vacio {(VLC) empleando gel de silice como fase esiacionaria. Se eluyé con un
gradiente de polaridad creciente de Hexano:AcOFEt (0-100% de AcOEL) v AcOELMeOH,
(2-50% de MeOH) obieniéndose 10 fracciones (Frs. 1-10).

Las fracciones con mayor actividad biocida; fa 3, 1a 6 y 1a 10 fueron nuevamente fraccionadas.

La fraccion 3 (0.55g, 0.81% del exiracto crudo inicial) se eluyd en una mezcla de n-
Hexano:AcOEL (75:25) v se purifico mediante cromaiografia en columna (CC)
obieniéndose 3 fracciongs activas (3A, 3B v 3C) que se caracterizaron por
Cromalografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS) legrandose
identificar los compuestos mayoriiarios: o-amyrenona, iupenona vy friedslin (Fr. 3A), un
esterol no identificado (con formula CioHseD v peso molecular, MW=2588) (Fr. 3B) asi como

B-amyrina, estigmastenona vy luped! {(Fr. 3C).

La fraccion 10, que constituye ia fraccidn mas polar v abundante del cormo de C. sativus
(32.2g, 48% del extracto crudo inicialy se eluyd en una mezcla de AcOEtMeOH
(50:50). Una parte de esta fraccién (7.1g) se fracciond mediante cromatografia en
columna (CC) empleando Sephadex LH-20 como fase estacionaria y como fase liquida una
mezcla de diclorometano:metanol (1:1), obteniéndose 6 fracciones (10A-10E) v un

compuesio mayoritario (0.210g) que se corresponde con el kinsendsido (3-0-3-D-

glucopiranosil-(3R)-hidroxibutandlida): solido; o]l = +13.0 (¢ 0.84, CHOH); IR vmax (KBr)
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o™y 3400 (OR), 2087 (CH), 1770 (C=0, vy -lactone). *H NMR (CD,0D, 500 MHz): 8 4.77
(1H, m, H-3), 4.49 (1H, br d, J = 9.5 Hz, H-4a), 4.47 (1H, dd, J = 10.0, 4.6 Hz, H-4b), 4.32
(1H, d, J = 7.6 Hz, G-1), 3.62 (1H, brdd, J = 11.0, J = 5,6, G-Ba), 3.82 (1H, dd, J = 12.0, 1,2
Hz, G-6b), 3.26 (1H, m, G-4), 3.26 (1H, m, G-5), 3.30 (1H, dd, J = 5.0, 4.4 Hz, G-3), 3.14
(1H, dd, J = 7.6, 9.1Hz, G-2), 2.61 (1H, dd, J = 18.0, 1.3 Hz, H-2a) 2.82 (1H, dd, J = 18.0, 6.4
Hz, H-2b); °C NMR (CDOD, 125 MHz) 8 178.7 (C, C-1), 103.8 (CH, G-1), 77.8 (CH, G-5),
77.8 (CH, C-3), 76.3 (CH, G-3), 76.2 (CH,, C-4), 74.8 (CH, G-2), 71.4 (CH, G-4), 62.7 (CH,,
G-67), 36.1 (CH,, C-2); ESI-MS: [M+Na]' = 287.0753 caled. para CioHisOsNa.

A continuacion, la fraccion 10B (0.89¢q) se fracciond mediante CC empleando Sephadex LH-
20 y una mezcla de diclorometano:metanol (1:1) obleniéndose 8 nuevas fracciones {(10B1-
1086). La fraccion 10B3 (0.24g) se purificd mediante CC empleando un gradiente de
polaridad creciente de diclorometanommetanclhagua y se obluvo el etil 3-(R)-3-8 -D-
glucopiranosiloxibutanoato (0.017g): {ol, = -4.0 (¢, 0.53, CHyOH).; 'H NMR (CD,0D, 500
MHz): & 4.32 (1H, dd, J = 9.0, 1.5 Hz, G-1),4.09 {1H, dd, J= 8.0, 3.0 Hz, H-3au), 4.09 (2H, q,
J= 7.0 Hz, OCHCH3), 3.80 (1H, dd, J = 11.7, 1.5 Hz, G-6'), 3.60 (1H, dd, J = 12.0, 5.0 Hz, H-
6}, 3.57 {2H, m, H-4 y H-4", 3.28 (1H, dd, J = 8.0, 1.5 Hz, G-3}, 3.23 (1H, m, G-4), 3.23 (1H,
m, G-8), 3.12 (1H, dd, d = 9.5, 7.8 Hz, G-2), 2.56 (2H, dd, J = 2.0, §5 Hz, H-2 y H-2'), 1.20
(3H, t, J = 7.1 Hz, OCH.CH3); *C NMR (CD50D, 125 MHz) & 173.3 (C, OCOCH,CHa), 104.3
(CH, G-1), 78.9 (CH, C-3), 77.8 (CH, G-4), 77.8 (CH, G-3), 75.0 (CH, G-2), 71.5 (CH, G-5),
65.4 (CH,; C-4), 62.6 (CH,; G-6), 1.8 (OCOCHCH3), 37.7 (CH; C-2); 14.5 (CHs,
OCOCH,CH3); ESI-MS: [M+Nal" = 333.1175 calcd. para CioHpOcNa.

La fraccion 6 (10.13g, 15.10% del extracto crudo inicial) se eluyd al 100% de AcOEL, de su
fraccionamiento mediante VLC en un gradiente de polaridad creciente de n-Hexano/Acelona
se obtuvieron 8 fracciones (Frs. 8A-6H). La fraccién mayoritaria (8F, 9.78g) se disolvid en
CH,Cl, v se extrajo con agua a temperatura ambiente. Después de evaporar el disolvente de
la parte organica se obiuvo la fraccion de diclorometano (6FA, 0.29g). El extracto acuoso
remanente se seco obleniéndose la fraccidn acuosa (6FB, 9.48g). A continuacion, una parte
la fraccion 6FB (0.4g) se fracciond mediante CC empleando Sephadex LH-20 como fase

estacionaria v una mezcla de hexanodicloromelano:metanol (2:1:1) como fase movil;

|28
obteniéndose el (R)-3-hidroxibuianclida (aglicdén del kinsendsido) (0.288g): sdlido; [OJ? =

+77.1 (¢, 0.24, CH;OH): IR vmax (KBr) cm-1: 3462 (OH), 1738 (C=0), 1608. 'H NMR

(CDL0D, 500 MHz): § 4.72 (1H, m, H-3a), 4.45 (1H, dd, J = 10.0, 4.5 Hz, H-4b), 4.35 (1H, br

d, J = 10.0 Hz, H-da, 2.79 (1H, dd, J = 17.9, 6.1 Hz, H-2b), 2.56 (1H, br d, J = 17.9 Hz, H-
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2a) BC NMR (CDCls, 125 MHz) & 178.5 (C, C-1), 78.1 (CH,, C-4), 67.5 (CH, C-3), 37.8
(CH,, C-2); ESKMS: [M+Na]’ = 125.0219 calcd. para CyHeOaNa.

B. ACTIVIDAD BIOINSECTICIDA

Para los bioensayos de actividad bicinsecticida se ulilizaron insectos {ver tabla 5) seleccionados
en funcion de la importancia econdmica de su incidencia sobre cultivos horticolas, ef desarrdlio
de resistencia a inseclicidas de sintesis {L. decemiineala) v su capacidad de transmision de

virus (Homoptera).

Tabla 5. Insectos-plaga empleados como dianas bicldgicas

Orden Género Especie Adaptacién tréfica
Lepidoplera Spodoptera Littoralis Masticador polifago
Myzus Persicas Chupador polifago
Homoplera ) ) Olifago {especialista de
Rhopalosiphum Padi
cereales)

Masticador olifago
Coleopiera Leptinotarsa decemiineata {Solanaceas silvestres v

cultivadas)

El ensayo de actividad antialimentaria se basé en la preferencia de larvas del sexto estadio
(L8) de S. jittoralis v adulios de L. decemiineata por discos de hojas (tratados y control) de
planta huésped (Capsicum annuum y Solanum tuberosum, respectivaments) colocados en
la misma placa (eleccion). Las areas foliares no consumidas se midieron con la aplicacion

Image J. 1.43, 2010 (hip/ishinfooihaovii). A parlir de estos datos se calculd el

porcentaje de inhibicién de la alimentacion (%Fl) (Burguefio-Tapia ef al 2008. J. Chem.
Ecol 34, 766-771).

En e caso de los afidos o chupadores se delermind el efecto del extracio crudo etandlico,
fracciones v/o compuestos bioactivos puros sobre el asentamiento de adultos no alados de
M. persicae y R. padi scbre discos de hojas (tratados y conirol) de planta huésped (C.
annuum vy Hordeum vulgare, respectivamente) colocados en la misma placa {(eleccion). A
partir de esios dalos se calould el porcentaje de inhibicion del asentamienio (% Si)
{Burguefio-Tapia et al. 2008. J. Chem. Ecol. 34, 766-771).
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L.a significacion de los porcentajes de inhibicion de la alimentacion (%FD vy del asentamiento
{%S1) se analizaron mediante la prueba estadistica no parameétrica de rangos con signos de

Wilcoxon.

Los exiractos etandlicos crudos y sus fracciones obtenidas segun los ejemplos 2 v 4 se
ensayaron a una dosis inicial de 100 ug/om? v los compuestos bicactivos puros a 50 ug/om™.
Algunos exiractos crudos etandlicos, fracciones y/o compuestos bioactivos puros gue
mostraron  un  efectc antialimentaric  significative  (%FV%SI>7(), se sometieron a
experimenios de dosis-respuesta para calcular sus dosis efectivas (ECsy = dosis para la cual
s& produce un 50% de inhibicion de la alimentacion) mediante un andlisis de regresion

lingal.

Cria y mantenimiento de los insectos diana

Las larvas de S. fifforalis se alimeniaron con una dieta semisintética (Poltut v Bues, 1970.
Ann. Zool. Ecol. Anim. 2, 78-81) mientras que L. decemiineata, M. persicae y K. padi se
mantuvieron alimentandose sobre sus plantas huésped (Solanum fuberosum L., Capsicum
annuum L. y Hordeum vulgare L., respectivamente) (Reina ef &l 2001. J. Nal. Prod. 64, 6-
11}). Todas las poblaciones de inseclos se mantuvieron en c¢amaras climatizadas en las
siguientes condiciones ambientales: 22 + 1 °C, 60-70 % de humedad relativa y un

fotoperiodo de 16:8 horas (luz:oscuridad).

Ejemplo 5. Actividad bicinsecticida del extracto elandlico en ensayos de eleccién

Los extractos etandlicos crudos de especies del género Crocus L. obtenidos segin el
ejemplo 2, registraron diferentes niveles de aclividad bioinsecticida en insectos fitéfagos
chupadores vy masticadores, medidos a través de la actividad antialimentaria, en

dependencia del insecto, la especie vy de la parle de la planta empleada (ver tabla 6).
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Tabla 6. Actividad antialimentaria de los extracios crudos etandlicos de hojas (EH), tepalos

(ET) v cormos (EC) de especies del génerc Crocus L. frente a L. decemiingata, S. liftoralis,

M. persicae y R. padi (100ug/em?)

_ Material %FF %S1°
Especie
vegetal | L. decemdineata | 8. litforalis M. persicae R. padi
EC 83.3x10.2* 39.7¢17.8 98.121.3* 95.812.6*
C. chrysanthus :
EH 96.8+0.8" 59.5424.3 n.e. n.e
C. cancellatus EC 89.0+5.7% 83.643.6" 100+0.0% 100+0.0*
, EC 90.417.5¢ 0.00x0.0 98.611.4" 92.1x3.6”
C. ancyrensis
EH 99.610.2" 30.2+18.8 n.e. n.e.
EC 98.5x1.57 53.7+15.0 n.e. n.e.
C. serotinus :
EH 81121017 75.9112.8" n.e. n.e.
C. serofinus EC 98.420.9" 47.0 x 14.7 535x75 n.e
ssp. salzmanif EH 91.9+5.57 39.3£23.8 n.e. n.e.
C. versicolor EH 80.8112.9* 72.119.4* n.e. n.e.
C. vernus “geel
ET 27.9+14.9 75.918.7% 47.0:10.4 42.129.2
yellow”
C. vernus EH 87.4x10.47 68.6x8.8" n.e. n.e.
“flower record” ET 37.9x13.4 87 .4x4.8" 50.819.5 2477 .4
C. vernus
. / ET 21.5£13.8 458+13.1 70.0£7.0* 25.9+7.3
“ieanne d'arc”
C. carpetanus EH 71.9+13.1% 84.8+7 4% n.e. n.e.
C. nevadensis EC 99.6:0.4" 0.0£0.0 n.e. n.e.
C. speciosus EH 83.1+16.5% 0.0+0.0 n.e. n.e.
C. speciosus _
EC 886.3x7.86" 0.0x0.0 67.08 £ 8.0 n.e
“albus”
C. speciosus EC £52.0210.9 76.1213.7% 51.1%8.7 n.e.
*Altchinsonii” EH 83.1:15.8* 46.0+20.3 217472 n.e.
C. angustifolius EH 82.3217.4" 80.2+13.9* n.e. n.e.
C. dalmaficus EH 86.9112.2% 10.627.6 n.e. n.e.
EH n.e. 51.0x21.1 86.214.6*
C. pulchellus _
EC 38.6+24.2 205% 125 83.5+6.9" n.e
C. corsicus EH 82.86+9.7F 41.1423.4 n.e. n.e.
C. kotschyanus EH 89.317.3" 54.9+22.5 n.e. n.e.
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C. kotschyanus
EC 928124 885157 572x89% n.e
“albus”
C.
EH 89.8x15.2" n.e. ne. n.e.
cartwrightianus
C. fasvigatus
EC 917227 2520 66.6£8.3 n.e
“fontenayi”
C. ligusticus EH 94.6+5.2% n.e. n.e. n.e.
EH 95112177 61.2 £ 10.4 87.1+347 517+ 88
C. salivus ET 785194 814 84" 383191 307183
EC 792187 844 £9.7" 849 152" 752148

“% FI = {1 - (T/IC)] x 100, donde T vy C se refiere a las dreas consumidas en los discos

tratados y control respectivamente por insectos masticadores; ° % Si=1 - (%T/%C) x 100,

donde T v C se refiere al % de insectos chupadores asentados en lg superficie tratada v

control respectivamente

Wilcoxon; n.e.=

*

No ensayado

p<(.05, prueba no paramétrica de rangos con signos de

La tabla 7 recoge las dosis efectivas para extraclos crudos etandlicos de C. sativus en

insectos chupadores y masticadores.

Tabla 7. Dosis efectivas de inhibicion de la alimentacion (Fi) v del asentamiento (S} de los

extractos crudos etandlicos de C. safivus de los resultados del ejemplo &

Material FI [ECso (ugicm”)] $1[ECso (giom?)]
vegetal | L. decemiineata 8. littoralis M persicae R. padi
Hojas 4.4 (2.1-9.5) > 50 14.2 (8.6-22.2} > 50

7.9 10.7
Tépalos > 50 > 50
(2.1-20.9) (3.4-21.1)
Cormos 24.2 (8.6-54.6} 2.30.7-7.5) | 18.4 (12.2-30.0) n.c

@ Dosis efectiva de inhibicidn de la alimentacion, 5% limite de confianza inferior v superior
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Ejemplo 6. Actividad bicinsecticida de distintas fracciones obtenidas a partir del
extracio crudo etandlico de cormo de C. sativus en ensayos de eleccidn

Las fracciones obtenidas a partir del extracto crudo de cormo de C. sativus obtenidas segin
el ejemplo 4 preseniaron diferente actividad bicinsecticida con nedptercs chupadores o
rasticadores (ver tabla 8). Las fracciones 3 v 10 tuvieron un efecto significativo en la
inhibicion de la alimentacion de L. decemiineala (%Fi>85%) con un maximo de actividad en
fas fracciones 3 y 10. Las fracciones 2, 3, 5 mostraron una reduccidon significativa del
asentamiento de M. persicae (%SI>75%), mientras que sdlo la fraccidn 10 resultd activa

frente a S. littoralis.

Tabla 8. Actividad antialimentaria de 10 fracciones obienidas de la VLC-1 del exiracto crudo

etandlico de cormos de C. sativus frente a insectos plaga (100ug/cm®)

Fracciones PAIS %S
{rendimisnto} L. decemiineata S. littoralis M. persicae

1{0.13%) 44 5%11.8 10.8+£10.5 66.4+12.1"
2 (0.90%) 59.7+13.0 51.2112.5 78.128.1%
3 (0.81%) 100.040.0” n.e. 92.9+2 3%
4 (2.73%) 83.6+3.3* 30.9+10.2 87.9+8.5%
5(3.52%) 86.8x8.4" 15.246.3 85.543.8"
6 {15.1%) 91.9x2.67 15.9+13.1 64.716.4"
7 {6.17%) 94.1£5.9” 26.3%18.8 54.3+7.4

8 (8.34%) 88.743.2" 4555218 48.1%11.7
9 {11.869%) 88.7x4.7" 452+12.5 33.8x7 .1
10 {48%;) 97.2+1.2% 94.1x3.4” 38.628.6

Elucion de las fracciones {polaridad del disolvente): Fr.1 (100% hexano), Fr.2 (90:10,
hexano: ACOEL), Fr.3 (75:25, hexanoAcOED), Frs.4-5 (50:50, hexano:AcOE!D, Fr.6 (100%
AcOEL), Fr.7 (98:2, AcOEtMeOH), Frs.8-10 (50:50, AcOEtMeOH)

2% Fl = {1 - (T/C)] x 100, donde T y C se refiere a las areas consumidas en los discos
tratados y control respectivamente por insectos masticadores; " % Sl=1 - (%T/%C) x 100,
donde T v C se reflere al % de inseclos chupadores asentados en la superficie tratada v

*

conirol respectivamente ; * p<0.05, prueba no paramélrica de rangos con signos de

Wilcoxon; n.e.= No ensayado
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Ejemplo 7. Actividad bicinsecticida de distintas subfracciones oblenidas a partir del
extracio crudo etandlico de cormo de C. sativus en ensayos de eleccidn
La fracciones 3A y 3B mostraron una actividad muy significativa frente a L. decemfineata y

esta altima también inhibid significativamente el asentamiento de M. persicae (ver tabla 9}.

Tabla 9. Actividad antialimentaria y composicion (GC-MS) de las fracciones biocactivas

obtenidas a partir del fraccionamiento de la fraccion 3 frente a insectos plaga (100ug/cm®)

ECso (uglom?) %S
. identificacidn
Fracciones . M.
tentativa L. decemiineala | 8. littoralis )
persicae

g-amirenona,
3A 1.6 (0.2, 14.8) > 100 n.e.
lupenona, friedelin

Esterol (CaoHs0,

3B 0.05 (0.0, 5.5) ~ 100 72.019.9*
MW 250)
B-amirina,
3C estigmastenona, 32.5(15.8, 54.5) ~ 100 n.e.
lupeot

7 %SI=1 -~ (%T/%C) x 100, donde T y C se refiere al % afidos asentados en la superficie
tratada y conirol respectivamente; ECsy = Dosis efectiva a la que se produce el 50% de la
inhibicion de la alimentacidn (85% limites de confianza inferior y superiory; ™ p<0.05, prusba

no paramétrica de rangos con signos de Wilcoxon; n.e. = no ensayado

Ejemplo 8. Actividad bicinsecticida de los compuestos bicactivos identificados 2
partir def extracto crudo etanédlico de cormo de . safivus en ensayos de eleccidn

En la tabla 10 se muestra la actividad antialimentaria de los compuesios aislados frente a las
diferentes dianas biolégicas. El compuesto mavoritario fue el kinsendsido e inhibid
significativamente la alimentacion de 5. fitforalis v L. decemiineata como lo demuestran las
bajas dosis efectivas (ECs;). La presencia de este compuesto en grandes cantidades en &l
cormo de azafran, explica la fuerte actividad del extracio original (ver tabla 6} y de la fraccion
de partida (Fr. 10, VLC, ver tabla 8) frenie al lepidtptero polifago S. fitioralis. El compuesto
(R)-3-hidroxibutanolida fue activo solo frente a L. decemiineata, mientras gue el compuesto
Edil 3-(7)-3-8 -D-glucopiranosiloxibutanoato inhibid el asentamiento de M. persicae.

Tabia 10. inhibicion del asentamiento (%S} y dosis efectivas {ECsy, 95% limites inferior y

superior) de los compuestos A, By C frenie a L. decemlineata, S. littoralis y M. persicae
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. %St
Compuesto ECao{uglem’) {50uglom®)®
L. decemiineata 8. littoralis M. persicae
Kinsenosido (A) 3.58 (1.2, 9.9} 0.32 (0.07, 1.33) 48.915.9
Aglicon del )
) 2.31 (0.5, 11.0) ~ 100 51.117.9
kinsenésido (B)
Etif 3+(R)}-3-B -D-~
glucopirancsitoxibutan ~ 50 > 580 72.3x8.1F
cato (C)

2 %SI=1 - (%T/%C) x 100, donde T v C se refiere al % &fidos asentados en la superficie
tratada v control respectivamente; ECsy = Dosis efectiva a la que se produce &l 50% de la
inhibicion de la alimentacidn (85% limites de confianza inferior v superior), * p<0.05, prueba

no paraméirica de rangos con signos de Wilcoxon
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REIVINDICACIONES

1.~ Extracto alcohdlico de material vegetal del génerc Crocus L. con actividad bicinsecticida

que comprende 3-O-8-D-glucopiranosil-(3 A)-hidroxibutanclida.

2.- Extracto alcohdlico segin la reivindicacion 1, caracterizado por gue el material vegetal

del género Crocus L. se selecciona de entre cormos, hojas v tépalos.

3.- Exiracto alcohdlico segltn una cuslquiera de las reivindicaciones 1y 2, caracterizado por

que es ia parie soluble del exiracto.

4.~ Extracto alcohdiico segiin una cualquiera de las relvindicaciones 1 a 3, caracterizado por
gue el material vegetal es cormo de Crocus sativus y por que comprende al menos ofro
compuesto bioactive con actividad bicinsecticida que se selecciona de entre (R)-3-

hidroxibutanolida y etil 3-(R)-3-8-D-glucopiranosiioxibutanoato.

5.- Exiracto alcohdlico segun una cualgquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por
que comprende al menos otro compuesio bicactivo que se selecciona de entre g-amirenona,

lupenona, Triedelin, S-amiring, estigmastenona vy lupecl.

6.~ Extracto alcohdlico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracierizado por

gue es un exiracto etandlico.

7.- Procedimienio de oblencidn del exiracto alcchdlico seguin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, caracterizado por gque comprende realizar una extraccion

alcohdlica partiendo de material vegetal del género Crocus L.

8.- Procedimienio de oblencidn segin la reivindicacién 7, caraclerizado por que ia

extraccion alcohdlica se Heva a cabo con etanol.

9.- Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 v 8, caracterizado por

gue adicionalmente comprende un fillrado para obiener la fraccidn soluble.

10.- Composicién fitosanitaria que comprende al extracio alcohdlico segun una

cualquisra de las reivindicaciones 1 a 6.
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11.- Uso del extracto alcohdlico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 y/o
de la composicidn fitosanitaria segin la reivindicacidén 10 para el control de insectos-

plaga herbivoros.

12.- Uso de al menos uno de {os compuestos ideniificados en el extracio alcohdlico segin
la reivindicacion 4 y que se seleccionan de enire 3-0-8-D-glucopiranosil-(3R)-
hidroxibutanolida, {R}-3-hidroxibutanolida v etil 3-{R)-3-8-D-glucopiranosiloxibutanoato, para

el control de insectos-plaga herbivoros.

13.- Método de tratamiento fitosaniiario para el control de insecios-plaga, caracterizado
por qgue comprende adminisirar una dosis filosanitariamente eficaz del exiracto
alcoholico segiln una cualguiera de las reivindicaciones 1 a 8, y/o de la composicién
fitosanitaria segun la reivindicacion 10 v/o de al menos uno de los compuestos segin

la reivindicacion 12.
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