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RESUMEN

Los productos sintéticos que se utilizan para el control de diversas plagas en salud y la agricultura
cumplen con tres caracteristicas fundamentales para su comercializacién, la composicion quimica del
producto, el modo de accién sobre el organismo y los niveles toxicoldgicos que puedan afectar la salud
humana. Estas tres caracteristicas impulsaron el desarrollo sistemético del presente trabajo. Se determin6
la toxicologia de extractos vegetales y aceites esenciales sobre mosquitos Culex quinquefasciatus (Say)
(Diptera: Culicidae), ademas de la inhibicion del crecimiento y desarrollo de larvas del mosquito tratados
con derivados de hojas secas de Pseudocalymma alliaceum (Bignonaceae) y el efecto del extracto acuoso
y etanolico de P. alliaceum sobre los pardmetros hematol6gicos y bioquimicos de ratas Wistar, asi mismo
la actividad larvicida y caracterizacion quimica del aceite esencial de hojas de Persea americana
(Lauraceae) sobre el insecto. Se demuestra el potencial de extractos metanolicos de Acacia farnesiana,
Comocladia engleriana, Pluchea saggitalis y Schinus molle; el potencial de Matricaria chamomilla
como extracto acusoso y de extractos etanolicos de Pseudocalymma alliaceum y Schinus molle. Con
aceites esenciales el mayor rango de toxicidad se logr6 con Eucalyptus globulus, Mentha spicata, Persea
americana, Rosmarinus officinalis y Schinus molle, al igual que los subproductos de Eugenia
caryophyllata, Ocimum basilicum y Piper auritum. Se logr6 observar que aunque muchas larvas logran
alcanzar el estado de pupa muchas de estas no alcanzan la fase adulta debido a la accion que ejercen los
metabolitos secundarios sobre el crecimiento y desarrollo del insecto. Los voléatiles del aceite esencial
de Persea americana y Pseudocalymma alliaceum fueron analizados por cromatografia de gases
acoplado a masas (GC-MS). EI compuesto mayoritario en P. alliaceum fue disulfuro de dialilo (50.05%)
y en P. americana fue estragol (61.86%). El aceite esencial de P. alliaceum aplicado a 800 ppm mostré
actividad larvicida a las 24h. A las 48h la concentracién de 400 ppm ocasioné mas del 92% de
mortalidad. El hidrolato a concentraciones de 20 y 10% sobre larvas de segundo estadio presentd 100%
de efectividad a las 24h. Los extractos vegetales inhiben el crecimiento del mosquito, el extracto acuoso
al 10% present6 0.58 de indice relativo de crecimiento (IRC), con el extracto metandlico y etandlico se
obtuvo 0.76 y 0.70 en comparacion con el testigo sin aplicacion que present6 0.99. El extracto acuoso
prolonga en 0.85y 2.45 dias la duracion larval al emplear concentraciones al 0.1 y 0.01% y la reduce en
1.18 dias al ser tratadas con 1.0%. Las pupas tratadas con concentraciones de 0.01% del extracto de
etanol y agua presentaron una prolongacién en la durabilidad de 3.73 y 2.33 dias respectivamente. El
aceite de P. americana a 800 ppm inhibe el crecimiento de las larvas moquito a 26.73% (0.74) y 50 ppm
a 16.83% (0.84). La viabilidad de larva a pupa disminuyd en 53.25% con 800 ppm causando una
prolongacion del desarrollo en 14.14 dias, mientras que el control tuvo una durabilidad en su desarrollo
de 12 dias. La mortalidad al final del experimento registr6 57.50% con 800 ppm, disminuyendo
gradualmente a 40.00% con 50 ppm del aceite esencial de aguacate. Se evaluaron extractos acuosos y

etandlicos de hojas secas de P. alliaceum, administrando 50, 100 y 200 mg/kg de peso corporal a ratas
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wistar via oral por 14 dias, se aleatorizaron cuatro grupos con tres repeticiones. No se registraron muertes
después de la administracion oral de los extractos, ni se observaron signos fisicos de toxicidad ni efectos
adversos al tratamiento. Los indices hematoldgicos eritrocitos, hemoglobina y hemoglobina corpuscular
media no mostraron anormalidad significativa, en cambio se mostré una disminucion en los niveles de
la serie blanca presentando una leucopenia y un aumento plaquetario y de linfocitos, la ingesta de
Pseudocalymma no produce toxicidad aguda a 50 mg/kg que pudieran ser interpretadas como signos
toxicos o de dafio bioldgico, pero altera la funcion hepatica y renal a dosificaciones de 100 y 200 mg/kg.

Palabras clave: productos naturales, control de mosquitos, inhibicion de crecimiento, desarrollo,

toxicidad, ratas wistar.



ABSTRACT

The synthetic products that are used for the control of various pests in health and agriculture met with
three key features for its marketing, the chemical composition of the product, the mode of action on the
agency and the toxicological levels that may affect human health. These three characteristics prompted
the systematic development of the present work. It was determined the toxicology of botanical extracts
and essential oils on mosquitoes Culex quinquefasciatus (Say) (Diptera: Culicidae), in addition the
inhibition of growth and development of mosquito larvae treated with derivatives from dry leaves of
Pseudocalymma alliaceum (Bignonaceae) and the effect of the aqueous and ethanolic extract of P.
alliaceum on haematological and biochemical parameters of Wistar rats, likewise the larvicidal activity
and chemical characterization of the essential oil of leave of Persea americana (Lauraceae) on the insect.
It demonstrates the potential of methanolic extracts of Acacia farnesiana, Comocladia engleriana,
Pluchea saggitalis and Schinus molle; the potential of Matricaria chamomillaas aqueous extract and
ethanolic extracts of Pseudocalymma alliaceum and Schinus molle. Essential oils with largest range of
toxicity was achieved with Eucalyptus globulus, Mentha spicata, Persea americana, Rosmarinus
officinalis and Schinus molle, as by-products of Eugenia caryophyllata, Ocimum basilicum and Piper
auritum. It was noted that although many larvae reach the pupae stage, but many of these do not reach
the adult stage due to the action exerted by the secondary metabolites on the growth and development of
the insect. The volatile essential oil of Persea americana and Pseudocalymma alliaceum were analyzed
by gas chromatography (GC-MS). The most abundant compound in P. alliaceum was diallyl disulfide
(50.05%) and in P. americana was estragole (61.86% ). The essential oil of P. alliaceum applied to 800
ppm showed larvicidal activity at 24 h. At 48 h the concentration of 400 ppm caused over 92% of
mortality. Hydrolate at concentrations of 20 and 10% on larvae of second stage presented 100% of
effectiveness to the 24h. The plant extracts inhibit the growth of the mosquito, the aqueous extract on
10% presented 0.58 of relative index of growth (IRC), with the methanolic extract and ethanolic was
obtained 0.76 and 0.70 in comparison with the control without application that presented 0.99 . The
aqueous extract prolongs in 0.85and 2.45 days the larval duration to use concentrations to 0.1 and 0.01%
and reduces in 1.18 days to be treated with 1.0%. The pupae treated with concentrations of 0.01% of the
extract of ethanol and water presented an extension in the durability of 3.73 and 2.33 days respectively.
The oil of P. americana to 800 ppm inhibits the growth of the larvae to 26.73% (0.74 ) and 50 ppm to
16.83% (0.84). The feasibility of larvae to pupae declined by 53.25% with 800 ppm causing an extension
of the development in 14.14 days, while the control had a durability in his development of 12 days. The
mortality rate at the end of the experiment record 57.50% with 800 ppm, gradually decreasing to 40.00%
with 50 ppm of the essential oil of avocado. Aqueous and ethanolic extracts of dry leaves of P. alliaceum
were evaluated, managing 50, 100 and 200 mg/kg of body weight to wistar rats orally for 14 days, were

randomised four groups with three replications. No deaths were recorded after the oral administration

8



of the extracts, or observed physical signs of toxicity or adverse effects to the treatment. The
haematological indices erythrocytes, hemoglobin and mean corpuscular hemoglobin showed no
significant abnormality, showed a decrease in levels of white series presenting an leukopenia and an
increase of lymphocytes and platelets, the intake of Pseudocalymma does not produce acute toxicity to
50 mg/kg, which could be interpreted as toxic signs or of biological damage, but alters the function of
the liver and kidneys to dosages of 100 and 200 mg/kg.

Key words: natural products, mosquito control, inhibition of growth, development, toxicity,

wistar rats.
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INTRODUCCION GENERAL

Este trabajo de tesis se desarrollé partiendo de la idea y pregunta de investigacion de conocer
cuales eran las técnicas y métodos adecuados para realizar la formulacion de productos de origen vegetal,
que puedan integrarse como estrategia de prevencién, manejo y control de mosquitos vectores de
enfermedades de importancia en salud publica. Los productos sintéticos que se utilizan para el control
de diversas plagas en salud y la agricultura cumplen con tres caracteristicas fundamentales para su
comercializacién, la composicion quimica del producto, el modo de accién sobre el organismo y los
niveles toxicoldgicos que puedan afectar la salud humana. Estas tres caracteristicas impulsaron el
desarrollo sistematico del presente trabajo y es por estas razones que se estructuro en forma de capitulos
cientificos que se describen a continuacion.

El Capitulo 1 integra la sintesis metodoldgica de obtencidn de extractos vegetales con solventes
de variada polaridad y de aceites esenciales de plantas aromaticas medicinales de uso etnobotanico en
las diversas localidades del estado de Oaxaca. Se muestran los resultados del potencial de 34 especies
botanicas, de las cuales el 52.94% se trabajaron con extraccion por solventes y 16 plantas aromaticas por
hidrodestilacién asistida con microondas. El Capitulo 2 es un articulo publicado en el Asian Pacific
Journal of Tropical Medicine (JCR) con el que se contribuye informacion de la composicon quimica de
Pseudocalymma alliaceum (Lam.) (Bignonaceae) una de las 34 plantas evaluadas y en donde se
cuantifican variables de inhibicion del crecimiento, mortalidad parcial, total, desarrollo de larvas y pupas
del mosquito Culex quinquefasciatus (Say) tratados con el extracto, aceite esencial e hidrolato de hojas
secas de esta especie vegetal; el trabajo experimental tuvo como objetivo dar respuesta a las dos primeras
caracteristicas mencionadas que un producto botanico comercial debe cumplir.

El Capitulo 3 lo conforma un articulo enviado al Asian Pacific Journal of Tropical Desease (JCR)
en el que se muestra la evaluacion toxica del aceite esencial de Persea americana L. (Lauraceae) sobre
larvas del mosquito y la determinacion de los compuestos secundarios por microextraccion de la fase
solida en un cromatégrafo de gases acoplado a masas. El Capitulo 4 es un documento publicado en el
Asian Pacific Journal of Reproduction (JCR) y detalla la evaluacién toxicoldgica de P. alliaceum en un
modelo animal conformado por grupos de ratas “Wistar”, en el cual se determinaron las variaciones que
causa la administracion oral “ad libitum” del extracto vegetal sobre parametros hematologicos y
bioquimicos del organismo, para dar cumplimiento a la tercera caracteristica deun producto comercial.

Con la presente tesis doctoral se logré fortalecer y adquirir habilidades de investigacion para
realizar la formulacion de productos botanicos y proponer alternativas no quimicas de control de insectos

de importancia en salud publica.
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CAPITULO 1
Toxicologia de extractos vegetales y aceites esenciales sobre mosquitos Culex
quinquefasciatus (Say) (Diptera: Culicidae)

Toxicology of botanical extracts and essential oils on mosquitoes Culex quinquefasciatus (Say)
(Diptera: Culicidae)

RESUMEN

El trabajo se planted como objetivo determinar el efecto insectistatico de extracciones botanicas,
aceites esenciales e hidrolatos sobre larvas del mosquito Cx. quinquefasciatus. Se utilizd un disefio
completamente al azar con 4 repeticiones, cada unidad experimental consistio en un vaso de plastico de
150 mL de capacidad el que contenia 99 mL de agua 'y 1 mL de cada tratamiento. Cada vaso contenida
20 larvas de segundo instar tardio. Se realizé el registro de estados de desarrollo vivos y muertos
diariamente hasta que el control presentara mas de 98% de emergencia de adultos. Los datos
experimentales se sometieron a un analisis de varianza y comparacion de medias Tukey (p<0.05). No
fue necesario aplicar correccion a los datos obtenidos debido a que el control no presenté mortalidad
larval. Se demuestra el potencial larvicida de Acacia farnesiana, Comocladia engleriana, Pluchea
saggitalis y Schinus molle cuando se extraen sus propiedades secundarias con metanol y el potencial de
Matricaria chamomilla como extracto acusoso y de los extractos etandlicos de Pseudocalymma
alliaceum y Schinus molle para ser considerados como alternativas de manejo y control en las estrategias
de combate contra mosquitos. En la aplicacion de aceites esenciales sobre larvas del mosquito el mayor
rango de toxicidad se logr6 observar con Eucalyptus globulus, Mentha spicata, Persea americana,
Rosmarinus officinalis y Schinus molle, al igual que el subproducto adquirido de la hidrodestilacion
asistida por microondas de Eugenia caryophyllata, Ocimum basilicum y Piper auritum. El efecto
gjercido sobre larvas del total de las plantas evaluadas demuestra que estas contienen elementos
secundarios de diversos grupos quimicos que pueden utilizarse como medidas de manejo y combate de
este mosquito. Se logré observar que aunque muchas larvas logran alcanzar el estado de pupa muchas
de estas no alcanzan la fase adulta debido a la accion que ejercen los metabolitos secundarios sobre el

crecimiento y desarrollo del insecto.
Palabras clave: productos naturales botanicos, capacidad larvicida, mosquitos.

ABSTRACT

The work was presented as objective to determine the insecticide effect of botanical extractions,
essential oils and hydrolats on mosquito larvae Cx. quinquefasciatus. Experimental design was
completely randomized with 4 replications, each experimental unit consisted of a plastic cup 150 ml

capacity which contained 99 mL of water and 1 mL of each treatment. Each vessel contained 20 late
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second instar larvae. Developmental live and dead stage was register daily until the control will present
more than 98% of adult emergence. Experimental data to an analysis of variance and Tukey mean
comparison (p <0.05) were submitted. It was not necessary to apply correction to the data because the
control does not present larval mortality. The larvicidal potential of Acacia farnesiana, Comocladia
engleriana, Pluchea saggitalis, and Schinus molle when their child properties are extracted with
methanol and the potential of Matricaria chamomilla as aqueous extract and the ethanol extracts of
Pseudocalymma alliaceum and Schinus molle is demostarted to be considered as alternatives
management and control strategies to fight against mosquitoes. In the application of essential oils on
mosquito larvae the widest range of toxicity was successfully observed with Eucalyptus globulus,
Mentha spicata, Persea americana, Rosmarinus officinalis and Schinus molle, like the product purchased
assisted hydrodistillation microwave Eugenia caryophyllata, Ocimum basilicum and Piper auritum. The
effect exerted on larvae of all tested plants shows that they contain child elements of various chemical
groups that can be used as management measures and combat this mosquito. It was possible to observe
that although many larvae manage to reach the pupal stage many of these do not reach adulthood due to

the action exerted by secondary metabolites on growth and development of the insect.

Keywords: Natural botanical products, larvicide capacity, mosquitoes

INTRODUCCION

Los mosquitos son artropodos de importancia en salud publica ya que muchas especies son
vectores de enfermedades. Las enfermedades transmitidas por mosquitos causan morbilidad, mortalidad
y una significativa carga econdmica para la humanidad (Massebo et al. 2009). Las picaduras de
mosquitos pueden causar reacciones alérgicas, incluyendo reacciones cutaneas locales y reacciones
sistémicas como urticaria y angioedema (Peng et al. 2004). Recientemente se han incrementado los
estudios de agentes naturales de especies vegetales en los que se evidencia la actividad insectistatica de
aceites esenciales sobre mosquitos (Cantrell et al. 2011; Autran et al. 2009; Coria et al. 2008; Jaenson et
al. 2006; Prajapati et al. 2005). La naturaleza lipofilica de los aceites esenciales facilita el interferir con
el metabolismo basal, las funciones bioguimicas, fisioldgicas y de comportamiento de los insectos
(Nishimura, 2001), ya que estan conformadas por mezclas de sustancias organicas olorosas y volatiles,
gue guimicamente estan constituidos por terpenos, asociado a diversos grupos funcionales (Bittner et al.
2001). La propiedad repelente de los aceites esenciales esta asociada con la presencia de monoterpenos
y sesquiterpenos; el B-cariofileno es el sesquiterpeno mas citado como repelente contra mosquitos
(Trongtokit et al. 2005; Sukumar et al. 1991). Los aceites son compuestos complejos, naturales y
volatiles caracterizados por un fuerte olor y son producidos por las plantas arométicas como metabolitos

secundarios, tienen un papel importante en la proteccion de las plantas como antibacteriales, antivirales,
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antifangicos, insecticidas y también contra herbivoros para reducir su apetito por algunas plantas,
aungue también pueden atraer algunos insectos para favorecer la dispersion de polen o semillas (Bakkali,
2008). Pueden ser sintetizados en todos los 6rganos de la planta, flores, hojas, semillas, frutos, raices y
almacenados en tejidos finos secretorios especializados (Svoboda & Greenaway, 2003). También los
extractos vegetales son una alternativa ecoldgica a los insecticidas quimicos, siendo sustancias naturales
de accion especifica, biodegradables, activos a pequefias dosis y con nula o baja toxicidad, por lo tanto
no constituyen peligro de contaminacion al ambiente (Camarillo, 2009) lamayoria son de baja toxicidad
a mamiferos (LOpez-Olguin et al. 2001), se encuentran al alcance de la mayoria de personas y la
preparacion es accesible (Sutherland et al. 2002), son generalmente maspreferidos debido a su naturaleza
de ser menos perjudiciales para organismos secundarios (Rahuman et al. 2008). La mayoria de las
especies vegetales que se utilizan como insecticidas no eliminan al insecto por intoxicacion, sino que
generalmente inhiben el desarrollo normal de estos, lo cual hace que muchas veces se mal interpreten
los efectos que ocasionan (Silva et al. 2003). Isman (2006) sefiala que cuando los extractos vegetales
contienen compuestos como alcaloides, fenoles y terpenoides, presentan accién toxica al bloquear algin
proceso vital del insecto. Para la extraccion de los principios activos se han utilizado diversos disolventes
como: agua, etanol, acetona, metanol, cloroformo, benceno, éter de petréleo, hexano, éter, etc., lo que
indica que existen metabolitos secundarios que juegan un papel importante en esta actividad, desde los
muy polares gque se extraen con agua hasta los no polares que se extraen con éter (Dipanwita & Goutam,
2012; Rodriguez & Nieto, 1997). Se han realizado estudios en donde se evidencia la efectividad bioldgica
de principios activos de especies vegetales sobre mosquitos (Warikoo et al. 2012; Bagavan & Rahuman,
2011; Rahuman et al. 2009; Lucia et al. 2007; Chaithong et al. 2006; Sakthivadivel & Thilagavathy,
2003) estas investigaciones han demostrado el potencial de las plantas como fuente de compuestos con
actividad insectistatica que pueden ser Utiles en el control de mosquitos transmisores de enfermedades,
sin embargo, muchos de ellos, se limitan a cuantificar una sola variable como mortalidad, y repelencia
en bioensayos separados o bien a realizar extracciones con un solo disolvente, descartando la posibilidad
de estudio y comparacién con otro tipo de sustancias. La busqueda de nuevos principios activos se ha
centrado en los metabolitos secundarios de plantas que estan estructuralmente relacionados con
importantes compuestos insecticidas, por ejemplo la nicotina, piretrinas, limonoides, rotenoides y
triterpenos modificados como los cuasinoides, entre otros (Wrigley et al. 2000). El contenido y cantidad
de compuestos depende del lugar y sitio de crecimiento de la planta, de la etapa fenoldgica, de la parte
de la cual se extraen los compuestos, la composicion del suelo y la fertilizacion mineral, entre otros
(Marotti et al. 2004).

Culex (Diptera: Culicidae) es un género que esta presente en regiones tropicales y subtropicales.
Algunas especies de este insecto, como Cx. quinquefasciatus (Say) son transmisores de Wuchereria

bancrofti un nematodo parasito, causante de la parasitosis humana llamada filariasis linfatica (Cavalca
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etal. 2011), de Plasmodium relictum Grassi & Feletti que provoca malaria aviar y mixomatosis (Goddard
et al. 2002; Banko et al. 2001). La filariasis es un problema mundial de salud publica, 120 millones de
personas estan actualmente infectadas y alrededor de 1,3 billones se encuentran en riesgo de infeccion
(WHO, 2009). La forma tradicional de controlar este culicido ha sido con insecticidas sintéticos y debido
al empleo irracional que se les ha dado, ha provocado el surgimiento de resistencia a las alternativas
utilizadas (Cherry & Nagata, 2005; Rawlins, 1998), asi como la contaminacion del agua, aire y
suelo,acumulacion de residuos toxicos e intoxicacion de usuarios (Aragén et al. 2002). Cx.
quinguefasciatus es resistente a una amplia gama de insecticidas (Corbel et al. 2007; Chandre et al.
1998), lo que limita la eleccidn de los productos quimicos que pueden ser utilizados para su control.
Estas preocupaciones han contribuido a la basgqueda de alternativas amigables con el ambiente, entre los
gue se encuentran los extractos de especies vegetales; los plaguicidas fitoquimicos mas destacados han
sido los basados en productos naturales (Mulla & Su, 1999). Con base a lo anterior el presente trabajo se
plante6 como objetivo determinar el efecto insectistatico de extracciones botanicas, aceites esenciales e
hidrolatos sobre larvas del mosquito Cx. quinquefasciatus y determinar los efectos de extractos vegetales
sobre los pardmetros bioquimicos y hematolégicos de ratas Wistar para conocer los niveles de toxicos y

beneficiales que estas plantas tienen en el hombre.

MATERIALES Y METODOS
Cria de mosquitos

Las balsas de huevos fueron recolectadas en agua estancada en las instalaciones del Centro
Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR-OAX) localizado en
Santa Cruz Xoxocotlan; Oaxaca, México (17°02°N, 96°44°0), las balsas se trasladaron al laboratorio y
se colocaron individualmente en bandejas de plastico de 47 x 35 x 12 cm que contenian 300 mL de agua
suavizada para que cumplieran con su desarrollo. La cria se mantuvo a 27+2°C y 60 — 70% de humedad
relativa y fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad. Las larvas se alimentaron con un producto
pulverizado para peces Atilapia-1. Las pupas formadas se transfirieron a recipientes de 30 x 20 x 6 cmy
se introdujeron a jaulas entomolégicas de 60 x 60 x 60 cm para la emergencia de adultos. Los adultos
fueron provistos con una solucion azucarada al 10% en un frasco con una mecha de algodén y
semanalmente se introducia una gallina inmovilizada como material hematofagico para las hembras
(Rauman et al. 2008).

Obtencion del material vegetal para extraccion con disolventes y aceites esenciales
Se recolectdé 500 g de material vegetal fresco en diversas regiones del estado de Oaxaca. Las
especies vegetales fueron seleccionadas por el uso etnofarmacoldgico y estudio etnobotanico empleado

en otros estudios, por presentar un caracteristico aroma, sabor amargo y resistencia a los dafios
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ocasionados por insectos plaga (Cuadro 1, 2). La identificacion taxondmica fue realizada por el curador
del Herbario del CIIDIR-OAX y se deposit6 un ejemplar de muestra en el laboratorio de investigacion
para futuras consultas. Las plantas se lavaron con agua de grifo, se colocaron sobre papel periédico en
sombra para su secado durante 16 - 20 dias dependiendo de la naturaleza de cada especie vegetal, luego
se pulveriz6 cada muestra con un molino mecéanico para obtener un polvo que fue posteriormente
hidratado (Govindarajan et al. 2011; Pérez-Pacheco et al. 2004).

Cuadro 1. Descripcion de estudios realizados con las especies vegetales seleccionadas para la
investigacion sobre mosquitos vectores de enfermedades.

VARIABLES GENERO MOSQUITO

# NOMBRE CIENTIFICO AL Ic Culex Aedes Anopheles AUTOR

1  Acacia farnesiana (L.) Willd. - - - - - No Reportado

2 Argemone mexicana L. X - - - X Elango et al. 2011
X X - X - Sakthivadivel & Thilagavathy (2003)
X - - - - Mandal (2011)

3 Bursera simaruba (L.) Sarg. - - - - - No Reportado

4 Cestrum nocturnum L. X - - - - Jawale et al. (2010)

5  Chenopodium ambrosioides L. X - - X - Leyva et al. (2009)

6  Comocladia engleriana Loes - - - - - No Reportado

7  Datura stramonium (L.) X - X - - Pérez-Pacehco et al. 2004
X - X - X Olofintoye et al. 2011

8  Eucalyptus globulus Labill. X - X - - Pérez-Pacehco et al. 2004

9  Gliricidia sepium (Jacg.) Steudel X - X X X Sharma et al. (1998)

10 Matricaria chamomilla L. - - - - - No Reportado

11 Mentha spicata Crantz - - - - - No Reportado

12 Momordica charantia L. X - X X - Rahuman & Venkatesan (2008)
X - X - X Maurya et al. (2009)
X - X X X Singh et al. (2006)

13 Piper auritum Kunth X - X - - Pérez-Pacehco et al. 2004

14 Pluchea sagittalis (Lamb) - - - - - No Reportado

15 Pseudocalymma alliaceum (Lam.) X - X - Shrankhla et al. (2011)

16  Rosmarinus officinalis L. - - - - - No Reportado

17 Schinus molle L. - - - - - No Reportado

18 Tribulus terrestris L. X - X X X Singh et al. (2008)

*AL= Accion larvicida, IC= inhibicién de crecimiento

Preparacion de extractos crudos

Se agregaron 100 g de planta molida en 300 mL de disolvente contenidos en un matraz y se dejé
reposar por 24h para la extraccion acuosa y 72h para los disolventes de menor polaridad (Cuadro 3), se
separd el sélido del liquido utilizando papel filtro whatman N°1 y el remanente se descarto; se elimind
el disolvente a presion reducida en un rotaevaporador, obteniendo el extracto crudo para cada disolvente.
Se almaceno el extracto crudo a 4°C. Del extracto crudo se tomé 1 gy diluyé en 9 mL de agua destilada
con polisorbato 20 (tween) al 0.01% utilizado como emulsificante, posteriormente se centrifugé por 10
min y se filtro utilizando tela tricot para evitar grumos, obteniendo el tratamiento al 10 % y a través de

dilucion volumétrica en serie se elaboraron los tratamientos 1, 0.1 y 0.01 %.
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Cuadro 2. Detalle de especies vegetales recolectadas en diversas regiones del estado de Oaxaca
seleccionadas para evaluacion insectistatica sobre Cx. quinquefasciatus.

NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE LOCAL FAMILIABOTANICA LOCALIDAD DE COLECTA

A. farnesiana Huizache Leguminoseae Santa Cruz Xoxocotlan
A. mexicana Chicalote Papaveraceae Santa Cruz Xoxocotlan
B. simaruba Palo mulato Burseraceae San Bartolo, Tuxtepec
C. nocturnum Huele de noche Solanaceae San Bartolo, Tuxtepec
C. ambrosioides Epazote Amaranthaceae Ocotlan de Morelos

C. engleriana Hincha huevo Anacardiaceae Puerto Escondido

D. stramonium Toloache Solanaceae Santa Cruz Xoxocotlan
E. globulus Eucalipto Myrtaceae Santa Cruz Xoxocotlan
G. sepium Cocuite Fabaceae San Bartolo, Tuxtepec
M. chamomilla Manzanilla Asteraceae Ocotlan de Morelos

M. spicata Hierba buena Lamiaceae Ocotlan de Morelos

M. charantia Cundeamor Cucurbitaceae San Bartolo, Tuxtepec
P. auritum Hierba Santa Piperaceae Villa de Zaachila

P. alliaceum Bejuco de ajo Bignonaceae San Pedro Comitancillo
P. sagittalis Tres lomos Asteraceae San Bartolo, Tuxtepec
R. officinalis Romero Lamiaceae Villa de Zaachila

S. molle Pirul Anacardiaceae Santa Cruz Xoxocotlan
T. terrestris Abrojo Zygophyllaceae Santa Cruz Xoxocotlan

Cuadro 3. Disolventes utilizados para la extraccion de propiedades secundarias de hojas secas de
especies vegetales.

NOMBRE CIENTIFICO

DISOLVENTES
H.O C2HesO
A. farnesiana X
A. mexicana
B. simaruba
C. nocturnum
C. ambrosioides X
C. engleriana
D. stramonium
E. globulus
G. sepium
M. chamomilla
M. spicata
M. charantia
P. auritum
P. alliaceu
P. sagittales
R. officinalis
S. molle
T. terrestris X

H20: Agua; C2HeO: Etanol; CH4O: Metanol; C3HsO: Acetona; C4HsO2: Acetato de etilo

H.O C3HsO C4HsO2

X X X

XX XX X

X XXX XXXX
XXXXXXXXXXXXXXXXXXO0

Obtencidn de especies aromaticas para extraccion de aceites esenciales
Se recolectd 1000 g de material vegetal fresco en diversas regiones del estado de Oaxaca (Cuadro
4). Se considero Unicamente partes aéreas de las plantas, que fueran de uso etnobotanico y que

presentaran aromas.
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Obtencidn de hidrolatos y aceite esencial

Los aceites esenciales se obtuvieron sometiendo 500 g de material vegetal seco a hidrodestilacion
asistida con microondas durante 3 h. Se utiliz6 un microondas con salida de frecuencia de 2450 MHz.
La capa de aceite se separd de la fase acuosa utilizando un embudo de separacién. El aceite esencial
resultante se seco aplicando sulfato de sodio anhidro y se almaceno en botellas color &mbar a 8 °C hasta
ser utilizado. El hidrolato impregnado con las moléculas arométicas de la planta se almaceno para ser
evaluado en los bioensayos.

Cuadro 4. Detalle de especies vegetales aromaticas recolectadas en diversas regiones del estado de
Oaxaca seleccionadas para evaluacion insectistatica sobre Cx. quinquefasciatus.

# NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE LOCAL FAMILIABOTANICA LOCALIDAD DE COLECTA
1 Aloysia triphylla (L'Her.) Cedroén Verbenaceae Santa Cruz Xoxocotlan
2 Bursera linanoe (La Llave) Linaloe Burseraceae San Bartolo Tuxtepec

3 Eucalyptus globulus Labill. Eucalipto Myrtaceae Santa Cruz Xoxocotlan
4 Eugenia caryophyllata Thunberg Clavo de Olor Myrtaceae Santa Cruz Xoxocotlan
5 Lantanacamara L. Lantana Verbenaceae Santa Cruz Xoxocotlan
6 Litsea glaucescens Kunth Laurel Lauraceae Ixtlan de Juarez

7  Mentha pulegium (L.) Griseb Menta Poleo Lamiaceae Ocotlan de Morelos

8 Mentha spicata Cantz. Hierba Buena Lamiaceae Ocotlan de Morelos

9  Ocimum basilicum L. Albahaca Lamiaceae Santa Cruz Xoxocotlan
10 Persea americana Mill Aguacatillo Lauraceae Santa Maria Huitepec
11 Piper auritum Kunth Hierba Santa Piperaceae Villa de Zaachila

12 Porophyllum tagetoides (Kunth) Pepicha Asteraceae San Antonino Castillo
13 Pseudocalymma alliaceum Sandwith  Bejuco de Ajo Bignonaceae San Pedro Comitancillo
14 Rosmarinus officinalis L. Romero Lamiaceae San Antonino Castillo
15 Schinus molle L. Piral Anacardiaceae Santa Cruz Xoxocotlan
16 Tagetes lucida Cav. Pericon Asteraceae Sta. Catarina Ixtepeji

Preparacion de concentraciones de aplicacion de hidrolatos y aceite esencial

De la solucién almacenada de aceite esencial se tomaron 0.008 mL y se diluyé en 10 mL de agua
destilada con polisorbato 20 al 0.01% que sirvié como emulsificante para la solucion, obteniendo asi la
concentracién de 0.08 % (800 ppm), posteriormente por dilucion volumétrica en serie se elaboraron las
concentraciones de 400, 200, 100, 50 y 25 ppm. Para preparar las concentraciones de aplicacion del
hidrolato se tomaron 2 mL del material almacenado y se diluy6 en 10 mL de agua destilada para obtener
la concentracion al 20%, a partir de esta se elaboraron las concentraciones al 10, 5, 2.5 y 1.25%. Para
determinar el efecto de mortalidad sobre larvas de 2do instar temprano se utilizaron concentraciones de
20 a 1.25% del hidrolato y de 800 a 50 ppm de los aceites, para larvas de 4to instar temprano se utilizaron

concentraciones de 200 a 25 ppm de los aceites.

Disefio experimental y analisis estadistico
Se utilizo un disefio completamente al azar con 4 repeticiones, cada unidad experimental consisti6 en
un vaso de plastico de 150 mL de capacidad el que contenia 99 mL de agua y 1 mL de cada tratamiento.

Cada vaso contenida 20 larvas de segundo instar tardio. Se realiz6 el registro de estados de desarrollo
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vivos y muertos diariamentehasta que el control presentara mas de 98% de emergencia de adultos. Los
datos experimentales se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) y comparacion de medias Tukey
(p<0.05). No fue necesario aplicar correccion a los datos obtenidos debido a que el control no presento
mortalidad larval.

RESULTADOS Y DISCUSION
Efecto bioldgico de la extraccion con disolventes sobre mosquitos

En el cuadro 5 se muestra el potencial para el control de mosquitos con A. farnesiana, donde se puede
observar que la extraccion realizada con metanol presentd 64.58% mayor efectividad que lo alcanzado

con la extraccion etanolica a 10% de concentracién, y asi mismo para 1, 0.1y 0.01%.

Cuadro 5. Efectividad biol6gica (%) de extractos vegetales de hojas secas de Acacia farnesiana sobre
las fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)

Extracto Concentracion Mortalidad (%)* /Fases de desarrollo
(%) 1 11 \Y4 PF PM AF AM
Etanol 10 0.00a 20.00 a 38.75a 41.25¢c 0.00b 41.25¢c 0.00a
(C2H60) 1 0.00a 12.50b 31.25a 56.25 b 8.75a 4750 c 0.00a
0.1 0.00a 7.50 b 30.00 a 62.50 b 3.75ab 58.75 b 0.00 a
0.01 0.00a 750b 3250a 60.00 b 3.75ab 56.25 b 0.00 a
Control 0.00a 0.00c 0.00b 100.00 a 0.00 b 100.00 a 0.00 a
Metanol 10 0.00a 8.75a 60.00 a 31.25 cd 3.75b 27.50 be 0.00 a
(CH40) 1 0.00a 15.00 a 60.00 a 25.00d 250b 22.50¢ 0.00a
0.1 0.00a 1.25b 58.75a 40.00 bc 11.25a 28.75 bc 0.00a
0.01 0.00a 0.00b 50.00 a 50.00 b 1250 a 3750 b 0.00 a
Control 0.00 a 0.00 b 0.00 b 100.00 a 0.00 b 100.00 a 0.00 a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo y extraccion son estadisticamente diferentes (p<0.05). II: Segundo instar, 111:
Tercer instar, 1V: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Se reporta la capacidad antiiflamatoria y antimicrobiana de A. farnesiana (Bukhari et al. 2010; Rojas-
Hernandez et al. 2009), pero no su actividad sobre mosquitos por lo que eneste trabajo se documenta por

primera vez su potencial larvicida sobre Cx. quinguefasciatus.

Cuadro 6. Efectividad bioldgica (%) del extracto de metanol de hojas secas de Argemone mexicana
sobre las fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)
Mortalidad (%0)* /Fases de desarrollo

Concentracion (%0)

1 i v PF PM AF AM
10 10.00 a 250a 20.00a 67.50 b 11.25a 56.25¢ 0.00a
1 250b 5.00 a 15.00 ab 7750 b 10.00 a 67.50 bc 0.00 a
0.1 250 b 3.75a 15.00 ab 78.75b 5.00 a 73.75b 0.00 a
0.01 1.25b 3.75a 12.50 ab 82.50b 11.25a 71.25bc 0.00 a
Control 0.00b 0.00a 0.00 b 100.00 a 0.00 a 100.00 a 0.00 a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo son estadisticamente diferentes (p<0.05). Il: Segundo instar, I11: Tercer instar,
IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Elango et al. (2011) al evaluar extracto acetonico de hojas de A. mexicana encontraron 47 y 89% de
mortalidad a las 24 y 48h respectivamente sobre larvas de cuarto instar de Cx. quinquefascitus lo que no

es congruente con los resultados obtenidos en el estudio (Cuadro 6). Sakthivadivel & Thilagavathy
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(2003) observaron que la fraccion de acetona del extracto de éter de petroleo de las semillas de A.
mexicana mostraron actividad inhibidora del crecimiento y accién larvicida sobre larvas de segundo
instar de Aedes aegypti. Se reporta actividad antiinflamatoria con extractos de hojas de B. simaruba
(Noguera et al. 2009), pero al igual que A. farnesiana no se ha documentado su estudio sobre larvas de
mosquitos (Cuadro 7). Junor et al. (2008) han realizado estudios de la composicion quimica de B.
simaruba, pero no se documentan trabajos de extractos o fracciones vegetales sobre algin género de
mosquitos. Camporese et al. (2003) han evaluado la actividad antibacterial de extractos de B. simaruba
sobre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis.

Cuadro 7. Efectividad bioldgica (%) de extractos vegetales de hojas secas de Bursera simaruba sobre
las fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)

Extracto Concentracion Mortalidad (%)* /Fases de desarrollo
(%) 1 i v PF PM AF AM
Etanol 10 0.00a 0.00a 33.75a 66.25 b 18.75a 4750b 0.00a
(C2HeO) 1 0.00a 0.00a 3250a 67.50 b 3.75ab 63.75 b 0.00 a
0.1 0.00a 0.00 a 25.00 a 75.00 b 1250ab  6250b 0.00a
0.01 0.00a 3.75a 18.75 ab 7750 b 16.25a 61.25b 0.00 a
Control 0.00a 0.00a 0.00 b 100.00 a 0.00 b 100.00 a 0.00 a
Metanol 10 1.25ab 15.00 a 3250a 51.25¢ 11.25ab  40.00c 0.00a
(CH40) 1 1.25 ab 16.25 a 21.25a 61.25 bc 11.25ab  50.00 bc 0.00a
0.1 1.25 ab 11.25a 18.75 ab 68.75b 15.00 a 53.75 bc 0.00 a
0.01 0.00b 7.50 ab 16.25 ab 76.25b 10.00ab  66.25b 0.00a
Control 0.00b 0.00b 0.00 b 100.00 a 0.00 b 100.00 a 0.00 a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo y extraccion son estadisticamente diferentes (p<0.05). II: Segundo instar, Il1:
Tercer instar, 1V: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Cuadro 8. Efectividad bioldgica (%) de extractos vegetales de hojas secas de Cestrum nocturnum sobre
las fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)

Extracto Concentracion Mortalidad (%)* /Fases de desarrollo
(%) 1 i v PF PM AF AM
Etanol 10 0.00a 87.50 a 1.25¢ 11.25d 1.25b 10.00 d 0.00 a
(C2HeO) 1 0.00a 26.25Db 30.00 a 43.75¢ 2.50 ab 41.25¢ 0.00a
0.1 0.00a 15.00 ¢ 16.25b 68.75b 6.25 ab 62.50 b 0.00 a
0.01 0.00a 8.75 cd 18.75ab 7250 b 10.00 a 62.50 b 0.00a
Control 0.00a 0.00d 0.00c 100.00 a 0.00 b 100.00 a 0.00a
Metanol 10 3.75a 3750 a 2250 a 36.25d 0.00 a 36.25d 0.00 a
(CH40) 1 0.00a 3250ab 21.25a 46.25 cd 3.75a 42.50 cd 0.00 a
0.1 0.00a 2250bc  23.75a 53.75 bc 6.25a 47.50 be 0.00 a
0.01 0.00a 13.75¢ 23.75a 62.50 b 8.75a 53.75b 0.00 a
Control 0.00a 0.00d 0.00b 100.00 a 0.00 a 100.00 a 0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo y extraccion son estadisticamente diferentes (p<0.05). II: Segundo instar, 11
Tercer instar, 1V: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Jawale et al. (2010) destacan la actividad larvicida de extractos metandlicos a partir de hojas de C.
nocturnum, logrando un 100% de mortalidad en 24h con concentraciones de 45 pgml™ y 25 ugml™. Se
han aislado ocho glucosidos esteroidales de las hojas de C. nocturnum (Mimaki et al. 2002). Se ha
evaluado la actividad larvicida de especies de Cestrum, donde han encontrado algunos compuestos
bioactivos esteroidales responsables de la actividad mosquitocida (Ghosh & Chandra, 2006; Ghosh et al.

2008) (Cuadro 8).
22



Leyva et al. (2009) evaluaron aceite esencial de C. ambrosioides presentando alta actividad
insecticida contra Ae. aegypti, determinando CLsy de 0.0035 ppm. Massebo et al. (2009) registraron
actividad larvicida del aceite esencial de C. ambrosioides determinando CLs, de 17.5y 9.1 ppm sobre
Anopheles arabiensis y Ae. aegypti respectivamente. Sharma et al. (2006) evaluaron extractos de éter de
petroleo, tetracloruro de carbono y metanol de C. album contra el vector de malaria An. stephensi
observando actividad larvicida con los extractos de tetracloruro de carbono y éter de petrdleo.

Cuadro 9. Efectividad bioldgica (%) de extractos vegetales de hojas secas de Chenopodium
ambrosioides sobre las fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)

Extracto Concentracion Mortalidad (%)* /Fases de desarrollo
(%) 1 i v PF PM AF AM
Agua 10 0.00 a 0.00 a 26.25a 73.75b 1750 a 56.25 b 0.00 a
(H20) 1 0.00a 0.00a 20.00 a 80.00 b 11.25ab  68.75b 0.00 a
0.1 0.00 a 0.00a 15.00 a 85.00 b 1750 a 67.50 b 0.00a
0.01 0.00 a 0.00a 15.00 a 85.00 b 18.75a 66.25 b 0.00a
Control 0.00a 0.00a 0.00 b 100.00 a 0.00 b 100.00 a 0.00a
Etanol 10 25.00a 5.00a 16.25a 53.75 Db 1.25a 51.25¢ 125a
(C2H60O) 1 0.00b 0.00a 10.00 ab 90.00 a 250a 86.25 ab 1.25a
0.1 0.00 b 0.00a 7.50 abc 9250 a 8.75a 81.25b 250 a
0.01 0.00 b 0.00a 5.00 be 95.00 a 7.50a 87.50 ab 0.00a
Control 0.00b 0.00a 0.00c 100.00 a 0.00 a 100.00 a 0.00a
Metanol 10 40.00 a 5.00a 15.00a 40.00 c 1.25ab 38.75¢ 0.00a
(CH40) 1 5.00 b 3.75a 16.25a 75.00 b 8.75a 66.25 b 0.00a
0.1 0.00c 125a 18.75a 80.00 b 6.25ab 73.75b 0.00a
0.01 0.00c 250a 16.25a 81.25b 8.75a 7250 b 0.00a
Control 0.00c 0.00a 0.00 b 100.00 a 0.00 b 100.00 a 0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo y extraccion son estadisticamente diferentes (p<0.05). II: Segundo instar, 111:
Tercer instar, 1V: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

C. engleriana es una especie vegetal que tiene antecedentes toxicos (Aguilar-Ortigoza et al. 2003,
Monroy-Ortiz & Castillo, 2000), pero no se han evaluado sus propiedades secundarias sobre artrépodos.
Siendo el primer reporte los datos de este trabajo (Cuadro 10).

Cuadro 10. Efectividad bioldgica (%) del extracto de metanol de hojas secas de Comocladia engleriana
sobre las fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)
Mortalidad (%0)* /Fases de desarrollo

Concentracion (%)

1 11 v PF PM AF AM
10 250a 125a 4125a 55.00 b 8.75a 46.25b 0.00a
1 0.00a 5.00a 3250ab 6250b 5.00a 57.50 b 0.00a
0.1 0.00a 8.75a 2875ab 6250b 6.25a 56.25 b 0.00a
0.01 0.00a 6.25a 21.25b 72.50 b 11.25a 61.25b 0.00a
Control 0.00a 0.00a 0.00c 100.00a 0.00a 100.00a 0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo son estadisticamente diferentes (p<0.05). II: Segundo instar, I11: Tercer instar,
IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Olofintoye et al. (2011) evaluaron la raiz de D. stramonium mediante extraccion acuosa, obteniendo
mortalidades de 100 y 90% sobre larvas de Culex y Anopheles en las primeras 24h respectivamente.

Pérez-Pacheco et al. (2004) investigé la susceptibilidad de larvas de Cx. quinquefasciatus utilizando
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extractos acuosos de hojas, fruto y semillas de D. stramonium a concentraciones de 5 y 15% donde no

observo efectividad bioldgica. Congruente a la baja efectividad encontrada en el estudio (Cuadro 11).

Se han realizado estudios del potencial de E. globulus, pero todas estas investigaciones evaltan

aceites esenciales sobre larvas y adultos de géneros de mosquitos como Aedes, Anopheles y Culex (Amer
& Mehlhorn, 2006; Zhu et al. 2008; Cheng et al. 2009; Mandal, 2011), a excepcion de Pérez-Pacheco et
al. (2004) que reportan el uso de extractos acuosos de hojas de E. globulus pero sin resultados

significativos, al igual que en la presente investigacion con extracto acuoso y metanol (Cuadro 12).

Cuadro 11. Efectividad bioldgica (%) de extractos vegetales de hojas secas de Datura stramonium sobre
las fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)

Concentracion

Mortalidad (%)* /Fases de desarrollo

Extracto (%) T I v PF PM AF AM
Metanol 10 0.00a 250a 2750a 70.00 b 7.50 ab 62.50 b 0.00 a
(CH40) 1 0.00a 7.50a 25.00a 67.50 b 13.75a 53.75b 0.00a
0.1 0.00a 6.25a 30.00a 63.75b 250b 61.25b 0.00a
0.01 0.00a 875a 1250ab 78.75ab 8.75ab  70.00b 0.00a
Control 0.00a 0.00a 0.00b 100.00a 0.00b 100.00a 0.00 a
Acetato de Etilo 10 0.00a 6.25a 16.25a 7750b 0.00b 7750 b 0.00 a
(C4HgO2) 1 3.75a 5.00a 13.75a 7750 b 6.25ab  71.25Db 0.00a
0.1 0.00a 7.50a 13.75a 78.75b 3.75b 75.00 b 0.00a
0.01 0.00a 250a 1250ab 85.00ab 1250a 7250b 0.00 a
Control 0.00a 0.00a 0.00b 100.00a 0.00b 100.00a 0.00 a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo y extraccion son estadisticamente diferentes (p<0.05). Il: Segundo instar, I11:
Tercer instar, 1V: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Cuadro 12. Efectividad biol6gica (%) de extractos vegetales de hojas secas de hojas secas de Eucalyptus

globulus sobre las fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)

Concentracion

Mortalidad (%)* /Fases de desarrollo

Extracto o T 1M v PF PM AF AM
Agua 10 000a 000D 15.00 a 8500ab  1750a  67.50D 0.00a
(H:0) 1 000a  6.25a 12.50 a 8125b  1875a  62.50b 0.00a
01 000a  0.00b 1250 a 8750ab  1250ab  75.00b 0.00a
0.01 000a  375ab  16.25a 80.00b  1375ab 66.25b 0.00a
Control 000a  0.00b 0.00a 100.00a  0.00 b 100.00a  0.00a
Etanol 10 1250a 1500a  40.00a 3250c  125b  31.25¢ 0.00a
(C2HsO) 1 000b  0.00b 12.50 b 8750b  125b  86.25b 0.00a
01 000b  0.00b 11.25b 88.75b  250b  86.25b 0.00a
0.01 000b  0.00b 250 ¢ 9750a  1500a  82.50b 0.00a
Control 000b  0.00b 0.00 ¢ 100.00a  0.00b 100.00a  0.00a
Metanol 10 7250a  2750a  0.00¢C 0.00 000b _ 0.00d 0.00a
(CH40) 1 000b  0.00b 13.75ab  86.25b  7.50a 7875bc  0.00a
0.1 000b  1.25b 16.25a 8250b  8.75a 73.75¢ 0.00a
0.01 125b  1.25b 8.75b 88.75b  375ab  85.00b 0.00a
Control 000b  0.00b 0.00 ¢ 100.00a  0.00b 100.00a  0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo y extraccion son estadisticamente diferentes (p<0.05). II: Segundo instar, Il1:
Tercer instar, IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos
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Cuadro 13. Efectividad biol6gica (%) de extractos vegetales de hojas secas de Gliricidia sepium sobre
las fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)

Concentracion

Mortalidad (%)* /Fases de desarrollo

Extracto

(%) 1 11 v PF PM AF AM
Etanol 10 6.25a 63.75a 8.75b 21.25d 0.00 a 21.25¢ 0.00 a
(C2H60) 1 2.50 ab 38.75Db 26.25a 32.50 cd 5.00a 2750c 0.00a
0.1 0.00 b 25.00 b 30.00 a 45.00 ¢ 750a 37.50 bc 0.00a
0.01 0.00b 250¢c 36.25a 61.25b 7.50 a 53.75b 0.00 a
Control 0.00b 0.00c 0.00b 100.00 a 0.00 a 100.00 a 0.00 a
Metanol 10 0.00a 23.75a 35.00a 41.25b 0.00b 41.25¢ 0.00 a
(CH40) 1 0.00a 16.25ab  35.00a 48.75b 1250 a 36.25¢ 0.00a
0.1 0.00a 20.00a 37.50a 4250b 5.00 ab 3750c 0.00a
0.01 0.00a 1750ab 26.25a 56.25 b 1.25b 55.00 b 0.00 a
Control 0.00a 0.00b 0.00b 100.00 a 0.00b 100.00 a 0.00 a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo y extraccion son estadisticamente diferentes (p<0.05). Il: Segundo instar, I
Tercer instar, IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Sharma et al. (1998) estudiaron las propiedades toxicas de extractos etandlicos de hojas secas, hojas

frescas, peciolos secos y corteza del tallo de G. sepium sobre larvas de An. stephansi, Ae. aegypti y Cx.

quinquefasciatus. Los resultados indican que todos los extractos evaluados son toxicos para las tres

especies, causando 100% mortalidad con dosis menores a 16000 ppm. Lo que no coincide con el

porcentaje de efectividad encontrado en nuestro estudio (Cuadro 14).

Cuadro 14. Efectividad biol6gica (%) de extractos vegetales de hojas secas de hojas secas de Matricaria
chamomilla sobre las fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)

Concentracion

Mortalidad (%0)* /Fases de desarrollo

Extracto o T 1T v PF PM AF AM
Agua 10 000a  0.00a 41252 5875¢  1500a 4375¢ 0.00a
(H:0) 1 000a  0.00a 3000ab  70.00bc  13.75a 5625bc  0.00a
0.1 000a  125a 3125ab  67.50bc  13.75a 5375bc  0.00a
0.01 125a  0.00a 17.50 b 8125b  875ab 7250 b 0.00a
Control 000a  0.00a 0.00¢c 100.00a  0.00b 100.00a  0.00a
Etanol 10 750a  10.00a  3500a 4750c  1500a 3250 ¢ 0.00 a
(CHsO) 1 000a  1.25b 8.75b 9000ab  875abc  80.00b 125a
0.1 000a  1.25b 10.00 b 8875b  10.00ab  77.50b 125a
0.01 000a  1.25b 6.25 bc 9250ab  3.75bc 86.25b 250a
Control 000a  0.00b 0.00¢ 100.00a  0.00 ¢ 100.00a  0.00a
Metanol 10 8.75a 35.00 a 46.25 a 10.00 ¢ 2.50a 7.50c¢c 0.00a
(CH40) 1 125b  0.00b 3500ab  63.75b  3.75a 58.75b 125a
0.1 000b  0.00b 3375ab  66.25b  1.25a 65.00 b 0.00 a
0.01 000b  500b 23.75b 7125b  5.00a 66.25b 0.00 a
Control 000b  0.00b 0.00¢ 100.00a  0.00a 100.00a  0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo y extraccion son estadisticamente diferentes (p<0.05). II: Segundo instar, Il1:
Tercer instar, 1V: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

M. chamomilla es una especie vegetal aromatica que se ha estudiado sobre artropodos (Pérez et al.

2010), pero no se ha documentado su uso como una alternativa potencial en el control de mosquitos.
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Cuadro 15. Efectividad bioldgica (%) de extractos vegetales de hojas secas de hojas secas de Mentha
spicata sobre las fases de desarrollo del mosquito Culex quingquefasciatus (Say)

Extracto Concentracion Mortalidad (%6)* /Fases de desarrollo
(%) 11 11 (\4 PF PM AF AM
Agua 10 0.00 a 3.75a 1750 a 78.75Db 20.00 a 58.75b 0.00 a
(H20) 1 0.00a 0.00b 15.00a 85.00 b 16.25a 68.75 b 0.00 a
0.1 0.00a 0.00b 16.25a 83.75b 20.00 a 63.75 b 0.00 a
0.01 0.00 a 0.00b 15.00a 85.00 b 16.25a 68.75b 0.00 a
Control 0.00a 0.00 b 0.00 b 100.00 a 0.00 b 100.00 a 0.00 a
Etanol 10 5.00a 250a 26.25a 66.25 ¢ 3.75ab 62.50 b 0.00 a
(C2H60) 1 250a 1.25a 2250 a 73.75¢ 7.50 ab 65.00 b 125a
0.1 0.00 a 0.00 a 21.25a 78.75 bc 1750 a 61.25b 0.00a
0.01 0.00 a 0.00 a 6.25b 93.75 ab 15.00 a 77.50 ab 125a
Control 0.00a 0.00 a 0.00 b 100.00 a 0.00 b 100.00 a 0.00 a
Metanol 10 13.75a 8.75a 15.00a 62.50 ¢ 21.25a 41.25¢ 0.00 a
(CH40) 1 0.00 b 250b 1750a 78.75b 10.00 b 68.75 b 1.25a
0.1 0.00 b 3.75ab 15.00a 81.25b 11.25b 70.00 b 0.00 a
0.01 1.25b 1.25b 1250a 85.00 b 8.75b 76.25b 0.00 a
Control 0.00 b 0.00 b 0.00 b 100.00 a 0.00c 100.00 a 0.00 a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo y extraccion son estadisticamente diferentes (p<0.05). II: Segundo instar, 111:
Tercer instar, IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Existe poca informacion del uso de extractos de M. spicata para el control de mosquitos, las
investigaciones se han realizado mas que todo con aceites esenciales como el trabajo realizado por Ansari
et al. (2000) que estudiaron el efecto de M. piperita obteniendo datos significativos de proteccion sobre
An. annularis (100%), An. culicifacies (92%) and Cx. quinquefasciatus (84%). Yang et al. (2005)
investigaron la accién adulticida del aceite de M. piperita contra Cx. pipiens quinquefasciatus
observando un 97% de mortalidad a las 24h con bioensayos de fumigacion.

Cuadro 16. Efectividad bioldgica (%) de extractos vegetales de hojas secas de Momordica charantia
sobre las fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)

Extracto Concentracion Mortalidad (%)* /Fases de desarrollo
(%) 1 11 v PF PM AF AM
Metanol 10 23.75a 58.75a 17.50a 0.00c 3.75b 0.00c 0.00 a
(CH40) 1 0.00b 250b 16.25a 81.25Db 250b 70.00 b 0.00 a
0.1 1.25b 000b 1750a 81.25b 1.25b 77.50 b 0.00a
0.01 6.25b 1.25b 1250a 80.00 b 1750a 75.00b 0.00a
Control 0.00b 0.00b 0.00b 100.00a 0.00b 100.00a 0.00a
Acetato de Etilo 10 62.50a 3750a 0.00b 0.00c 0.00b 0.00d 0.00 a
(C4Hs02) 1 3.75b 0.00b 30.00a 66.25 bc 11.25a 55.00c 0.00 a
0.1 3.75b 5.00b 2875a 62.50 b 5.00ab 57.50c 0.00a
0.01 0.00b 3.75b 7.50ab 88.75a 10.00ab 78.75b 0.00a
Control 0.00b 0.00b 0.00b 100.00a 0.00b 100.00a 0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo y extraccion son estadisticamente diferentes (p<0.05). II: Segundo instar, Il1:
Tercer instar, 1V: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Maurya et al. (2009) evaluaron el potencial larvicida de extractos de la corteza del fruto de M.
charantia sobre dos especies de mosquitos An. stephensi y Cx. quinquefasciatus. Entre los extractos
probados, el extracto de éter de petroleo se encontré mas eficaz con CLsy = 27,60; 17.22 ppm y 41.36;

15.62 ppm que el de tetracloruro de carbono con CLso = 49.58; 16,15 ppm y 80.61; 27.64 ppm y metanol

26



con CLso = 142,82; 95,98 ppm y 1,057.49; 579,93 ppm para larvas de anofelinos y culicidos después de
24 y 48h respectivamente.

Rahuman & Venkatesan (2008) investigaron la actividad larvicida de extractos crudos de hojas de M.
charantia con hexano, acetato de etilo, éter de petréleo, acetona y metanol. La mortalidad la registraron
24h después de la aplicacion identificando que el extracto metandlico fue el méas efectivo con CLsy =
199.14 y 207.61 ppm sobre Ae. aegypti y Cx. quinquefasciatus respectivamente. Singh et al. (2006)
estudiaron las propiedades larvicidas de M. charantia sobre larvas de An. stephensi, Cx.
quinquefasciatusy Ae. aegypti determinando CLso = 66.05, 96.11 y 122.45 ppm para cada especie de
mosquito.

Pérez-Pacheco et al. (2004) evalué extractos acuosos al 5y 15% de P. auritum sin encontrar efectos
significativos. Chaithong et al. (2006) evaluaron extractos etandlicos derivados de tres especies de
Piperaceae contra larvas de Ae. aegypti, la mayor eficacia larvicida se estableci6 con P. longum, seguido
por P. sarmentosum y P. ribesoides, con valores de CLso de 2.23, 4.06 y 8.13 ppm, respectivamente. A
su vez, observaron alteraciones morfolégicas en las larvas tratadas revelando que la mayoria de los
Organos, con excepcion de las papilas anales, tenian una apariencia normal comparada con el control.
Observaciones con microscopio de las estructuras internas de las papilas anales mostraron contraccion,
mientras que las caracteristicas externas fueron normales en apariencia. Los estudios ultra estructurales,
demostraron destruccion externa, con grandes dafios y la cuticula encogida de las papilas anales. La
deformacion estructural de las papilas anales probablemente condujo a su disfuncién, que puede estar

intrinsecamente relacionado con la muerte de las larvas.

Cuadro 17. Efectividad bioldgica (%) de extractos vegetales de hojas secas de Piper auritum sobre las
fases de desarrollo del mosquito Culex quinguefasciatus (Say)

Extracto Concentracion Mortalidad (%0)* /Fases de desarrollo
(%) 11 11 (\4 PF PM AF AM
Agua 10 0.00a 0.00 a 25.00 ab 75.00 be 30.00 a 45.00 ¢ 0.00 a
(H20) 1 0.00 a 3.75a 13.75b 82.50 Db 16.25a 66.25b 0.00 a
0.1 0.00 a 3.75a 15.00 b 81.25Db 20.00a 61.25 bc 0.00 a
0.01 0.00a 1.25a 31.25a 67.50 ¢ 21.25a 46.25¢ 0.00 a
Control 0.00a 0.00a 0.00 ¢ 100.00 a 0.00 b 100.00 a 0.00 a
Etanol 10 3.75a 5.00a 2.50 bc 88.75Db 3.75bc 83.75b 125a
(C2H60) 1 2.50a 3.75a 5.00 ab 88.75Db 8.75 abc 76.25 bc 3.75a
0.1 2.50 a 5.00a 6.25 ab 86.25 b 15.00 a 70.00 ¢ 1.25a
0.01 0.00a 0.00 b 7.50 a 92.50 b 12.50 ab 80.00 bc 0.00 a
Control 0.00a 0.00 b 0.00 ¢ 100.00 a 0.00 ¢ 100.00 a 0.00 a
Metanol 10 250a 3.75a 1750 a 76.25Db 6.25a 70.00 b 0.00 a
(CH40) 1 125a 250a 21.25a 75.00 b 8.75a 66.25 b 0.00 a
0.1 0.00 a 1.25a 18.75a 80.00 b 6.25a 7250 b 125a
0.01 0.00 a 250a 12.50 ab 85.00 b 3.75a 7750 b 3.75a
Control 0.00a 0.00a 0.00b 100.00 a 0.00 a 100.00 a 0.00 a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo y extraccion son estadisticamente diferentes (p<0.05). Il: Segundo instar, 111:
Tercer instar, IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos
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Cuadro 18. Efectividad bioldgica (%) de extractos vegetales de hojas secas de Pluchea sagittalis sobre
las fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)

Extracto Concentracion Mortalidad (%6)* /Fases de desarrollo
(%) 11 11 \Y4 PF PM AF AM
Etanol 10 2.50 ab 0.00 a 20.00 a 61.25 bc 11.25a 50.00 b 0.00 a
(C2H60) 1 6.25a 250a 18.75a 57.50 c 1.25bc 56.25 b 0.00 a
0.1 0.00 b 125a 23.75a 62.50 bc 10.00ab  52.50b 0.00a
0.01 1.25ab 0.00 a 1750 a 76.25b 10.00ab 66.25b 0.00 a
Control 0.00 b 0.00 a 0.00 b 100.00 a 0.00c 100.00 a 0.00 a
Metanol 10 0.00a 0.00 a 58.75a 41.25¢ 8.75a 32.50d 0.00 a
(CH40) 1 250a 250a 53.75 ab 41.25¢ 5.00 a 35.00d 1.25a
0.1 0.00 a 1.25a 46.25 bc 5250 b 750a 45.00 ¢ 0.00a
0.01 0.00 a 0.00 a 40.00c 60.00 b 3.75a 55.00 b 0.00 a
Control 0.00a 0.00 a 0.00d 100.00 a 0.00 a 100.00 a 0.00 a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo y extraccién son estadisticamente diferentes (p<0.05). Il: Segundo instar, I11:
Tercer instar, IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Investigaciones acerca de la composicion gumica de P. sagittalis han mostrado la presencia de
eudesemano un tipo de sesquiterpeno (Guilhon & Muiller, 1998; Mahmoud, 1997), asi como
monoterpenos, lignanos, triterpenos (Chakravarty & Mukhopadhyay, 1994) y flavonoides (Scholz et al.
1994), grupos quimicos que se reportan como toxicos sobre artropodos, sin mebargo, la bioactivad de
los compuestos de esta especie vegetal se reporta poco, como lo es en el caso del estudio realizado por

Faini et al. (1997) que publicaron actividad antialimentaria contra las larvas de Spodoptera littoralis.

Cuadro 19. Efectividad bioldgica (%) de extractos vegetales de hojas secas de Pseudocalymma
alliaceum sobre las fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)

Extracto Concentracion Mortalidad (%6)* /Fases de desarrollo
(%) 11 11 [\ PF PM AF AM
Agua 10 6.25a 1750 a 2750 a 72.50 cd 31.25a 41.25¢ 0.00 a
(H20) 1 2.50a 3.75b 30.00 a 70.00d 26.25 ab 43.75¢ 0.00 a
0.1 250 a 0.00b 15.00 b 82.50 bc 12.50 bc 70.00 b 0.00 a
0.01 125a 5.00 ab 5.00 bc 92.50 ab 17.50 ab 75.00 b 0.00 a
Control 0.00a 0.00 b 0.00 ¢ 100.00 a 0.00 c 100.00 a 0.00 a
Etanol 10 0.00a 5.00a 40.00 a 55.00 b 21.25a 33.75¢ 0.00 a
(C2H60) 1 0.00a 250a 38.75a 58.75 b 0.00 b 58.75 b 0.00 a
0.1 0.00a 10.00 a 25.00a 65.00 b 1.25b 63.75 b 0.00 a
0.01 0.00 a 6.25a 26.25a 67.50 b 250b 65.00 b 0.00 a
Control 0.00a 0.00a 0.00 b 100.00 a 0.00 b 100.00 a 0.00 a
Metanol 10 0.00a 0.00a 88.75a 11.25d 1.25a 10.00 d 0.00 a
(CH40) 1 1.25a 0.00a 28.75b 70.00 ¢ 6.25a 63.75 ¢ 0.00 a
0.1 0.00a 1.25a 15.00 ¢ 83.75 b 6.25a 77.50 b 0.00 a
0.01 0.00a 1.25a 17.50 be 81.25 bc 2.50 a 77.50 b 1.25a
Control 0.00a 0.00a 0.00d 100.00 a 0.00 a 100.00 a 0.00 a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo y extraccion son estadisticamente diferentes (p<0.05). II: Segundo instar, I11:
Tercer instar, 1V: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Shrankhla et al. (2011) determinaron valores de CLso y CLg a las 24 y 48h de 2.49, 15.06 y 1.16,
8.45 ppm respectivamente, cuando evalud el extracto hexé&nico de P. alliaceum sobre larvas de Cx.
quinquefasciatus. Siendo este el Unico reporte existente del uso de esta especie vegetal con efecto

larvicida.
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Cuadro 20. Efectividad bioldgica (%) del extracto de metanol de hojas secas de Rosmarinus officinalis
sobre las fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)
Mortalidad (%0)* /Fases de desarrollo

Concentracion (%0)

1 11 (\Y/ PF PM AF AM
10 0.00 a 2.50a 21.25a 76.25b 3.75a 72.50 ab 0.00 a
1 0.00a 750a 2250a 70.00 b 7.50 a 62.50b 0.00 a
0.1 0.00a 875a 1250ab 78.75ab  7.50a 71.25ab 0.00 a
0.01 0.00a 6.25a 13.75ab 80.00 ab 10.00a 68.75ab 1.25a
Control 0.00a 0.00a 0.00b 100.00a 0.00a 100.00a 0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo son estadisticamente diferentes (p<0.05). Il: Segundo instar, I11: Tercer instar,
IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

No se reporta el uso de extractos de R. officinalis para el control de mosquitos vectores de
enfermedades, pero si del aceite esencial sobre Cx. tritaeniorhynchusy An. subpictus con potencial
larvicida de 98.2 y 97.6% a 250 y 125 ppm y CLso de 115.38 y 64.50 ppm respectivamente
(Govindarajan, 2011).

Cuadro 21. Efectividad bioldgica (%) de extractos vegetales de hojas secas de Schinus molle sobre las
fases de desarrollo del mosquito Culex quinguefasciatus (Say)

Extracto Concentracion Mortalidad (%)* /Fases de desarrollo
(%) 11 11 (\4 PF PM AF AM
Etanol 10 0.00 a 6.25a 60.00 a 33.75¢ 6.25ab 26.25b 125a
(C2H6O) 1 0.00a 3.75a 60.00 a 36.25¢ 2.50 ab 33.75b 0.00a
0.1 0.00a 125a 51.25a 4750b 11.25a 36.25b 0.00a
0.01 0.00a 0.00a 55.00 a 45.00b 8.75ab 36.25b 0.00a
Control 0.00a 0.00a 0.00 b 100.00 a 0.00 b 100.00 a 0.00a
Metanol 10 0.00 a 10.00 a 53.75a 36.25d 10.00 a 26.25d 0.00 a
(CH40) 1 0.00a 6.25a 47.50 ab 46.25 ¢ 5.00 ab 41.25¢ 0.00a
0.1 0.00a 7.50a 40.00 bc 5250 ¢ 5.00 ab 4750¢ 0.00a
0.01 0.00a 1.25b 3250 ¢ 66.25 b 5.00 ab 61.25b 0.00a
Control 0.00a 0.00b 0.00d 100.00 a 0.00 b 100.00 a 0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo y extraccion son estadisticamente diferentes (p<0.05). II: Segundo instar, Il1:
Tercer instar, 1V: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Se reporta que los extractos de S. molle presentan actividad antibacteriana y antifungica (Quiroga et
al. 2001; Schmourlo et al. 2005), asi mismo se ha sefialado que extractos acusosos y etanolicos de esta
especies vegetal son toxicos (Huerta et al. 2010), aseveracion que se refleja en los resultados encontrados

en este estudio.

Bioensayos con aceites esenciales sobre larvas de segundo y cuarto instar
En estudios recientes sobre el aceite de A. triphylla reportan como principales compuestos quimicos
geranial, neral, geraniol, biciclogermacreno y nerol (Rojas et al. 2010), atribuyendole potencial de

repelencia sobre mosquitos A. aegypti a la especie Aloysia citriodora en Argentina (Gillij et al. 2008).
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Cuadro 22. Efectividad bioldgica (%) de extractos vegetales de hojas secas de Tribulus terrestris sobre
las fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)

Extracto Concentracion Mortalidad (%6)* /Fases de desarrollo
(%) 1 11 v PF PM AF AM
Metanol 10 25.00 a 75.00a 0.00a 0.00c 0.00b 0.00c 0.00 a
(CH40) 1 2750 a 56.25a 1250a 3.75¢ 0.00b 3.75¢ 0.00 a
0.1 250b 16.25b  10.00a 71.25b 875ab  6250b 0.00a
0.01 0.00b 8.75b 10.00a 7750ab 11.25a 70.00b 0.00a
Control 0.00 b 0.00 b 0.00a 100.00a 0.00 b 100.00a 0.00a
Acetato de Etilo 10 21.25a 250a 1750a 58.75¢ 250a 56.25 b 0.00a
(C4HsO2) 1 1.25b 125a 15.00a 8250ab 8.75a 73.75b 0.00a
0.1 0.00b 3.75a 1250a 83.75ab 11.25a 7250b 0.00a
0.01 250b 250 a 16.25a 78.75bc 8.75a 70.00 b 0.00a
Control 0.00 b 0.00 a 0.00a 100.00a 0.00a 100.00a 0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo y extraccion son estadisticamente diferentes (p<0.05). II: Segundo instar, I11:
Tercer instar, IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Singh et al. (2008) evaluaron extractos acetdnicos de hojas a 200 ppm y semillas a 100 ppm de T.
terrestris sobre larvas de An. culicifacies, An.stephensi, Cx. quinquefasciatus y Ae. aegypti, obteniendo
Clso de 117, 124,168 y 185y 100, 72, 91 y 91 ppm respectivamente.

Se ha reportado que extractos de Bursera copallifera y Bursera grandifolia tienen efecto
bioinsecticida sobre larvas de Spodoptera frugiperda (Singh et al. 2002). Todas las especies de Bursera,
producen compuestos secundarios pertenecientes al grupo de los terpenos. B. linaloe contiene
principalmente linalol y acetato de linalilo. El linalol ha demostrado actividad sobre especies de
mosquitos Ae. aegypti (Lukwa et al. 2009) y Cx. quinquefasciatus (Tawatsin et al. 2001), resultados que

no coinciden con la nula actividad de esta especie en esta investigacion.

Cuadro 23. Efectividad bioldgica (%) del aceite esencial de hojas secas de Aloysia triphylla sobre las
fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say) a partir de segundo y cuarto instar.

Concentracion Mortalidad (%)* /Fases de desarrollo
(ppm) 1 i v PF PM AF AM
800 0.00a 0.00a 25.00a 75.00 b 3.75 bc 71.25b 0.00a
400 0.00a 0.00a 25.00a 73.75Db 8.75ab 66.25 b 0.00 a
200 0.00a 0.00a 2750a 7250 b 11.254ab 60.00 b 125a
100 0.00a 0.00a 23.75a 76.25b 10.00 ab 66.25 b 0.00a
50 0.00a 0.00a 2750a 7250 b 13.75a 5750 b 125a
Control 0.00 a 0.00a 0.00 b 100.00a  0.00c 100.00a 0.00a
v PF PM AF AM
200 - - 2.50a 97.50 a 3.75a 93.75a 0.00 a
100 - - 1.25a 98.75a 3.75a 95.00 a 0.00a
50 - - 125a 98.75a 125a 97.50 a 0.00a
25 - - 125a 97.50 a 250a 96.25a 0.00a
Control - - 0.00 a 100.00a 0.00a 100.00a 0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo son estadisticamente diferentes (p<0.05). II: Segundo instar, I11: Tercer instar,
IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos
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Cuadro 24. Efectividad bioldgica (%) del aceite esecnial de hojas secas de Bursera linanoe sobre las
fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say) a partir de cuarto instar.

Concentracion Mortalidad (%6)* /Fases de desarrollo

(ppm) 1 i v PF PM AF AM
200 - - 0.00a 100.00a 1.25a 98.75a 0.00a
100 - - 0.00a 100.00a 1.25a 98.75a 0.00a
50 - - 0.00a 100.00a 1.25a 98.75a 0.00a
25 - - 0.00a 100.00a 0.00a 100.00a 0.00a
Control - - 0.00 a 100.00a 0.00a 100.00a 0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo son estadisticamente diferentes (p<0.05). Il: Segundo instar, I11: Tercer instar,
IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Bachir & Benali (2012) muestran que el aceite esencial de E. globulus posee actividad antimicrobiana
contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Sen-Sung et al. (2009) comentan que el aceite esencial
de Eucalyptus camaldulensis y Eucalyptus urophylla mostraron efectividad contra Ae. aegypti y Ae.
albopictus. Asi mismo, se ha mostrato la efectividad de E. globulus sobre pupas de moscas domesticas
(Kumar et al. 2012; Abdel Halim & Morsy, 2005), sobre huevos y adutlos de hembras de Pediculus
humanus capitis (Yang et al. 2004) y sobre larvas de Ae. aegypti (Lucia et al. 2007).

Cuadro 25. Efectividad bioldgica (%) del aceite esecnial de hojas secas de Eucalyptus globulus sobre
las fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say) a partir de segundo y cuarto instar.

Concentracion Mortalidad (%)* /Fases de desarrollo
(ppm) I i v PF PM AF AM
800 0.00a 0.00a 48.75a 51.25b 6.25a 4250b 250 a
400 0.00a 0.00a 43.75a 56.25 b 6.25a 50.00 b 0.00a
200 0.00a 0.00a 43.75a 56.25 b 6.25a 50.00 b 0.00a
100 0.00a 0.00a 36.25a 62.50 b 10.00a 53.75b 0.00a
50 0.00a 0.00a 3750 a 62.50 b 8.75a 53.75b 0.00a
Control 0.00a 0.00a 0.00b 100.00a 0.00a 100.00a 0.00a
(\Y PF PM AF AM
200 - - 0.00b 100.00 a 125a 98.75 ab 0.00 a
100 - - 250a 97.50 b 2.50a 95.00 b 0.00 a
50 - - 0.00b 100.00a 0.00a 100.00a 0.00a
25 - - 0.00b 100.00a 1.25a 98.75ab  0.00a
Control - - 0.00 b 100.00a 0.00a 100.00a 0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo son estadisticamente diferentes (p<0.05). 11: Segundo instar, Il1: Tercer instar,
IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Bagavan & Rahuman (2011) determinaron el potencial de Syzygium aromaticum (sinénimo Eugenia
caryophyllata)contra Anopheles vagus al realizar la extraccion con hexano a partir de hojas. Se ha
reportado la actividad larvicida sobre Ae. aegypti y An. darlingi donde se muestra que las
concentraciones letales fueron mas altas al evaluar extractos acuosos sobre Ae. aegypti que sobre An.
darlingi (Medeiros et al. 2013). Yang et al. (2003) reportan el efecto ovicida y adulticida del aceite de

E. globulus contra Pediculus capitis.

31



Cuadro 26. Efectividad bioldgica (%) del aceite esecnial de hojas secas de Eugenia caryophyllata sobre
las fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)

Concentracion Mortalidad (%6)* /Fases de desarrollo

(ppm) I i v PF PM AF AM
800 0.00 a 0.00 a 11.25a 88.75a 6.25 ab 82.50 ab 0.00 a
400 0.00a 0.00a 10.00a 90.00 a 7.50 ab 8250ab 0.00a
200 0.00 a 0.00 a 8.75a 91.25a 3.75ab 87.50ab 0.00a
100 0.00a 0.00a 11.25a 88.75a 1250 a 76.25 b 0.00 a
50 0.00a 0.00a 1250 a 87.50 a 5.00 ab 8250ab 0.00a
Control 0.00 a 0.00 a 0.00 a 100.00a 0.00b 100.00a 0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo son estadisticamente diferentes (p<0.05). Il: Segundo instar, I11: Tercer instar,
IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Las hojas de L. cAmara son ricas en compuestos fenolicos (Costa et al. 2010). Los principales
constituyentes del aceite esencial son el biciclogermacreno, isocariofileno, valenceno y D-germacreno
(Sousa et al. 2010). Se demostrd que esta especie muestra un efecto termiticida (Verma & Verma, 2006)
e insecticida (Yadav & Tripathi, 2003). Contiene ingredientes bioactivos que causan actividad larvicida
en mosquitos Ae. aegypti (Zoubiri & Baaliouamer, 2011) y repelente en Culex quinquefasciatus (Dua et
al. 2010).

Cuadro 27. Efectividad bioldgica (%) del aceite esecnial de hojas secas de Lantana cAmara sobre las
fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say) a partir de cuarto instar.

Concentracion Mortalidad (%0)* /Fases de desarrollo

(ppm) 1 11 v PF PM AF AM
200 - - 125a 98.75a 3.75a 95.00 a 0.00a
100 - - 0.00a 98.75a 3.75a 96.25 a 0.00a
50 - - 1.25a 98.75a 3.75a 96.25a 0.00 a
25 - - 0.00a 98.75a 250a 96.25a 0.00 a
Control - - 0.00 a 100.00a 0.00 a 100.00a 0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo son estadisticamente diferentes (p<0.05). Il: Segundo instar, I11: Tercer instar,
IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Se han identificado en el aceite esencial de L. glaucescens mas de 45 compuestos pero principalmente
constituyen a esta especie compuestos monoterpenicos tales como eucaliptol (1,8-Cineol), limoneno,
terpinen-4-ol, a, B-pineno y linalol (Guzman et al. 2012). Algunas especies como Litsea cubeba han
demostrado 100% de repelencia deAe. aegypti, An. stephensi y Cx. quinguefasciatus. (Amer &
Mehlhorn, 2006).

Cuadro 28. Efectividad bioldgica (%) del aceite esecnial de hojas secas de Litsea glaucescens sobre las
fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)

Concentracion Mortalidad (%)* /Fases de desarrollo

(ppm) 1 11 v PF PM AF AM
800 0.00a 0.00a 16.25a 83.75a 0.00c 83.75ab  0.00a
400 0.00a 0.00a 13.75a 86.25a 750ab  78.75b 0.00a
200 0.00a 0.00a 16.25a 83.75a 10.00a 73.75b 0.00a
100 0.00a 0.00a 1750 a 82.50 a 750ab  75.00b 0.00a
50 0.00a 0.00a 16.25a 83.75a 3.75bc  80.00b 0.00a
Control 0.00 a 0.00 a 0.00 a 100.00a 0.00c 100.00a 0.00 a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo son estadisticamente diferentes (p<0.05). II: Segundo instar, I11: Tercer instar,
IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

32



Anees (2008) evaluo el extracto de acetona, cloroformo, acetato de etilo, hexano y metanol de hojas
y flores de la especie Ocimum sanctum contra larvas de cuarto instar de Ae. aegypti y Cx.
quinguefasciatus determinando mayor efectividad con el extracto a partir de hojas para ambas especies
de mosquito, sin embargo el aceite esencial de esta especie ha mostrado actividad contra Cx.
quinguefasciatus, Ae. aegypti, y An. stephensi (Pathak et al. 2000). Govindarajan et al. (2013) determino
el potencial de O. basilicum contra Cx. tritaeniorhynchus, Ae. albopictus y An. subpictus.

Cuadro 29. Efectividad bioldgica (%) del aceite esecnial de hojas secas de Ocimum basilicum sobre las
fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)

Concentracion Mortalidad (%)* /Fases de desarrollo

(ppm) 1 i v PF PM AF AM
800 0.00a 8.75a 31.25a 60.00 b 2.50 ab 57.50 b 0.00 a
400 0.00a 750ab  26.25a 66.25 b 8.75a 57.50 b 0.00 a
200 0.00a 0.00b 30.00 a 70.00 b 7.50 a 62.50 b 0.00 a
100 0.00a 0.00b 2750 a 7250 b 6.25 ab 66.25 Db 0.00 a
50 0.00a 0.00b 2250a 7750 b 6.25 ab 68.75 Db 2.50 a
Control 0.00a 0.00b 0.00 b 100.00a 0.00b 100.00a 0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo son estadisticamente diferentes (p<0.05). Il: Segundo instar, I11: Tercer instar,
IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Erhan et al. (2012) determinaron el potencial de M. pulegium sobre el crecimiento y desarrollo de E.
coli y bacterias de acido lactico. Algunas investigaciones reportan actividad antimicrobiana in vitro del
aceite esencial de esta planta (Mahboubi & Haghi, 2008; Sivropoulou et al. 1995). Brindando con esta

informacidén uno de los primeros reportes de actividad sobre larvas de mosquito.

Cuadro 30. Efectividad bioldgica (%) del aceite esecnial de hojas secas de Mentha pulegium sobre las
fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)

Concentracion Mortalidad (%)* /Fases de desarrollo

(ppm) 1 11 v PF PM AF AM
800 0.00a 0.00a 20.00 a 80.00 b 0.00 a 80.00 b 0.00a
400 0.00a 0.00a 15.00ab 8500ab 1.25a 83.75ab  0.00a
200 0.00a 0.00a 16.25ab 83.75ab 6.25a 77.50 b 0.00 a
100 0.00a 0.00a 10.00ab  90.00ab 5.00a 83.75ab 1.25a
50 0.00a 0.00a 11.25ab 88.75ab 6.25a 8250ab 0.00a
Control 0.00a 0.00 a 0.00 b 100.00a 0.00a 100.00a 0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo son estadisticamente diferentes (p<0.05). Il: Segundo instar, I11: Tercer instar,
IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Govindarajan et al. (2012) evaluaron la toxicidad del aceite esencial de hojas de M. spicata contra
Cx. quinguefasciatus, Ae. aegypti, y An. stephensi determinando el potencial de control contra larvas de

tercer instar temprano con valores de CLs de 62.62, 56.08, y 49.71 ppm respectivamente.
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Cuadro 31. Efectividad biologica (%) del aceite esecnial de hojas secas de Mentha spicata sobre las
fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say) a partir de segundo y cuarto instar.

Concentracion Mortalidad (%6)* /Fases de desarrollo
(ppm) 1 11 v PF PM AF AM
800 0.00a 0.00a 40.00 a 60.00 b 8.75ab 51.25b 0.00a
400 0.00a 0.00a 38.75a 61.25b 3.75ab 57.50b 0.00a
200 0.00a 250a 41.25a 56.25 b 11.25ab 45.00b 0.00a
100 0.00a 0.00a 35.00 a 65.00 b 10.00 ab 53.75b 125a
50 0.00a 0.00a 41.25a 58.75 b 1250a 45.00 b 125a
Control 0.00 a 0.00a 0.00 b 100.00a  0.00 b 100.00a 0.00a
v PF PM AF AM
200 - - 0.00a 100.00a 7.50a 92.50 a 0.00a
100 - - 250a 97.50 a 5.00a 92,50 a 0.00a
50 - - 1.25a 98.75a 6.25a 92,50 a 0.00a
25 - - 0.00a 97.50 a 6.25a 93.75a 0.00a
Control - - 0.00 a 100.00a 0.00a 100.00a 0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo son estadisticamente diferentes (p<0.05). Il: Segundo instar, I11: Tercer instar,
IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Torres et al. (2014) evaluaron el efecto de extractos de etanol y hexano de P. americana sobre tercer
y cuarto instar de larvas de Ae. aegypti reportando efectividad con los dos tipos de extracciones.

Resultados que se asemejan a los encontrados en este estudio.

Cuadro 32. Efectividad bioldgica (%) del aceite esecnial de hojas secas de Persea americana sobre las
fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say) a partir de segundo y cuarto instar.

Concentracion Mortalidad (%)* /Fases de desarrollo
(ppm) 1] i v PF PM AF AM
800 0.00a 125a 45.00 a 53.75b 8.75ab  45.00b 0.00a
400 0.00a 0.00a 43.75a 56.25 b 3.75b 52.50 b 0.00a
200 0.00a 0.00a 40.00 a 60.00 b 1.25b 58.75 b 0.00a
100 0.00a 0.00a 38.75a 61.25b 8.75ab  5250b 0.00a
50 0.00a 0.00a 36.25a 63.75 b 16.25a 47.50b 0.00a
Control 0.00a 0.00a 0.00b 100.00a 0.00b 100.00a 0.00a
v PF PM AF AM
200 - - 125a 98.75a 125a 97.50 a 0.00a
100 - - 0.00a 100.00a 0.00a 100.00a 0.00a
50 - - 125a 98.75a 0.00a 98.75a 0.00a
25 - - 125a 98.75a 0.00a 98.75a 0.00a
Control - - 0.00a 100.00a 0.00a 100.00a 0.00 a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo son estadisticamente diferentes (p<0.05). Il: Segundo instar, I11: Tercer instar,
IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Los compuestos quimicos mayoritarios que se han encontrado en P. auritum son safrol (94%) y
miristicina (4.34%), que causan efecto insecticida en larvas Ae. aegypti de tercer instar (Leyva, et al.
2009). Especies de la India como Piper longum, Piper betle, Piper peepuloides y Piper cubeba han
demostrado actividad insecticida contra mosquitos y moscas. Algunas especies como Piper aequale,
Piper hispidum, Piper reticulatum, Piper tuberculatum y Piper retrofractum presentan actividad

larvicida sobre mosquitos Ae. aegypti y Cx. quinquefasciatus (Chansang et al. 2005).
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Cuadro 33. Efectividad bioldgica (%) del aceite esecnial de hojas secas de Piper auritum sobre las fases
de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say) a partir de segundo y cuarto instar.

Concentracion Mortalidad (%6)* /Fases de desarrollo
(ppm) 1 i v PF PM AF AM
800 0.00a 0.00a 26.25a 73.75b 3.75ab 70.00 b 0.00a
400 0.00a 0.00a 32.50a 67.50 b 1250 a 53.75b 125a
200 0.00a 0.00a 21.25a 78.75b 7.50 ab 68.75 b 250a
100 0.00a 0.00a 23.75a 76.25b 10.00 ab 63.75b 250a
50 0.00a 0.00a 18.75a 81.25b 10.00 ab 71.25b 0.00a
Control 0.00 a 0.00a 0.00 b 100.00a  0.00 b 100.00a 0.00a
v PF PM AF AM
200 0.00a 98.75a 1.25a 9750 a 0.00a
100 0.00a 100.00a 0.00a 100.00a 0.00a
50 0.00a 100.00a 2.50a 9750 a 0.00a
25 0.00a 100.00a 0.00a 100.00a 0.00a
Control 0.00 a 100.00a 0.00a 100.00a 0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo son estadisticamente diferentes (p<0.05). Il: Segundo instar, I11: Tercer instar,
IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Existe poca informacion respecto a la composicion quimica de P. tagetoides, pero se ha reportado
gue contiene una gran cantidad de polifenoles, aldehidos y terpenos tales como el nonanal, decanal en
extracto etandlico; y trans-pineno, -myrceno y D-limoneno en emulsion de aceite (Jiménez, 2012). El
B-myrceno es un compuesto quimico que se utiliza como repelentes de mosquitos (Pohlit et al. 2011). Se
le atribuye actividad insecticida a otras especies del género Porophylum, como P. ruderale y P. gracile
sobre larvas de tercer instar de Ostrinia nubilalis, actividad repelente en Melanoplus femurrubrum

(Guillet et al. 1998). Ademés de la actividad larvicida sobre Ae. aegypti (Fontes et al. 2012).

Cuadro 34. Efectividad bioldgica (%) del aceite esecnial de hojas secas de Porophyllum tagetoides sobre
las fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say) a partir de cuarto instar.

Concentracion Mortalidad (%0)* /Fases de desarrollo

(ppm) 1 i v PF PM AF AM
200 - - 125a 98.75a 125a 97.50ab 0.00a
100 - - 125a 98.75a 125a 97.50ab 0.00a
50 - - 125a 98.75a 3.75a 95.00 b 0.00a
25 - - 0.00a 100.00a 250a 9750ab 0.00a
Control - - 0.00 a 100.00a 0.00 a 100.00a 0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo son estadisticamente diferentes (p<0.05). Il: Segundo instar, I11: Tercer instar,
IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Los resultados de esta investigacion coinciden con estudios previos, en los que se demuestra la
actividad larvicida de extractos vegetales de P. alliaceum sobre Cx. quinquefasciatus, evidentemente
esta especie vegetal es un fuente rica en productos naturales con potencial para el control de este culicido,
pero indudablemente es necesario proseguir con estudios en los que se evalUe la toxicidad de esta especie
en las dosis empleadas para determinar los riesgos a la salud humana antes que su uso se generalice.
Shrankhla et al. (2011) determinaron concentraciones letales con valores de LCso y LCqo a las 24 y 48 h
post tratamiento de 2.49, 15.06 y 1.16, 8.45 ppm respectivamente, cuando evaluaron extracto hexanico

de P. alliaceum sobre larvas de Cx. quinquefasciatus.
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Cuadro 35. Efectividad bioldgica (%) del aceite esecnial de hojas secas de Pseudocalymma alliaceum
sobre las fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)

Concentracion Mortalidad (%)* /Fases de desarrollo
(ppm) I i v PF PM AF AM
800 0.00 a 6.25b 37.50a 56.25 cd 3.75ab 52.50 b 0.00 a
400 0.00a 1250a 36.25a 51.25d 1.25b 50.00 b 0.00 a
200 0.00a 0.00 b 31.25a 68.75 bed 10.00a 58.75b 0.00 a
100 0.00a 1.25b 25.00 a 73.75 bc 6.25ab  67.50b 0.00 a
50 0.00a 0.00 b 25.00 a 75.00 b 6.25ab  66.25b 2.50 a
Control 0.00 a 0.00 b 0.00 b 100.00 a 0.00 b 100.00a 0.00a
[\ PF PM AF AM
200 - - 1.25ab 98.75 ab 3.75a 95.00 b 0.00 a
100 - - 1.25ab 100.00 a 125ab 9750ab 0.00a
50 - - 3.75a 96.25 b 1.25ab  95.00b 0.00 a
25 - - 1.25ab 98.75 ab 125ab 9750ab 0.00a
Control - - 0.00 b 100.00 a 0.00 b 100.00a 0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo son estadisticamente diferentes (p<0.05). Il: Segundo instar, I11: Tercer instar,
IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Ullah et al. (2013) determinaron actividad biologica de extracto etandlico de R. officinaliscontra
larvas de Cx. quinguefasciatus, similar a los datos obtenidos en este estudio. Asi mismo se ha
determinado su efectividad sobre Tetranychus urticae (Laborda et al. 2013) y se han elaborado estudios
en los que se compara la toxicidad de preparados del aceite esencial de R. officinalis contra insecticidas
sintéticos, en los que se han obtenido resultados favoraboles para el disminuir el uso de quimicos para e
control de vectores de enfermedades (Jing et al. 2013).

Cuadro 36. Efectividad bioldgica (%) del aceite esecnial de hojas secas de Rosmarinus officinalis sobre
las fases de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)

Concentracion Mortalidad (%)* /Fases de desarrollo

(ppm) I i v PF PM AF AM
800 0.00 a 0.00 a 62.50 a 3750¢c 6.25 abc 31.25Db 0.00 a
400 0.00 a 0.00 a 57.50 ab 42.50 be 2.50 bc 40.00 b 0.00 a
200 0.00 a 0.00 a 53.75 ab 46.25 bc 11.25ab 35.00Db 0.00 a
100 0.00a 0.00a 50.00ab  50.00bc  5.00 abc 43.75 b 1.25a
50 0.00a 0.00a 40.00b 60.00 b 1250 a 4750 b 0.00 a
Control 0.00a 0.00a 0.00 ¢ 100.00a 0.00c 100.00a 0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo son estadisticamente diferentes (p<0.05). II: Segundo instar, I11: Tercer instar,
IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Se ha realizado la caraterizacion del aceite esencial de hojas de S. molledeterminando como
compuesto mayoritarios mirceno, a-felandreno y limoneno (Huaman et al. 2004). Se ha reportado que el
aceite de S. molle presenta accion antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli y

Pseudomonas aeruginosa (Mendonca et al. 2012).
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Cuadro 37. Efectividad bioldgica (%) del aceite esecnial de hojas secas de Schinus molle sobre las fases
de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)

Concentracion Mortalidad (%6)* /Fases de desarrollo
(ppm) I i v PF PM AF AM
800 0.00 a 0.00 a 41.25a 58.75 b 8.75a 50.00 b 0.00 a
400 0.00a 0.00a 41.25a 58.75 b 8.75a 50.00 b 0.00 a
200 0.00a 0.00a 3750 a 62.50 b 10.00 a 51.25b 1.25a
100 0.00a 0.00a 32.50a 63.75b 6.25a 61.25b 0.00 a
50 0.00a 0.00a 36.25a 67.50 b 3.75a 60.00 b 0.00 a
Control 0.00 a 0.00 a 0.00 b 100.00a 0.00a 100.00a 0.00a
[\ PF PM AF AM
200 - - 1.25a 98.75a 2.50 ab 96.25 a 0.00 a
100 - - 0.00a 100.00 a 6.25a 93.75a 0.00 a
50 - - 125a 98.75a 0.00b 98.75a 0.00 a
25 - - 0.00a 100.00 a 3.75ab 96.25a 0.00 a
Control - - 0.00 a 100.00 a 0.00 b 100.00a 0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo son estadisticamente diferentes (p<0.05). Il: Segundo instar, I11: Tercer instar,
IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

La especie vegetal T. lucida contiene compuestos bioactivos como el timol (Isman, 2006) pineno,
limoneno, cinerin, estragol y flavonoides glicosidos principalmente (Guadarrama et al. 2011). Se ha
destacado por sus aplicaciones como plaguicida, nematicida (Hooks et al. 2010), antifingico y
antibacterial a nivel mundial y local (Espitia, 2011). Se le ha atribuido a la especie Tagetes minuta
actividad repelente en Culex quinquefasciatus (Amer & Mehlhorn, 2006).

Cuadro 38. Efectividad bioldgica (%) del aceite esecnial de hojas secas de Tagetes lucida sobre las fases
de desarrollo del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)

Concentracion Mortalidad (%)* /Fases de desarrollo
(ppm) 1] 11 v PF PM AF AM
800 0.00a 0.00a 28.75a 71.25b 6.25a 65.00 b 0.00a
400 0.00a 0.00a 15.00a 85.00 b 6.25a 7750b 125a
200 0.00a 0.00a 2250a 7750 b 8.75a 68.75b 0.00a
100 0.00a 0.00 a 23.75a 76.25b 5.00a 70.00 b 1.25a
50 0.00a 0.00a 16.25a 83.75 b 3.75a 78.75b 1.25a
Control 0.00a 0.00a 0.00 b 100.00a 0.00a 100.00a 0.00a
v PF PM AF AM
200 - - 0.00a 100.00 a 250a 97.50 a 0.00a
100 - - 125a 98.75a 0.00a 98.75a 0.00a
50 - - 0.00a 100.00 a 125a 98.75a 0.00a
25 - - 0.00a 100.00 a 0.00 a 100.00a 0.00a
Control - - 0.00 a 100.00 a 0.00 a 100.00a 0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo son estadisticamente diferentes (p<0.05). Il: Segundo instar, I11: Tercer instar,
IV: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Efectividad biol6gica de hidrolatos derivados de aceites esenciales
En el cuadro 39 se muestra la efectividad biologica de tres subproductos obtenidos de la
hidrodestilacion asistida por microondas de plantas aromaticas, esta sustancia es llamada hidrolato por

permanecer en contacto directo con la recirculacion del aceite en el agua.
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Cuadro 39. Efectividad biologica (%) de hidrolatos de especies vegetales sobre las fases de desarrollo

del mosquito Culex quinquefasciatus (Say)

Concentracion

Mortalidad (%)* /Fases de desarrollo

Hidrolato (%) T 1T IV PF PM AF AM
Eugenia caryophyllata 20 0.00 a 3.75a 55.00 a 41.25¢ 3.75ab 37.50¢ 0.00 a
10 0.00a 2.50 ab 41.25ab 56.25 bc 8.75a 46.25 bc 125a
5 0.00a 0.00 b 33.75b 66.25 b 6.25 ab 60.00 b 0.00a
25 0.00a 0.00 b 3250b 67.50 b 2.50 ab 65.00 b 0.00a
1.25 0.00a 1.25 ab 31.25b 66.25 b 7.50 ab 60.00 b 0.00a
Control 0.00 a 0.00 b 0.00c 100.00 a 0.00 b 100.00 a 0.00 a
Ocimum basilicum 20 0.00a 125a 4750 a 51.25a 6.25 abc 43.75Db 0.00a
10 0.00a 0.00a 50.00 a 48.75 a 10.00a 40.00 b 0.00a
5 0.00a 0.00a 48.75 a 50.00 a 6.25 abc 43.75b 0.00a
25 0.00a 0.00a 48.75 a 51.25a 7.50 ab 43.75b 0.00a
1.25 0.00a 0.00a 50.00 a 50.00 a 2.50 bc 4750 b 0.00a
Control 0.00 a 0.00 a 0.00 b 100.00 b 0.00c 100.00 a 0.00 a
Piper auritum 20 0.00a 0.00a 53.75a 46.25 ¢ 7.50 ab 38.75¢ 0.00a
10 0.00a 0.00a 47.50 ab 52.50 bc 10.00 ab 4250 c 0.00a
5 0.00a 0.00a 48.75 ab 51.25bc 16.25a 35.00c 0.00a
25 0.00 a 0.00 a 40.00 ab 60.00 bc 6.25 ab 52.50 bc 125a
1.25 0.00 a 0.00 a 28.75b 71.25b 3.75ab 66.25 b 1.25a
Control 0.00a 0.00 a 0.00¢ 100.00 a 0.00 b 100.00 a 0.00a

*Media con letra distintas por fase de desarrollo y extraccion son estadisticamente diferentes (p<0.05). II: Segundo instar, Il1:

Tercer instar, 1V: Cuarto instar, PF: Pupas formadas, PM: Pupas muertas, AF: Adultos formados, AM: Adultos muertos

Se logra apreciar que existe mas del 50% de toxicidad con el hidrolato de Eugenia caryophyllata y

Piper auritum y del 47.50% con el hidrolato de Ocimun basilicum.

CONCLUSIONES

1. Se demuestra el potencial larvicida de Acacia farnesiana, Comocladia engleriana, Pluchea

saggitalis y Schinus molle cuando se extraen sus propiedades secundarias con metanol y el potencial
de Matricaria chamomilla como extracto acusoso y de los extractos etanélicos de Pseudocalymma
alliaceum y Schinus molle para ser considerados como alternativas de manejo y control en las
estrategias de combate contra mosquitos.

En la aplicacion de aceites esenciales sobre larvas del mosquito el mayor rango de toxicidad se logré
observar con Eucalyptus globulus, Mentha spicata, Persea americana, Rosmarinus officinalis y
Schinus molle, al igual que el subproducto adquirido de la hidrodestilacion asistida por microondas
de Eugenia caryophyllata, Ocimum basilicum y Piper auritum.

El efecto ejercido sobre larvas del total de las plantas evaluadas demuestra que estas contienen
elementos secundarios de diversos grupos quimicos que pueden utilizarse como medidas de manejo
y combate de este mosquito.

Se logra observar que aunque muchas larvas logran alcanzar el estado pupal muchas de estas no
logran alcanzar la fase adulta, debido a la accion que ejercen los metabolitos secundarios sobre el

crecimiento y desarrollo del insecto.
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CAPITULO 2
Inhibicion del crecimiento y desarrollo de larvas de mosquito Culex
guinquefasciatus (Diptera: Culicidae) tratados con derivados de hojas secas
de Pseudocalymma alliaceum (Bignonaceae)?

Inhibition of the growth and development of mosquito larvae of Culex quinquefasciatus (Diptera:
Culicidae) treated with derived from leaves of Pseudocalymma alliaceum (Bignonaceae)

RESUMEN

Los volétiles del aceite esencial de Pseudocalymma alliaceum fueron analizados por microextraccion
de la fase solida (SPME) a través de cromatografia de gases acoplado a masas (GC-MS). El aceite
esencial, el hidrolato resultante de la hidrodestilacion asistida con microondas y el extracto vegetal
acuoso, etandlico y metanolico fueron evaluados para determinar el efecto insectistatico sobre larvas de
Cx. quinquefasciatus. Los compuestos mas abundantes fueron disulfuro de dialilo (50.05%), sulfuro de
dialilo (11.77%), trisulfuro de 2-propenilo (10.37%) y 1-Octen-3-ol (4.89%). El aceite esencial aplicado
a 800 ppm mostro actividad larvicida a las 24h con valores letales LCso y LCqo de 267.33 y 493.63 ppm
respectivamente. A las 48h la concentracion de 400 ppm ocasion6 mas del 92% de mortalidad con LCs
y LCq de 201.90 y 385.29 ppm. El hidrolato a concentraciones de 20 y 10% sobre larvas de 2do estadio
presentd 100% de efectividad a las 24 h con LCso ¥ LCq de 5.01 y 8.25% respectivamente. Las
concentraciones de 40 y 20% sobre larvas de 4to instar provocaron 100% de efectividad a las 24 hy 72h,
estimando valores LCso y LCy de 10.20 y 15.60 y de 7.51 y 11.47% para cada dia. Los extractos
vegetales inhiben el crecimiento del mosquito, el extracto acuoso al 10 % presentd 0.58 de indice relativo
de crecimiento (IRC), con el extracto metanolico y etandlico se obtuvo 0.76 y 0.70 en comparacién con
el testigo sin aplicacion que present6 0.99. Las larvas tratadas con 10% del extracto de metanol, etanol
y agua registraron una reduccion en la duracién larval de 5.0, 2.2 y 4.35 dias respectivamente. Las larvas
tratadas con extracto etandlico al 1 % presentan una disminucién en el desarrollo de 2.40 dias y
exhibieron una prolongacion de 3.30 dias cuando se traté con 0.01%. EIl extracto acuoso prolonga en
0.85y 2.45 dias la duracion larval al emplear concentraciones al 0.1y 0.01 % y la reduce en 1.18 dias al
ser tratadas con 1.0 %. El polisorbato 20 utilizado como emulsificante prolonga en 0.87 dias el desarrollo
larval sin significancia estadistica al ser comparado con el testigo sin aplicacién. Resultados similares se
obtuvieron en la duracion pupal al aplicar tratamientos al 10 % reduciendo en 6.15, 3.42 y 5.57 dias el
desarrollo con extracto acuoso, etandlico y metandlico respectivamente y al ser comparado con el testigo
que registro 19.17 dias. Las pupas tratadas con concentraciones de 0.01% del extracto de etanol y agua
presentaron una prolongacion en la durabilidad de 3.73 y 2.33 dias respectivamente.

Palabras claves: Pseudocallyma, Inhibicion de crecimiento, extractos, aceite esencial, hidrolato.
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ABSTRACT

The volatile from the essential oil of Pseudocalymma alliaceum were analyzed by solid phase
microextraction using gas chromatography coupled to mass spectrometry. The essential oil, the hydrolat
resulting from the hydrodistillation assisted with microwave and ethanolic, methanolic and aqueous plant
extract were evaluated to determine the insecticide effect on larvae of Cx. quinquefasciatus. The most
abundant compounds were diallyl disulfide (50.05%), diallyl sulfide (11.77%), trisulfidedi-2-propenyl
(10.37%) and 1-Octen-3-ol (4.89%). Essential oil applied at 800 ppm showed larvicidal activity at 24 h
with letal values of LCsp and LCg 0f 267.33 and 493.63 ppm respectively. At 48 h the concentration of
400 ppm caused over 92 % mortality with LCso and LCgo of 201.90 and 385.29 ppm. The hydrolat at
concentrations of 20 and 10% applied on 2nd stage larvae showed 100% effectiveness at 24 h with LCso
and LCq 0f 5.01 and 8.25 % respectively. The concentrations of 40 and 20% showed 100% effectiveness
on 4th instar larvae at 24 h and 72 h, estimating values of LCso and LCy of 10.20, 15.60, 7.51and 11.47
% for each day. Plant extracts inhibit the growth of mosquitoes, the aqueous extract at 10% had 0.58
relative growth index, with the ethanolic and methanolic extract was obtained 0.76 and 0.70 compared
to the untreated application filed 0.99. Larvae treated with 10% of methanol extract, ethanol and water
showed a reduction in larval duration of 5.0, 2.2 and 4.35 days, respectively. Larvae treated with 1% of
ethanol extract showed a decrease in the development of 2.40 days and exhibited aprolongation of 3.30
days when treated with 0.01%. The aqueous extract prolongs 0.85 and 2.45 days in larval duration when
using concentrations at 0.1 and 0.01%. Also it showed a 1.18 days reduction when treated with 1.0%.
Polysorbate 20 used as an emulsifier prolonged in 0.87 days larval development without statistical
significance when compared with the untreated application. Similar results were obtained at the pupal
duration when applying treatments at 10% reduced in 6.15, 3.42 and 5.57 days development with
aqueous extract, ethanol and methanol, respectively, when was compared with the control that registered
19.17 days. The pupae treated with concentrations of 0.01% of ethanol and aqueous extract showed a
prolongation in the durability of 3.73 and 2.33 days, respectively.

Keywords:Pseudocallyma, Culex, Inhibicién de crecimiento, extractos, aceite esencial, hidrolato.

INTRODUCCION

Los mosquitos son vectores y agentes causales de enfermedades que afectan significativamente a
millones de personas a nivel mundial (WHO, 2010). Culex (Diptera: Culicidae) es un género que esta
presente en regiones tropicales y subtropicales. Algunas especies de este género, como Culex
quinquefasciatus (Say) son transmisores de Wuchereria bancrofti un nematodo parésito, causante de la
parasitosis humana llamada filariasis linfatica (Cavalca et al. 2011), de Plasmodium relictum Grassi &

Feletti que provoca malaria aviar y mixomatosis (Banko et al. 2001; Goddard et al. 2002). La filariasis
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es un problema mundial de salud pablica, 120 millones de personas estan actualmente infectadas por
enfermedades trasmitidas por mosquitos y alrededor de 1,3 billones se encuentran en riesgo de infeccion
(WHO, 2009). La forma tradicional de controlar este culicido ha sido con insecticidas sintéticos y debido
al empleo irracional que se les ha dado, ha provocado el surgimiento de resistencia a las alternativas
utilizadas (Rawlins, 1998; Cherry & Nagata, 2005), asi como la contaminacion del agua, aire y suelo,
acumulacion de residuos toxicos e intoxicacion de usuarios (Aragon et al. 2002). Cx. quinquefasciatus
es resistente a una amplia gama de insecticidas (Chandre et al. 1998; Corbel et al. 2007), lo que limita la
eleccion de los productos quimicos que pueden ser utilizados para su control. Estas consecuencias han
contribuido a la basqueda de alternativas amigables con el ambiente, entre los que se encuentran
extractos de especies vegetales y aceites esenciales de uso etnofarmacoldgico y etnobotanico (Mulla &
Su, 1999).

Pseudocalymma alliaceum (Lam.) Sandwith (Bignoniaceae) conocida con los sinénimos
Adenocalymma alliaceum Miers., Mansoa alliacea (Lam.) A. Gentry, Bignonia alliacea Lam.,
Pachyptera alliacea (Lam.) A. H. Gentry y Pachyptera hymenaea (DC.) es una enredadera lefiosa
conocida cominmente como “bejuco de ajo” en la region del Istmo, Oaxaca, México; cuando sus hojas
son trituradas liberan un fuerte aroma similar a los dientes de ajo. La familia Bignoniaceae incluye
alrededor de 120 géneros y 800 especies, creciendo principalmente en Africa, América Central y del Sur.
Las hojas y flores son ampliamente consumidas y utilizadas en medicina tradicional por las poblaciones
de Sudamérica, entre los que se encuentran Brasil y Per (Zoghbi et al. 1984). Las propiedades que se le
atribuyen son analgésicas, antiartriticas, antiinflamatorias, antipiréticas, antirreumaticas, depurativas,
purgantes y vermifugas (Hasrat et al. 1997; Taylor, 2005, Dugasani et al. 2009), las hojas secas se utilizan
para el tratamiento de resfriados, neumonia, infeccion de garganta y desordenes respiratorios (Naik,
1998), nausea y constipacion (Berg, 1993).Con base a lo anterior el presente trabajo se planteé como
objetivo determinar la actividad bioldgica del extracto acuoso, etanélico y metandlico, el efecto toxico
del aceite esencial e hidrolato de P. alliaceum sobre larvas de mosquitos Cx. quinquefasciatus, y a su

vez determinar los compuestos quimicos presentes en los volatiles del aceite esencial.

MATERIALESY METODOS
Colecta de huevos de mosquitos y cuidado de larvas

Las balsas de huevos fueron recolectadas en agua estancada en las instalaciones del Centro
Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR-OAX) localizado en
Santa Cruz Xoxocotlan; Oaxaca, México (17°01°41.08” N, 96°43°19.3570), las balsas se trasladaron al
laboratorio y se colocaron individualmente en bandejas de plastico de 47 x 35 x 12 cm que contenia 300
mL de agua suavizada para que cumplieran con su desarrollo. Las larvas del mosquito fueron alimentadas

con un producto pulverizado para peces Atilapia-1 hasta que alcanzaran la fase pupal.
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Cuidado de pupas y adultos del mosquito

Las pupas formadas se transfirieron a recipientes de 30 x 20 x 6 cm y se introdujeron en jaulas
entomoldgicas de 60 x 60 x 60 cm para la emergencia de adultos. Los adultos fueron provistos con una
solucion azucarada al 10 % en un frasco con una mecha de algodén y semanalmente se introducia una
gallina inmovilizada por una noche como material hematofagico para las hembras. La cria se mantuvo a
27+2°Cy 60 — 70 % de humedad relativa y fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad. Se siguid el método
establecido por Rauman et al. (2008).

Obtencidn del material vegetal

Se recolectaron hojas frescas de P. alliaceum en el Municipio de San Pedro Comitancillo
(16°29°20.67” N, 95°09°15.70” O), de la Region Istmo del estado de Oaxaca, México. Se selecciono P.
alliaceum por el uso etnofarmacolégico y estudio etnobotanico empleado en otros trabajos, por presentar
un caracteristico aroma, sabor amargo y resistencia a los dafios ocasionados por insectos plaga en la zona
de colecta. La identificacion taxondmica fue realizada por el curador del Herbario del CIIDIR-OAX y
se depositd un ejemplar de muestra en el laboratorio de investigacién para futuras consultas. La planta
se lavé con agua de grifo, se coloc6 sobre papel periddico en sombra para su secado durante 16 - 20 dias,
luego se pulverizd con ayuda de un molino mecanico para obtener un polvo que fue posteriormente
hidratado (Govindarajan et al. 2011; Pérez-Pacheco et al. 2004).

Obtencion de hidrolato y aceite esencial

El aceite esencial (AE) se obtuvo sometiendo 500 g de material vegetal seco a hidrodestilacion
asistida con microondas durante 3 h. Se utiliz6 un microondas con salida de frecuencia de 2450 MHz.
La capa de AE se separ6 de la fase acuosa utilizando un embudo de separacion. El aceite esencial
resultante se secé aplicando sulfato de sodio anhidro y se almaceno en botellas color &mbar a 4 °C hasta
ser utilizado. El hidrolato impregnado con las moléculas arométicas de la planta se almaceno para ser

evaluado en los bioensayos.

Andlisis cromatografico e identificacion de compuestos volatiles

La identificacion de compuestos volatiles se realizdé mediante microextraccion de la fase solida
(SPME) en el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, México; el dispositivo de SPME para el
muestreo manual fue obtenido por Agilent Technologies (USA). Se utilizaron fibras recubiertas con
polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 um. Las fibras se acondicionaron antes de su uso por calentamiento
en el puerto de inyeccion del cromatografo realizando una corrida completa en el sistema. Siempre que

fue necesario la etapa de acondicionamiento se repitid para la limpieza de la fibra. Para realizar el
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contacto de los volatiles con la fibra se utilizaron frascos esterilizados sellados color &mbar de 5 mL de
capacidad, se deposit6 4 uL del aceite esencial en los frascos y se mantuvo la fibra en el interior por 4
min; posteriormente se realizd la insercién de la aguja del dispositivo en el puerto de inyeccion del
sistema cromatografico.El analisis se llevd acabo en un sistema HP 6890 — 5973 GC — MS. Los
compuestos se separaron en una columna capilar HP-5MS. La temperatura del horno fue programada de
40 a 250 °C en intervalos crecientes de 10 °C min-1 con 21 min de duracion total de la corrida. Los
porcentajes relativos de los compuestos del aceite esencial fueron obtenidos usando helio como gas
acarreador con flujo de 1.0 mL min™. Los compuestos fueron identificados por el tiempo de retencion
del GCy la biblioteca de espectros de masas NIST 02; se realizd una comparacion de los espectros con
los almacenados en la libreria Wiley 275 GC/MS y NIST 11.0.

Concentraciones de aplicacion de aceite esencial e hidrolato

De la solucién almacenada de aceite esencial se tomaron 0.008 mL y se diluy6é en 10 mL de agua
destilada con polisorbato 20 al 0.01% que sirvié como emulsificante para la solucion, obteniendo asi la
concentracién de 0.08% (800 ppm), posteriormente por dilucién volumétrica en serie se elaboraron las
concentraciones de 400, 200, 100, 50 y 25 ppm que se utilizaron para el bioensayo de mortalidad sobre
larvas de 4to instar temprano del mosquito.Para preparar las concentraciones de aplicacién del hidrolato
se tomaron 4 mL del material almacenado y se diluy6 en 10 mL de agua destilada para obtener la
concentracion al 40%, a partir de esta se elaboraron las concentraciones al 20, 10. 5, 2.5, 1.25 y 0.65%.
Para determinar el efecto de mortalidad sobre larvas de 2do instar temprano se utilizaron concentracion

de 20 a 0.65%, y para larvas de 4to instar se utilizaron concentraciones de 40 a 1.25%.

Preparacion de extractos crudos

Se agregaron 100 g de planta molida en 300 mL de disolvente contenidos en un matraz y se dejo
reposar por 24h para la extraccion acuosa y 72h para los disolventes de menor polaridad, se separé el
solido del liquido utilizando papel filtro y el remanente se descartd; se elimin6 el disolvente a presion
reducida en un rota evaporador, obteniendo el extracto crudo para cada disolvente. Se almaceno el
extracto crudo en frascos color &ambar a 8°C. Del extracto crudo se tomé 1 g y diluy6 en 10 mL de agua
destilada con polisorbato 20 al 0.01%, posteriormente se centrifugd por 10 min y se filtré utilizando tela
tricot para evitar grumos, obteniendo el tratamiento al 10% Yy a través de dilucion volumétrica en serie

se elaboraron los tratamientos 1, 0.1 y 0.01% para el bioensayo de inhibicion de crecimiento.

Bioensayos de accion larvicida
El efecto de mortalidad sobre larvas de segundo y cuarto instar temprano de Cx. quinquefasciatus se

determind durante tres dias consecutivos post aplicacion de los tratamientos, siguiendo la metodologia
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de Pérez-Pacheco et al. 2004 y Rawani et al. 2009. Para el establecimiento del bioensayo se seleccionaron
grupos de 20 larvas colocandolas en un vaso de plastico con 99 ml de agua destilada y 1 mL de los
tratamientos. Se consider6 larva muerta aquella que no presentaba movimientos normales en
comparacion con el testigo y al ser perturbada con un pincel en el sifén o en la region cervical. Cada

tratamiento tuvo cuatro repeticiones.

Inhibicién de crecimiento

Se utilizaron larvas de segundo instar temprano. La unidad experimental consistié en un vaso de
plastico de 125 mL de capacidad con 99 mL de agua destilada y 20 larvas. Cada unidad experimental
recibié 1 mL de las concentraciones empleadas con cuatro repeticiones. Se evaluaron concentraciones al
10, 1, 0.1 y 0.01%. Cada bioensayo incluyé un testigo con polisorbato 20 al 0.01% y uno sin aplicacion
de tratamiento.

Cuando en el testigo sin aplicacion se formo entre el 90 — 93% de pupas, se contabilizd el nimero de
larvas y pupas vivas y muertas en cada estadio y el nimero de adultos emergidos. Se considerd adulto
muerto aquellos que quedaron atrapados en la exuvia pupal y larva y pupa muerta las que no presentaron
movimientos normales al ser perturbadas con una aguja de diseccidn; utilizando la metodologia
empleada por Martinez-Tomas et al. (2009). Con la informacién recabada se cuantifico el indice de

inhibicién de crecimiento (11C) utilizando la férmula de Zhang et al. (1993).

e Y1(No. de insectos vivos = fase insecto) + Y.7[No. de insectos muertos * (fase insecto — 1)]

(No.total de insectos evaluados = total de fases del insecto)

Donde 1, 2, 3y 4 que corresponden al 2do, 3ro, 4to instar y pupa del insecto formado respectivamente.
El nimero de insectos utilizados por concentracion fue de 80, el nimero total de estadios del insecto
fueron cuatro (tres larvas y una pupa). El indice de crecimiento relativo (ICR) se determiné por ICR =

I1C de tratamiento / 1IC del testigo sin aplicacion.

Viabilidad y durabilidad larval y pupal

Con las larvas y pupas sobrevivientes se continud registrando datos para obtener la duracion y
viabilidad larval y pupal, donde la duracion larval es el nimero de dias transcurridos desde que la larva
se sometid al tratamiento hasta que termino su fase y la duracion pupal desde que se formé la pupa hasta
la emergencia de adulto. La viabilidad larval y pupal se registré en porcentaje, considerando la poblacion

inicial y final de cada fase bioldgica.
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Analisis estadistico

Los bioensayos se establecieron bajo un disefio experimental completamente aleatorizado. Se realizd
un andlisis Probit para estimar los valores LCso y LCgo y un andlisis de varianza y comparacion de medias
con el programa SAS 9.0 (SAS Inc., 2008). Resultados menores a p<0.01 se consideraron

significativamente diferentes.

RESULTADOS
Identificacion de compuestos volatiles

La hidrodestilacién asistida con microondas de 500 g de hojas secas pulverizadas de P. alliaceum en
1000 mL de agua, dio como resultado un aceite café oscuro con un fuerte aroma a ajo con un rendimiento
de 0.44%. Los compuestos volatiles determinados se muestran en el Cuadro 1. Se identificaron 26
compuestos por comparacion de los espectros de masas de cada compuesto con los datos reportados en
la libreria Wiley 275 GC/MS y NIST 11 representando un 99.98%. Los compuestos mas abundantes
fueron disulfuro de dialilo (50.05%), sulfuro de dialilo (11.77%), trisulfuro de 2-propenilo (10.37%) y

1-Octen-3-ol (4.89%). El resto de los compuestos se encontraron entre 2.27 y 0.21%.

Accioén larvicida

El Cuadro 2 muestra los resultados de susceptibilidad de larvas de cuarto instar de Cx.
quinquefasciatus al aceite esencial de P. alliaceum; se evaluaron concentraciones de 25 a 800 ppm,
mostrando a las 24h post tratamiento valores letales LCso y LCo de 267.33 y 493.63 ppm
respectivamente. Se observo efecto toxico sobre las larvas tratadas con las concentraciones de 800 a 100
ppm, la concentracién de 800 ppm presentomas del 80 % de efectividad antes del primer dia de registro,
ocasionando un 100% de mortalidad a las 24h. A las 48h la concentracion de 400 ppm ocasioné mas del
92% de mortalidad con LCso y LCqg de 201.90 y 385.29 ppm respectivamente. Al tercer dia de registro
la concentracion de 200 ppm mostrd mas de 50 % de efectividad.

Se evaluo el subproducto obtenido de la hidrodestilacion de P. alliaceum, se evaluaron dosis de 20 a
0.65% sobre larvas de segundo instar (Cuadro 3) y de 40 a 1.25% sobre cuarto instar (Cuadro 4).
Concentraciones de 20 y 10 % sobre larvas de segundo estadio presentaron 100% de efectividad a las
24h post tratamiento. El tratamiento aplicado al 5% de concentracién presenté mas del 50% de toxicidad
al tercer dia de registro; estimando para el primer dia concentraciones letales LCso y LCqo de 5.01 y 8.25
% respectivamente. En la evaluacion sobre larvas de cuarto instar temprano se obtuvo nula formacién de
pupas con concentraciones al 40 y 20%, registrando 100% de mortalidad a las 24 y 72h respectivamente.
La concentracion al 5% disminuye su efectividad sobre larvas de cuarto instar en un 22.5% comparada
con las de segundo estadio. Se estimd concentraciones letales para larvas de cuarto instarcon valores
LCso Yy LCqgo para las 24 y 72h de 10.20 y 15.60 y de 7.51 y 11.47% respectivamente.
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Cuadro 1. Composicion quimica de los volatiles extraidos de hojas secas de P. alliaceum.

# Tiempo de Retencién Compuesto Composicion (%)
1 3 2-Butenal, 2-methyl- 0.66
2 4.32 1,5-Cyclooctadiene, 3,4-dimethyl 1.42
3 4.54 Diallyl sulfide 11.77
4 5.39 Catecholborane 1.89
5 6.11 3-Chloropropionic acid, 2-phenylet 1.71
6 6.41 1-Octen-3-ol 4.89
7 6.54 1-Ethynylcyclopentanol 0.56
8 6.63 3-Octanol 2.27
9 7.11 Pyridine, 5-ethyl-2-methyl- 0.99
10 7.29 1,3-Dithiolane, 2,2-dimethyl- 1.22
11 7.60 y-Terpinene 0.62
12 8.29 Diallyl disulphide 50.05
13 8.39 Crotonic acid, 4-mercapto-3-(methy 1.46
14 8.45 1-Oxa-4,6-diazacyclooctane-5-thione 2.01
15 8.98 (Methylthio)-acetonitrile 1.14
16 9.74 Thiophene, 2,4-dimethyl- 1.80
17 9.96 Hydrazinecarbodithioic acid, 1-met 0.35
18 10.10 3-Vinyl-1,2-dithiacyclohex-5-ene 1.35
19 10.78 Isobutyl isothiocyanate 0.29
20 11.14 Safrole 0.44
21 11.39 Trisulfide, di-2-propenyl 10.37
22 12.38 5,6-Diamino-1,3-dimethyluracil 0.41
23 14.52 Tetrasulfide, di-2-propenyl 1.52
24 17.01 5-Ethylthiazole 0.31
25 17.30 2-Mercapto-4,5-dimethylthiazole 0.21
26 17.64 Propanedioic acid, methyl-, bis(trimethylsilyl) ester 0.27
Total (%) 99.98

Inhibicién de crecimiento

Los extractos vegetales inhiben el crecimiento larval de Cx quinguefasciatus con las concentraciones
empleadas, cuando se aplico el tratamiento al 10% el extracto acuoso presentd 0.58 de indice relativo de
crecimiento (IRC), con el extracto metandlico y etandlico se obtuvo0.76 y 0.70 respectivamente; el
testigo sin aplicacion registrd 0.99 de IRC. Los tratamientos a concentraciones de 1, 0.1 y 0.01%
mostraron una reduccion en el crecimiento de larvas comparado con el testigo (Cuadro 5). Al formarse
entre el 90 y 93% de pupas en el testigo sin aplicacion se contabiliz6 el nimero de larvas y pupas muertas
y vivas; las larvas de Cx. quinquefasciatus fueron mas susceptibles al extracto acuoso y etandlico que al
metanolico. En el Cuadro 5 se observa la significancia existente entre las concentraciones empleadas. El
extracto acuoso de hojas secas de P. alliaceum registr6 un 73.75% de mortalidad y el extracto metandlico
46.25% al emplear concentraciones al 10%. En cambio el extracto etanélico al 1% presenté mayor
efectividad bioldgica con un 46.25% en comparacion con el extracto acuoso con 35% vy el extracto
elaborado con metanol con 37.5%. Todas las concentraciones y extractos vegetales empleados

presentaron efecto toxico.
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Cuadro 2. Actividad larvicida por tres dias consecutivos del aceite esencial de P. alliaceum sobre larvas
de 4to instar de Culex quinquefasciatus.

Concentracion (ppm)

Mortalidad (%0)

24h 48h 72h
800 100.00+0.00 a 100.00£0.00 a 100.00£0.00 a
400 73.75+13.14 b 92.50+8.66 b 100.00+0.00 a
200 35.00+4.08 ¢ 43.75+4.78 58.75+12.50 b
100 0.000.00 d 11.25+2.50 d 28.75+4.78
50 0.000.00 d 0.000.00 e 5.00+0.00 d
25 0.00+0.00 d 0.000.00 e 0.00+0.00 d
Polysorbate 20 0.00+0.00 d 0.000.00 e 0.00+0.00 d
Control 0.00+0.00 d 0.000.00 e 0.00+0.00 d
LCso 267.33 201.90 146.69
(LCL-UCL) (243.08-293.89)  (183.17-222.73)  (132.12 - 163.10)
LCao 493.63 385.29 312.22
(LCL-UCL) (434.04-586.04)  (337.29-458.72)  (269.61 - 377.43)

*Datos con letras distintas por columna son significativamente diferentes P<0.01. LC: Concentracion letal; LCL: Limite

fiduciales minimo; ULC: Limite fiducial maximo.

Cuadro 3. Actividad larvicida por tres dias consecutivos del hidrolato de P. alliaceum sobre larvas de

2do instar de Culex quinquefasciatus.
Mortalidad (%)

Concentracion (%)

24h 48 h 72h

20 100.00+0.00 a 100.00+0.00 a 100.00+0.00 a
10 100.00+0.00 a 100.00+0.00 a 100.00+0.00 a
5.0 38.75x7.50 b 47.50+6.45 b 50.00+7.07 b
2.5 6.25+2.50 ¢ 6.25+2.50 ¢ 6.25+2.50 ¢
1.25 0.00+0.00d 0.00+0.00 d 0.00+0.00 d
0.65 0.00+0.00 d 0.00+0.00 d 0.00+0.00 d
Control 0.00+0.00d 0.00+0.00 d 0.00+0.00 d

*Datos con letras distintas por columna son significativamente diferentes P<0.01.

Cuadro 4. Actividad larvicida por tres dias consecutivos y porcentaje de pupas formadas de larvas de

4to instar de Culex quinguefasciatus tratadas con hidrolato de P. alliaceum.

- .
Concentracion (%) Mortalidad (%) (%) Pupas

24 h 48 h 72h Formadas

40 100.00+0.00 a 100.00+0.00 a 100.00+0.00 a -
20 96.25+4.78 a 98.75+2.50 a 100.00+0.00 a -
10 52.5+10.40 b 68.75+8.53 b 80.00+£7.07 b 5.00
5.0 0.00£0.00 ¢ 0.00£0.00 ¢ 11.25+2.50 ¢ 38.75
2.5 0.00£0.00 ¢ 0.00£0.00 ¢ 0.00+0.00d 52.50
1.25 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00d 53.75
Control 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00 ¢ 0.00+0.00d 43.75
LCso 10.20 9.05 7.51

(LCL-UCL) (9.41 - 11.05) (8.37-9.71) (6.94-8.13) -
LCao 15.60 12.77 11.47

(LCL-UCL) (14.08-18.03)  (11.68-14.61)  (10.35-13.21) -

*Datos con letras distintas por columna son significativamente diferentes P<0.01.

Viabilidad y durabilidad larval y pupal

La viabilidad de larvas de segundo instar larval del mosquito tratado con 10 % de extracto acuoso

presentd una reduccion en la formacion de larvas de 28.75% lo que representa una disminucion del 30

% con lo registrado por el testigo sin aplicacién que presentd 96.25%. En el estudio, a medida que

disminuye la concentracion de tratamientos se incrementa la viabilidad larval para los tres extractos

evaluados, el extracto etanélico y metandlico presentaron 48.75 y 56.25% de formacion larval al emplear

concentraciones al 10%. La viabilidad en el estado pupal present6 significancia estadistica al emplear
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extracto etandlico al 10 % con 14.10% de formacion del mosquito. EI testigo sin aplicacion mostré una
duracidn larval de 16.25 dias. Las larvas tratadas con 10% del extracto de metanol, etanol y agua
registraron una reduccion en la duracion larval de 5.0, 2.2 y 4.35 dias respectivamente. El extracto
metanolico a concentraciones de 1.0 a 0.01% no exhibe reduccion significativa en la duracion larval. Las
larvas tratadas con extracto etandlico al 1 % presentan una disminucion en el desarrollo de 2.40 dias y
existe una prolongacion de 3.30 dias cuando se tratd con 0.01%. El extracto acuoso prolonga en 0.85y
2.47 dias la duracion larval al emplear concentraciones al 0.1 y 0.01% respectivamente y la reduce en
1.18 dias al ser tratadas con 1.0%. El polisorbato 20 utilizado como emulsificante prolonga en 0.87 dias
el desarrollo larval sin significancia estadistica al ser comparado con el testigo sin aplicacion. Resultados
similares se obtuvieron en la duracién pupal al aplicar tratamientos al 10 % reduciendo en 6.15, 3.42 y
5.57 dias el desarrollo del culicido al ser tratadas con extracto acuoso, etandlico y metandlico
respectivamente. El testigo registré 19.17 dias de duracién pupal. Las pupas tratadas con extracto de
etanol y agua presentaron una prolongacion en la durabilidad de 3.73 y 2.33 dias al ser tratadas con la

concentracion de 0.01% respectivamente (Cuadro 6).

Cuadro 5. Porcentaje de larvas y pupas muertas e inhibicién relativo de crecimiento (IRC) de larvas de
2do instar de Culex quinguefasciatus tratadas con extractos de P. alliaceum.

Concentracion  Mortalidad (%) por instar

Tratamiento (%) IRC
2do 3ro 4t0 Pupa Total

Metanol 10.0 5.00 6.25 3250 2.50 46.25a 0.76+0.03 ¢
1.0 3.75 5.00 25.00 3.75 375ab 0.83+0.07 bc
0.1 5.00 7.50 23.75 250 38.75ab  0.79+0.06 bc
0.01 1.25 6.25 18.75 8.75 35.00b 0.85+0.08 b
Polisorbato 20  0.00 0.00 1.25 1.25 250¢ 1.02+0.00 a
Control 0.00 0.00 1.25 2.50 3.75¢ 0.99+0.04 a

Etanol 10.0 0.00 5.00 46.25 2125 7250a 0.70+0.08 b
1.0 1.25 5.00 40.00 0.00 46.25b 0.77+0.05b
0.1 1.25 20.00 21.25 0.00 4250b 0.73+0.16 b
0.01 1.25 8.75 30.00 0.00 40.00b 0.76+£0.11 b
Polisorbato 20  0.00 0.00 1.25 1.25 250¢c 1.02+0.00 a
Control 0.00 0.00 1.25 2.50 3.75¢ 0.99+0.04 a

Acuo0so 10.0 10.00 18.75 4250 250 73.75a 0.58+0.07 ¢
1.0 2.50 3.75 25.00 3.75 35.00¢c 0.83+0.10 b
0.1 2.50 2.50 2250 250 30.00 ¢ 0.87+0.04 b
0.01 1.25 3.75 28.75 16.25 50.00b 0.7940.07 b
Polisorbato 20 0.00 0.00 1.25 1.25 250d 1.02+0.00 a
Control 0.00 0.00 1.25 2.50 3.75d 0.99+0.04 a

*Datos con letras distintas por tratamiento son significativamente diferentes P<0.01.

DISCUSION

Los extractos crudos y aceites esenciales de especies vegetales presentan una compleja diversidad de
elementos quimicos, estos metabolitos secundarios se han utilizado durante mucho tiempo de forma
empirica en el control de vectores y agentes causales de enfermedades. Nuestros resultados coinciden
con estudios previos con solventes no polares, en los que se demuestra la actividad larvicida de extractos

vegetales de P. alliaceum sobre Cx. quinquefasciatus, evidentemente esta especie vegetal es un fuente
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rica en productos naturales con potencial para el control de este culicido, pero es necesario proseguir con
estudios en los que se evalle la toxicidad de esta especie para determinar los riesgos a la salud humana
antes que su uso se generalice. Se demostré que el aceite esencial extraido de hojas secas d P. alliaceum
puede ser un larvicida natural de Cx. quinquefasciatus y se sabe que los aceites esenciales son una fuente
rica de productos insecticidas (Gbolade et al. 2000; Adebayo et al. 1999). Se estimd la CLso del aceite
esencial a las 24h post tratamiento siendo 267.33 ppm (243.08 - 293.89) el valor medio para el control
de larvas de cuarto instar. Se evidenci¢ la efectividad del subproducto obtenido de la extraccion del aceite
esencial de P. alliaceum, al emplear concentraciones de 20 y 10% sobre larvas de segundo instar y sobre
larvas de cuarto instar al ser tratadas con el hidrolato al 40% presentando 100% de efectividad bioldgica;
esto nos permite considerar que los elementos quimicos efectivos del aceite esencial se encuentran en el

subproducto y que este puede emplearse como alternativa para el control de este diptero.

Cuadro 6. Duracion y formacidn larval y pupal y mortalidad total de larvas de Culex quinquefasciatus
tratadas con extractos vegetales de P. alliaceum.

Tratamiento Concentracion (%) Larval (Larva a pupa) Pupal (Pupa a adulto)
Formed (%) Duration (d) Formed (%) Duration (d)
Metanol 10 56.25 ¢ 11.25b 23.30a 13.02b
1 66.25 bc 16.65a 23.58a 18.77 a
0.1 63.75 bc 15.77 a 2402 a 17.75a
0.01 73.75b 15.20a 2161a 17.15ab
Polisorbato 20 96.25 a 17.12a 24.68 a 20.10a
Control 96.25 a 16.25a 23.05a 19.17 a
Etanol 10 48.75b 14.05b 14.10b 15.75b
1 51.25b 13.85b 25.00a 1552 b
0.1 53.75b 15.92 ab 24.42 a 17.97 ab
0.01 58.75 b 1955a 24.47 a 2290 a
Polisorbato 20 96.25 a 17.12 ab 24.68 a 20.10 ab
Control 96.25a 16.25 ab 23.05 ab 19.17 ab
Acuoso 10 28.75¢ 11.90¢c 22.82a 1360 c
1 68.75 b 15.07b 23.63a 17.05 be
0.1 7250 b 17.10 ab 24.13a 19.70 ab
0.01 66.25 b 18.72a 18.86 a 21.50a
Polisorbato 20 96.25a 17.12 ab 24.68 a 20.10 ab
Control 96.25 a 16.25 ab 23.05a 19.17 ab

*Datos con letras distintas por tratamiento son significativamente diferentes P<0.01.

La prolongacion en la duracion larval al aplicar extracto etandlico y acuoso de P. alliaceum demuestra
el efecto sobre el desarrollo normal del insecto, efectos similares fueron reportados por Sagar & Sehgal
(1997) al utilizar extracto acetonico de Azadirachta indica sobre larvas y pupas de mosquitos Cx. pipiens
y Aedes aegypti y, Singh (1996) utilizé extracto metandlico de semillas de neem donde pudo observar
prolongacion en el estadio larval de Cx. quinquefasciatus. Ndung'u et al. (2004) observaron después de
la exposicion de larvas de Anopheles gambiae Giles a extractos de corteza de raiz de cinco Melidceas
efectos de inhibicidn del crecimiento interesantes.

El efecto regulador de crecimiento sobre insectos se atribuye a compuestos que imitan la hormona

juvenil en artrépodos (Mulla, 1991) retrasando o prolongando su desarrollo o causando mal formaciones

58



que llevan a la muerte del mismo. En el presente trabajo se hace evidente el efecto larvicida de extractos
polares como el agua y el etanol, aunque existen reportes de efectividad con extractos menos polares
como los de Shrankhla et al. (2011) en el que determinaron concentraciones letales con valores de LCso
y LCqo a las 24 y 48h post tratamiento de 2.49, 15.06 y 1.16, 8.45 ppm respectivamente, cuando evaluaron
el extracto hexanico de P. alliaceum sobre larvas de Cx. quinquefasciatus y LCso de 8.7 ppm sobre lavas
de Anopheles stephensi (Liston) (Shrankhla et al. 2012). En el desarrollo experimental del estudio se
pudo apreciar que el aceite esencial y el extracto metanolico de P. alliaceum causan una coloracién café
oscura en el abdomen de las larvas tratadas, semejante a una necrosidad que ocasiona la muerte del
insecto y adultos quedaban atrapados en la exuvia de la pupa. Tabassum et al. (1993) observaron que
extractos de plantas afectan la morfologia de larvas de Cx. quinquefasciatus provocando pigmentaciones
y alteraciones en el abdomen y cabeza. Murty et al. (1997) reportan que adultos de Cx. quinquefasciatus
emergen de las pupas con deformaciones quedando atrapados en la cubierta exterior de la misma; del
mismo modo han reportado inhibicién de la emergencia de adultos al ser tratados con el extracto de hojas
de Polyalthia longifolia Sonn.

Sin embargo, el estudio de efectividad del aceite esencial e hidrolatos de P. alliaceum, asi como el
efecto de extractos vegetales polares sobre el crecimiento y desarrollo de larvas de este mosquito no ha
sido totalmente investigado. En la literatura consultada no se encontré antecedentes del efecto inhibitorio
de crecimiento de extractos vegetales y accion larvicida del aceite esencial e hidrolato de P. alliaceum
presentados en los resultados de esta investigacion por lo que representan el primer reporte de este tipo
sobre larvas de Cx. quinquefasciatus. Se reporta prolongacion larval con la exposicion de las larvas de
A. stephensi a dosis sub-letales de neem (Su & Mulla, 1999; Murugan et al. 1996). Shaalan et al. (2005)
comentan que metabolitos secundarios de muchas especies vegetales muestran efectos sobre el
crecimiento y desarrollo en diversas etapas bioldgicas de mosquitos; ocasionando un amplio rango de
efectos como retrasos y prolongaciones del desarrollo larval y pupal, inhibicién de muda, anomalias
morfoldgicas y mortalidad; especialmente durante el proceso de muda y melanizacion.

La composicion quimica de esta especie vegetal ha sido estudiada por Verma et al. (2012) en la que
analizaron los compuestos volatiles de hojas de P. alliaceum a través de cromatografia de gases acoplado
a masas (GC-MS) determinando como compuestos mayoritarios disulfuro de dialilo (65.9%) y trisulfuro
de dialilo (29.6%), compuestos organosulfurados derivados de allicina que le brindan el aroma
caracteristico a ajo. Rao et al. (1999) al analizar el aceite esencial de hojas de P. alliaceum a través GC-
MS determinaron la presencia de trisulfuro de dialilo (44%), disulfuro de dialilo (37%) 1-octen-3-ol (5%)
y tetrasulfuro de dialilo (4%). Compuestos volatiles identificados en este estudio a través de SPME. El
fuerte aroma a ajo que emana de las hojas de P. alliaceum es debido a naftaquinonas derivadas del

lapachol y de compuestos secundarios como el disulfuro de alilo, aliina, alicina o sulfuro de dialilo entre
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los mas representativos, algunas naftaquinonas pueden resultar citotoxicas lo que explica las propiedades
insecticidas de estos compuestos (Thomson, 1971; Itokawa et al. 1992; Tang, 2007; Martin et al. 2007).

das Gracas et al. (2009) mencionan la presencia de polisulfuros de alilo en el aceite esencial de esta
especie. Itokawa et al. (1992) informan que al utilizar extracto metandélico de tallo observaron actividad
citotoxica contra células del cancer de colon. Rugkeart et al. (2005) reportan actividad antioxidante y
antimicrobiana con extracto de éter de petroleo y etanol. Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn (2009)
documentan que sulfuro de dialilo fue capaz de inhibir el crecimiento de cepas bacterianas de origen
alimentario.

En conclusién, los resultados obtenidos contribuyen en conocer el efecto insectistatico y elementos
guimicos de P. alliaceum, los resultados del analisis quimico denotan como constituyentes mayoritarios
del aceite esencial de hojas secas a disulfuro de dialilo (50.05%) y sulfuro de dialilo (11.77%). Se
demostrd por primera vez la actividad larvicida del aceite esencial e hidrolatos de P. alliaceum contra
larvas de Cx. quinquefasciatus; los extractos acuosos, etanolicos y metanolicos de hojas inhiben el
crecimiento y desarrollo normal del insecto prolongando y retrasando la duracion larval y pupal del
culicido. Estos resultados demuestran el potencial de esta especie vegetal para ser incluida como

alternativa de control de este mosquito.
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CAPITULO 3
Actividad larvicida y caracterizacién quimica del aceite esencial de hojas de
Persea americana (Lauraceae) contra Culex quinquefasciatus(Say)?!

Mosquito larvicidal activity and chemical characterization of essential oil from leaves of Persea
americana Miller (Lauraceae) against Culex quinquefasciatus (Say)

RESUMEN

El trabajo se desarrollo para investigar el efecto larvicida de mosquitos de aceite esencial de hojas
secas de Persea americanasobre Culex quinquefasciatus y determinar la composicion quimica del aceite
esencial. Grupos de veinte larvas fueron utilizados en los ensayos de larvicidas. Se estimé la mortalidad,
indice de crecimiento relativo, la duracién y la viabilidad de las larvas y pupas. Se analizd el aceite
esencial mediante microextraccion en fase sélida utilizando cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas. Los compuestos mas abundantes fueron Estragol (61.86%), sabineno (15.16%)
y 1R-a-pineno (14.25%). El aceite esencial a 800 ppm inhibe el crecimiento de las larvas moquito a
26.73% (0.74) y 50 ppm a 16.83% (0.84), mientras que el control no tratado y polisorbato 20 registraron
1.01 respectivamente. La viabilidad de larva a pupa disminuy6en 53.25% con 800 ppm de aceite esencial
causando una prolongacion del desarrollo en 14.14 dias, mientras que el control tuvo una durabilidad en
su desarrollo de 12 dias. En la fase de pupa-adulto utilizando 800 ppm se formaron 22.36% aultos y
21.81% con 50 pmm, hubo prolongacion de 15.88 dias y un retraso en el desarrollo de 13.62 dias
respectivamente, mientras que el control registr6 14.63 dias. La mortalidad al final del experimento
registré 57.50% con 800 ppm, disminuyendo gradualmente a 40.00% con 50 ppm del aceite esencial de
aguacate. El estudié demostr6 la actividad larvicida de aceite esencial de aguacate; inhibiendo el

crecimiento y desarrollo normal del mosquito, prolongando la duracion de larvas y pupas.
Palabras clave: control de mosquitos, inhibicion del crecimiento, desarrollo, aceites esenciales.

ABSTRACT

The aim of the study was investigate mosquito larvicidal effect of essential oil from dried leaves of
P. americana on Culex quinguefasciatus and determine the chemical composition of the essential oil and
its volatile. Groups of twenty larvae were used in the larvicidal assays. The mortality, relative growth
index, larval and pupal duration and viability was estimated. The essential oil were analyzed by solid
phase microextraction using gas chromatography coupled to mass spectrometry. The most abundant
compounds were Estragole (61.86%), Sabinene (15.16%) and 1R-a-Pinene (14.25%). The essential oil
to 800 ppm inhibits up the growth of moquito larvae to 26.73% (0.74) and 50 ppm to 16.83% (0.84),

*Articulo enviado a la revista Asian Pacific Journal of Tropical Disease
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while the untreated control and polysorbate 20 recorded 1.01 respectively. The viability of larva to pupa
decreased 53.25% with 800 ppm of essential oil causing prolongation of development in 14.14 days,
while the control had a durability in its development of 12 days. In the pupa-adult phase using 800 ppm
22.36% adults were formed and 21.81% with 50 pmm, there was prolongation of 15.88 days and delay
of 13.62 days in the development respectively, while the control record 14.63 days. Mortality at the end
of the experiment record 57.50 % with 800 ppm, gradually decreased to 40% with 50 ppm of avocado
oil. The study demostrated the larvicidal activity of essential oil of Mexican avocado; inhibited the
normal growth and development of mosquito larvae, prolonging larval and pupal duration.

Keywords:mosquito control,growth inhibition, development, essential oils, avocado.

INTRODUCCION

Persea americana Miller (Lauraceae) (P. americana), conocido como el aguacate mexicano
yl/oaguacatillo (Owolabi et al. 2005) es originaria de México y América Central, pero se encuentra en la
mayoria de los paises tropicales y subtropicales (Ortiz et al. 2004). La familia Lauraceae incluye 50
géneros y unas 2200 especies (Chanderbali et al. 2001). La corteza, frutos y hojas se usan en medicina
tradicional en el Sur y Centro América para el tratamiento de diversas dolencias. Las investigaciones se
han centrado en diversas partes de la planta, y se ha demostrado que el extracto de hojas tiene actividad
anti-diabética (Lima et al. 2012), efecto hipoglucemiante (Gondwe et al. 2008), efecto anti-espastica
(Odo, 2013), propiedades analgésicas y antiinflamatorias (Adeyemi et al. 2002). Las personas han
utilizado diversas partes de plantas, productos y metabolitos secundarios de origen vegetal en el control
de plagas desde tiempos histéricos (Ghosh et al. 2012). En las Gltimas décadas se ha producido un
aumento significativo en el uso de productos naturales, centrandose en el potencial de utilziacion en la
agricultura y el control del mosquito vectores de enfermedades de importancia en salud publcia. Las
enfermedades transmitidas por mosquitos siguen siendo una causa importante de padecimeintos,
molestias y muerte en todo el mundo (Taubes, 2000); el control de estos insectos se ha complicado debido
a la resistencia adquirida a los insecticidas sintéticos, asi como la toxicidad de los mismos sobre
organismos no objetivo (Rohani et al. 2001). Los aceites esenciales han sido reportados como fuentes
alternativas para el control de insectos, porque algunos son selectivos, biodegradables y productos no
toxicos (Pavela, 2007; Isman, 2006). También se ha documentado el potenciallarvicida sobre mosquitos
(Granados-Echegoyen et al. 2014; Govindarajan et al. 2013; Kamaraj et al. 2009). Algunos miembros de
la familia Lauraceae son fuentes importantes de sustancias bioactivas con propiedades que actiian como
insecticidas (Furtado et al. 2014, Cuca-Suarez et al. 2012).

Culex quinquefasciatus (Say) (Diptera: Culicidae) (Cx. quinquefasciatus) es un miembro del

complejo Culex pipiensy es una de las especies de mosquitos méas extendidos a nivel mundial que se
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encuentra en regiones tropicales y subtropicales y se ha reportado que es resistente a insecticidas
sintéticos para su control. Los mosquitos pueden ser vectores de enfermedades humanas graves como la
malaria, la encefalitis, la fiebre amarilla, el dengue y la filariasis. La filariasis linfatica cominmente
conocida como elefantiasis considerada como la segunda enfermedad mas comun a nivel mundial es
transmitida por mosquitos infecciosos y es una enfermedad tropical desatendida (Gyapong et al. 2010).
Por esa razon, hemos disefiado el presente estudio con el fin de investigar el efecto larvicida del aceite
esencial de hojas secas de P. americana sobre Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicdae) y determinar

la composicion quimica del aceite esencial.

MATERIALES Y METODOS
Poblacion de larvas de mosquito

Las larvas de Cx. quinguefasciatus se obtuvieron del insectario del CIIDIR Oaxacadel laboratorio de
produccion masiva que cuenta con una cria de insectos en jaulas entomologicas y es alimentada con la

introduccion de una gallina inmovilizada semanalmente.

Preparacion del material vegetal

Se colectaron hojas frescas de P. americana en Santa Maria Huitepec, Oaxaca, Mexico. La planta fue
seleccionada por sus propiedades aromaticas y por el uso etnobotanicos que le da la poblacion. La
identificacion taxonomica fue realizada por el curador del herbario del CIIDIR Oaxaca y se deposito una
muestral de referencia en el laboratorio para futuras consultas. EI material fue lavado con agua y puesto

sobre papel periodico en sombra para su secado.

Extraccion del aceite esencial

El material seco se rehidrato durante 45 minutos antes de la extraccion. El aceite esencial fue obtenido
sometiendo 300 g de material vegetal a hidrodestilacion convencional durante tres horas con un aparato
tipo Clevenger. La capa de aceite esencial se separo de la fase acuosa con un tubo de separacion y al
resultante se le afiadio sulfato de sodio anhidrido Na,SO4 para almacenarlo en frascos color ambar a 4°C

hasta ser utilizados.

Cromatografia de gases (GC-MS) e identificacion de compuestos volatiles

La identificacion de compuestos volatiles se realizé mediante microextraccion en fase sélida (SPME).
Se utilizaron fibras recubiertas con polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 micras. Las fibras fueron
acondicionadas antes de su uso por calentamiento en el puerto inyector cromatografico realizando una
carrera completa en el sistema. Para poner en contacto los volatiles con la fibra, se utilizaron frascos

esterilziados de 5 ml de capacidad color ambar. Cuatro uL de aceite esencial se depositaron en los frascos
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y se mantuvo dentro la fibra por 4 min; posteriormente se hizo la insercion de la aguja en el puerto
inyector del sistema cromatogréfico. El andlisis se realiz6 en un sistema HP 6890 - 5973 GC-MS. Los
compuestos fueron separados en una columna capilar HP-5MS. La temperatura del horno se programo
de 40 a 250 ° C con un aumento de intervalos de 10 °C min* y una duracién total de la corrida de 21
min. Los porcentajes relativos de los compuestos de aceites esenciales se obtuvieron utilizando helio
como gas acarreador con un caudal de 1,0 mimin™. Los compuestos se identificaron por el tiempo de
retencion y espectros de masa de la biblioteca NIST 02; se hizo una comparacion de los espectros con
los almacenados en la biblioteca NIST 14.

Preparacion de las concentraciones de aceites esenciales

A partir de la solucién madre de aceite esencial, se tomaron 0.008 ml y se diluyeron en 10 ml de agua
destilada con 0.01% de polisorbato 20 que sirvié como un emulsionante a la solucion, obteniendo de este
modo la concentracion de 0.08% (800 ppm), y posteriormente por dilucién volumétrica en serie se
prepararon concentraciones de 400, 200, 100 y 50 ppm y se usaron para bioensayo sobre larvas de

segundo instar temprano.

Actividad larvicida y bioensayos de inhibicion de crecimiento

El efecto de la mortalidad total y parcial sobre larvas de segundo instar de Cx. quinquefasciatus se
determind al momento de obtener el indice relativo de crecimiento (IRC) y al final del experimento,
respectivamente. Para el establecimiento de los bioensayos, se seleccionaron grupos de 20 larvas y se
colocaron en un vaso de precipitado de plastico con 99 ml de agua destilada. Cuando las larvas no
tuvieron movimientos normales en comparacion con el control, se consideraron muertas y al ser
perturbadas con un pincel en la regién cervical sin muestras de reaccion. Cada unidad experimental
recibié 1 ml de las concentraciones utilizadas con cuatro repeticiones. Cada bioensayo incluy6 un
tratamiento de control con 0.01% de polisorbato 20 y uno sin la aplicacion de tratamiento. Cuando los
tratamientos de control presentaron entre 90 a 93% las pupas formadas, pupas muertas y vivas se
contaron y se agruparon en cada etapa. Los adultos fueron considerados muerto al quedar atrapados en
el exuvia de la pupa y larvas y pupas muertas aquellas que no mostraron movimientos normales
(Martinez-Tomaés et al. 2009). Con la informacion recopilada, se estimé el indice de inhibicion del

crecimiento (Zhang et al. 1993).

Viabilidad y duracién de larva y pupa
La duracion de las larvas y pupas se obtuvo multiplicando el porcentaje de pupas y adultos
desarrollado por el namero de dias en que se desarroll6 en cada repeticion, estos valores se suman y el

total se divide por el porcentaje total de pupas y adultos desarrollado. La viabilidad de las larvas y pupas
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se estimé contando el numero de individuos que llegd a pupas y adultos y se expresa en porcentaje de

acuerdo con el namero inicial de los individuos tratados.

Andlisis estadistico

En todas las pruebas, no se detecto mortalidad en el control después de la exposicion de tratamientos,
por lo que no se requirio correccion basado en la formula de Abbott. El indide de crecimiento,la duracion
larval y pupal se expresan como media + SE (n = 4). Se realizo un analsis de varianza seguido de la
prueba de Duncan con un valor de p de 0,01 para considerarlos como significativo. El analisis de los
datos se realiz6 utilizando el software SAS 9.0.

RESULTADOS
Identificacion de compuestos volatiles

El hidrodestilacion asistida con microondas de 300 g de hojas secas de P. americana en 1000 ml de
agua, mostro un aceite transparente con un rendimiento de 0.24%. Los compuestos volatiles se muestran
en el Cuadro 1. Mediante la comparacién de los espectros de masas de cada compuesto con los datos
reportados en la biblioteca NIST 14, se identificaron 11 compuestos que representa 99.99%. Los

compuestos mas abundantes fueron Estragol (61.86%), sabineno (15.16%) y 1R-a-pineno (14.25%).

Cuadro 1. Composicion quimica de los volatiles extraidos de hojas secas de P. americana.

Pico # Tiempo de Retencion ~ Compuestos Composicion (%)
1 6.05 1R-a-Pineno 14.25
2 6.24 Campheno 0.66
3 6.78 Sabineno 15.16
4 6.85 B-Pineno 2.10
5 7.55 Eucalyptol 3.08
6 7.74 1,3,6-Octatriene, 3,7-dimethyl-, (2)-  0.37
7 8.63 Linalool 1.96
8 10.32 Estragole 61.86
9 11.51 Anethole 0.15
10 12.99 Methyleugenol 0.24
11 13.34 Caryophylleno 0.16
Total (%) 99.99

Actividad larvicida e inhibicion del crecimiento

El cuadro 2 muestra los resultados de susceptibilidad de larvas de segundo instar de Cx.
quinquefasciatus al aceite esencial de P. americana; se registro6 mas del 50% de mortalidad entre larvas
y pupas de mosquitos usando 800 ppm del producto, presentando una disminucion proporcional en la
eficacia bioldgica al disminuir la dosis a 50 ppm con un efecto toxico del 35%. El aceite esencial de P.
americana con las dosis utilizadas inhibi6 el crecimiento de las larvas, 800 ppm inhibe el crecimiento a
26.73% (0.74) y 50 ppm a 16.83% (0.84), mientras que el control y polisorbato 20 registraron 1.01

respectivamente.
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Cuadro 2. Numero y porcentaje parcial de larvas y pupas muertas e indice relativo de crecimiento (IRC)
de larvas de segundo instar de Culex quinquefasciatus tratadas con aceite esencial de Persea americana.
Mortalidad Parcial

Concentracion N° Larva -
(opm) (4 rep.) N° de larvas y pupas por instar % IRC

1 11 [\ Pupa
800 80 0.00 1.00 40.00 3.00 55.00+12.24 a 0.74£0.07 c
400 80 0.00 0.00 3400 3.00 46.25 +12.50 ab 0.78 £0.07 bc
200 80 0.00 0.00 34.00 1.00 4375+ 4.78 ab 0.81£0.01 bc
100 80 0.00 0.00 3100 4.00 43.75+6.29 ab 0.80 £0.03 bc
50 80 0.00 0.00 23.00 5.00 35.00+£8.16b 0.84+£0.05b
Control 80 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00+0.00c 1.01+0.02a
Polysorbato 20 80 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00+0.00c 1.01+0.02a

Durabilidad y la viabilidad de larva y pupa

El Cuadro 3 muestra la viabilidad de larvas de segundo estadio de Cx. quingquefasciatus tratadas con
aceites esenciales de hojas secas de P. americana; la viabilidad de larvas a pupas disminuyé 53.25%
cuando se utilizan 800 ppm de aceite causando prolongacién del desarrollo en 14.14 dias, mientras que
el control tiene una durabilidad en su desarrollo de 12 dias. En la fase de pupas a adultos utilizando
800ppm se formaron 22.36% de adultos y 21.81% con 50 pmm, hubo prolongacion de 15.88 dias y un
retraso de 13.62 dias en el desarrollo, el control registr6 14.63 dias. La mortalidad al final del
experimento registré 57.50% con 800 ppm, la mortalidad disminuyé gradualmente hasta el 40% con 50
ppm de aceite de aguacate.

Cuadro 3.Duracién de las fases de desarrollo de larvas y pupas y mortalidad total de larvas de Culex
quinguefasciatus tratadas con aceite esencial de Persea americana.

Concentracion Larval (Larvas a pupas) Pupal (Pupas a adultos) Mortalidad

(ppm) Formdas (%) Duracion (d) Formadas (%6) Duracion (d) (%)

800 46.25 ¢ 14.14 +0.60 a 22.36 a 15.88+0.91a 5750 a

400 55.00 be 13.33+1.87ab 20.19a 15.08 £1.77 ab 47.50 ab

200 57.50 be 12.79 £ 0.56 ab 2445 a 14.14+£0.88b 43.75 ab

100 61.25b 1244 +0.72b 2295a 14.42 £0.90 ab 43.75 ab

50 68.75b 13.04 +£0.31 ab 218la 13.62+0.19b 40.00b

Control 100.00 a 12.47+1.18b 25.00 a 14.63 +1.05ab 0.00c

Polysorbato 20 100.00 a 12.53+0.99b 25.00a 14.45+0.71 ab 0.00 ¢
DISCUSION

En este estudio se observo que el desarrollo del mosquito Cx. quinguefasciatus se extiende en la etapa
de larvas-pupas con dosis de 800 a 50 ppm, también en la fase de pupas a adultos con dosis que van
desde 800 a 100 ppm, estos resultados son similares a los obtenidos por Cabral et al. (2007) que evaluaron
un neoliganano (yangambin) aislado de varias especies de Lauraceae sobre la duracion de la fase de larva
y pupa en el desarrollo de la mosca Chrysomya megacephala (Fabricius1794) (Diptera: Calliphoridae)
obtuvieron resultados de 6.07 y 5.48 dias respectivamente, mostrando diferencias significativas
(p<0.001) cuadno se compara con el grupo control que muestran 5.51 y 4.39 dias respectivamente.

Regnault-Roger & Hamraoui (1994) usaron aceites esenciales aromaticos de Cinnamomum verum
(Lauraceae) obteniendo resultados eficaces y controlando totalmente el desarrollo biolégico de larvas
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Acanthoscelides obtectus Say (Coleoptera: Bruchidae). La toxicidad de aceites esenciales sobre insectos
de productos almacenados esta influenciada por la composicion quimica del aceite, que a su vez depende
de la fuente, temporada y las condiciones ecoldgicas, método de extraccion, tiempo de extraccion y parte
de la planta utilizada (Lee et al. 2001).

Los resultados de la composicion quimica varian con respecto a la labor realizada, Ogunbinu et al.
(2007) investigd la composicion de los aceites esenciales de P. americana de Nigeria determinando a 8-
cariofileno (43.9%) y valenceno (16.0%) como los compuestos méas abundantes, pero no son similares a
los compuestos identificados por Pino et al. (2004) quienes determinaron Estragol (53.9%) como el
componente principal en el aceite de P. americana var. drymifoliacv Duke de Cuba.

Larijani et al. (2010) investigaron los componentes de las hojas de P. americana cultivada en Irdn y
los compuestos més abundantes encontrados fueron metileugenol (31.2%), B-cariofileno (16.9%) y
estragol (=metilchavicol) (9.0%); estos resultados son similares a las de nuestro trabajo en la
determinacion de compuestos pero no en abundancia de porcentaje porque en nuestro estudio estragol
(61.86%) es la mas abundante y Metil eugenol (0.24%) uno de los compuestos con menor presencia.

Sagrero-Nieves & Bartley (1995) investigaron la composicion quimica de los voléatiles del aceite
esencial de las hojas de aguacate raza Mexicana (P. americana) por cromatografia de gases y
cromatografia de gases-espectrometria de masas; donde identificaron treinta compuestos en 92.45% del
aceite; estragol (78.12%), a-cubebeno (3.58%), metil eugenol (3.37%) y B-cariofileno (2.10%) fueron
los principales componentes que representaron més del 87%. El estragol y sus compuestos fendlicos han
sido reportados por presentar importantes propiedades insecticidas (Marcus & Lichtenstein, 1979).

Existe evidencia del potencial de P. amerciana como una estrategia para el control de mosquitos,
pero éstos han sido realziados principalmente con extractos de diferentes partes de plantas y con
solventes de polaridad variable, ejemplo de ello es el trabajo de Giffoni et al. (2009) en el cual
determinaron concentraciones letales CLsocontra larvas de Aedes aegypti de 16.7 mg mL"con extracto
hexanico y de 8.87 mg mL"con el de metanol a partir de semillas de aguacate, asi mismo se encuentra
el trabajo de Torres et al. (2014) donde evaluaron la toxicidad del extracto crudo de etanol y hexano
dediferentes partes de P. americana sobre tercer y cuarto instar de larvas de Aedes aegypti. La mortalidad
fue observada en 24 y 48h después del tratamiento. Tanto el extracto de hexano como el de etanol de
distintas partes de P. americana muestran evidencia de toxicidad sobre larvas. El extracto de hexano de
las semillas expuso la toxicidad mas alta con valores de ClLsp y ClLg de 9.82 y 22.19 mg/L
respectivamente, mientras que el extracto de semilla de etanol expuso CLse de 16.48 mg/L y CLgo de
45.77 mg/L, respectivamente. Esto fue estrechamente cercano por el extracto de etanol de la cascara con
CLso de 10.35 mg/L y CLgo de 26.29 mg/L. La pulpa extraida con etanol también mostro toxicidad sobre
larvas con CLso de 21.32 mg/L y CLgo de 59.45 mg/L.
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Harrison-Ferreira (2010) estim6 CLso de extractos de semilla y corteza del tallo de P. americana
sobre Aedes albopictus (Skuse) de 3.5y 4.2 para larvas y 75.2 y 68.9 mg/L para pupas respectivamente.
Diversos estudios indican que los monoterpenos causan mortalidad del insecto inhibiendo la actividad
de la enzima acetilcolinesterasa (Houghton et al. 2006).

Ramos-Casillas et al. (2007) evaluaron el extracto metanolico de los huesos de esta planta mostrando
eficacia sobre tercer y cuarto estadio larval de Ae. aegypti, determinando CLso y CLgs a las 24h de 20.39
y 41.64 ppm respectivamente, aunque los efectos insecticidas de los quimicos de las plantas varian no
s6lo a las especies vegetales, especies de mosquitos y las partes utilizadas, sino también a la metodologia
empleada para su extraccion (Ghosh et al. 2012; Mann & Kaufman, 2012).

LITERATURA CITADA

Adeyemi OO, Okpo SO, Ogunti OO (2002). Analgesic and antiinflammatory effects of the aqueous
extract of leaves of Persea americanaMill (Lauraceae). Fitoterapia 73: 375-380.

Cabral MMO, Mendonca PM, Gomes CMS, Barbosa Filho JM, Queiroz MMC, Mello RP. Biological
activity of neolignans on the post-embryonic development of Chrysomya megacephala. Fitoterapia.
2007; 78(1):20-4.

Chanderbali AS, Werff Hvd, Renner SS. Phylogeny and historical biogeography of Lauraceae: evidence
from the chloroplast and nuclear genomes. Ann Mo Bot Gard. 2001; 88(1):104-34.

Cuca-Suarez LE, Dary Luz Mendoza-Meza, Juan Manuel Alvarez-Caballero, Victor Enrique Macias-
Villamizar, Ericsson David Coy-Barrera. Acaricide activity of Lauraceae extracts agaisnt domiciliary
mites Dermatophagoides farinae and Blomia tropicalis. Revista Cubana de Plantas Medicinales.
2012; 17(4): 308-319.

Furtado R., J. Baptista, E. Lima, L. Paiva, J.G. Barroso, J.S. Rosa, L. Oliveira. Chemical composition
and biological activities of Laurus essential oils from different Macaronesian Islands. Biochemical
Systematics and Ecology 55 (2014) 333-341.

Garcez WS, Garcez FR, da Silva LMGE, Hamerski L. Larvicidal activity against Aedes aegypti of some
plants native to the West-Central region of Brazil. Bioresource Technology. 2009; 100(24):6647-50.

Ghosh A, Chowdhury N, Chandra G. Plant extracts as potential mosquito larvicides. Indian J Med Res
2012; 135(5): 581-598.

Giffoni Leite JJ, Erika Helena Salles Britol, Rossana Aguiar Cordeiro, Raimunda Samia Nogueira
Brilhante, José Julio Costa Sidrim, Luciana Medeiros Bertini, Selene Maia de Morais and Marcos
Fabio Gadelha Rocha. Chemical composition, toxicity and larvicidal and antifungal activities of
Persea americana (avocado) seed extracts. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical
42(2):110-113, 20009.

71



Gondwe, M., Kamadyaapa, D.R., Tufts, M.A., Chuturgoon, A.A., Ojewole, J.A., Musabayane, C.T.,
2008. Effects of Persea americana Mill (Lauraceae) [Avocado] ethanolic leaf extract on blood
glucose and kidney function in streptozotocininduced diabetic rats and on kidney cell lines of the
proximal (LLCPK1) and distal tubules (MDBK). Methods and Findings in Experimental and Clinical
Pharmacology 30, 25-35.

Govindarajan, M., Sivakumar, R., Rajeswary, M., Veerakumar, K., 2013. Mosquito larvicidal activity of
thymol from essential oil of Coleus aromaticus Benth. against Culex tritaeniorhynchus, Aedes
albopictus, and Anopheles subpictus (Diptera: Culicidae). Parasitol. Res. 112, 3713-3721.

Granados-Echegoyen C, Pérez-Pacheco R, Soto-Hernandez M, Ruiz-Vega J, Lagunez-Rivera L, Alonso-
Hernandez N, et al. Inhibition of the growth and development of mosquito larvae of Culex
quinguefasciatus (Diptera: Culicidae) treated with extract from leaves of Pseudocalymma alliaceum
(Bignonaceae). Asian Pac J Trop Med 2014; 412-420.

Gyapong, J., Gyapong, M., Yellu, M., Anakwah, K., Amofah, G., Bockarie, M., Adjei, S., 2010.
Integration of control of neglected tropical diseases into health-care systems: challenges and
opportunities. Lancet 375 (9709), 160-165.

Harrison-Ferreira G. 2010. Toxicological effects of ethanolic extract of seed and bark of Persea
americana (Lauraceae), on larvae and pupae of Aedes albopictus (Skuse, 1894) (Diptera, Culicidae).
Vita et Sanitas, Trindade-Go, 4; 21-25.

Houghton, P.J., Ren, Y., Howes, M.J., 2006. Acetylcholinesterase inhibitors from plants and fungi.
Natural Products Reports 23, 181-199.Sanchez-Pérez JDL, Jaimes-Lara MG, Salgado-Garciglia R,
Lépez-Meza JE. Root extracts from Mexican avocado (Persea americana var. drymifolia) inhibit the
mycelial growth of the oomycete Phytophthora cinnamomi. Eur J Plant Pathol (2009) 124:595-601.

Isman, M.B., 2006. Botanical insecticides, deterrent, and repellent in modern agricultura and
increasingly regulated world. Annu. Rev. Entomol. 51, 45-66.

Kamaraj, C., Bagavan, A., Rahuman, A.A., Zahir, A.A., Elango, G., Pandiyan, G., 2009. Larvicidal
potential of medicinal plant extracts against Anopheles subpictus Grassi and Culex tritaeniorhynchus
Giles (Diptera: Culicidae). Parasitol. Res. 104, 1163-1171.

Larijani K, Abdolhossein Rustaiyan, Parviz Abroomand Azar, Fereshteh Nematollahi and Sepehr Taban.
Composition of essential oil of leaves of Persea americanacultivated in Iran. Chemistry of Natural
Compounds 2010, 46(3): 489-490.

Lee, S.E., Lee, B.H., Choi, W.S., Park, B.S., Kim, J.G., Campbell, B.C., 2001. Fumigant toxicity of
volatile natural products from Korean spices and medicinal plants towards the rice weevil, Sitophilus
oryzae (L). Pest Management Science 57, 548-553.

Lima CR, C.F.B. Vasconcelos, J.H. Costa-Silva, C.A. Maranhao, J. Costa, T.M. Batista, E.M. Carneiro,

L.A.L. Soares, F. Ferreira, A.G. Wanderley. Anti-diabetic activity of extract from Persea americana

72



Mill. leaf via the activation of protein kinase B (PKB/AKkt) in streptozotocin-induced diabetic rats.
Journal of Ethnopharmacology 141 (2012) 517— 525.

Mann, R.S., Kaufman, P.E., 2012. Natural product pesticides: their development, delivery and use
against insect vectors. Mini-Rev. Org. Chem. 9, 185-202.

Marcus C, Lichtenstein E P 1979 Biologically active components of anise: Toxicity and interactions with
insectiicides in insects. J Agric Food Chem 27 1217-1223.

Martinez-Tomas SH, Pérez-Pacheco R, Rodriguez-Herndndez C, Ramirez-Valverde G, Ruiz-Vega J.
Effects of an aqueous extract of Azadirachta indica on the growth of larvae and development of pupae
of Culex quinquefasciatus. Afric J Biotechnol 2009; 8: 4245-4250.

Odo CE. Anti-motility and reductions in the concentrations of gut electrolytes: Bases for the anti-spastic
use of the leaves of Persea americana in folk medicine. Journal of Pharmacy Research 6(2013) 336-
341.

Ogunbinu AO, Ogunwande IA, Flamini G, Cioni PL (2007) Volatilecompounds of Persea americana
Mill from Nigeria. Journal of Essential Oil Bearing Plants 10(2): 133 — 138.

Ortiz MA, Dorantes AL, Gallndez MJ, Cardenas SE (2004). Effect of a novel oil extraction method on
avocado (Persea americanaMill) pulp microstructure. Plant Foods Hum. Nutr. 59: 11-14.

Owolabi, M.A., Jaja, S.1., Coker, H.A.B., 2005. Vasorelaxant action of aqueous extract of the leaves of
Persea americana on isolated thoracic rat aorta. Fitoterapia 76, 567-573.

Pavela, R., 2007. Possibilities of botanical insecticide exploitation in plant protection. Pest. Tech. 1, 47—
52.

Pino, J.A., R. Marbot, A. Rosado, and V. Fuentes. 2004. Volatile components of avocado (Persea
americana Mill.) cv. Moro grown in Cuba. J. Essent. Oil Res. 1682): 139-140.

Ramos-Casillas F, Azucena Oranday Cardenas, Maria Luisa Rodriguez Tovar, Ma. Julia Verdes Star,
Adriana Flores Suérez, Gustavo Ponce Garcia. 2007. Efecto larvicida del extracto de hueso de Persea
americana var. Hass, en Aedes aegypti (L.). Ciencia UANL, 10(1): 25-28.

Regnault-Roger C and Hamraoui A. Inhibition of reproduction of Acanthoscelides obtectus Say
(Coleoptera), a kidney vean (Phaseolus vulgaris) bruchid, by aromatic essential oils. Crop Protection
1994, 13(8): 624-628.

Rohani, A., Chu, W.L., Saadiyah, 1., Lee, H.L., Phang, S.M., 2001. Insecticide resistance status of Aedes
albopictus and Aedes aegypti collected from urban and rural in major towns of Malaysia. Trop.
Biomed. 18 (1), 29-39.

Sagrero-Nieves L and Bartley JP. VVolatile Components of Avocado Leaves (Persea americanaMill) from
the Mexican Race. J Sci Food Agric 1995, 67: 49-51.

Taubes, G., 2000. Vaccines. Searching for a parasites weak spot. Science 290 (5491), 434-437.

73



Torres RC, Garbo AG, Walde RZML. Larvicidal activity of Persea americanaMill. againstAedes
aegypti. Asian Pac J Trop Biomed 2014; 4(12): 960-964.

Zhang M, Chaudhuri SK, Kubo I. Quantification of insect growth and its use in screening of naturally
occurring insect control agents. J Chem Ecol 1993; 19: 1109-1118.

74



CAPITULO 4
Efectos del extracto acuoso y etandlico de hojas secas de Pseudocalymma
alliaceum (Bignonaceae) sobre los paradmetros hematologicos y bioquimicos
de ratas Wistar?

Effects of aqueous and ethanol extract of dried leaves of Pseudocalymma alliaceum (Bignonaceae) on
haematological and biochemical parameters of wistar rats

RESUMEN
Se evaluaron extractos acuosos y etandlicos de hojas secas de Pseudocalymma alliaceum,
administrando 50, 100 y 200 mg/kg de peso corporal a ratas wistar via oral por 14 dias, se aleatorizaron
4 grupos con 3 repeticiones. No se registraron muertes después de la administracion oral de los extractos,
ni se observaron signos fisicos de toxicidad ni efectos adversos al tratamiento. Los indices hematoldgicos
eritrocitos, hemoglobina y hemoglobina corpuscular media no mostraron anormalidad significativa, en
cambio se mostré una disminucion en los niveles de la serie blanca presentando una leucopenia y un
aumento plaquetario y de linfocitos. Los parametros bioguimicos que aumentaron fueron glucosa,
creatinina y albumina, mientras que la urea disminuy®d; los valores de TGO disminuyeron con el extracto
acuoso a 50 y 100 mg/kg y aumento con la dosis de 200 mg/kg, en cambio para extractos etanélicos las
dosis empleadas ocasionaron un aumento en este parametro. La TGP disminuy6 con el extracto acuoso
y con el etandlico se incrementd. Los triglicéridos disminuyeron al administrar el extracto acuoso y se
redujo con el extracto etandlico a 100 y 200 mg/kg, en cambio a 50 mg/kg decreci6 al ser comprado con
el control. El colesterol disminuy6 con el extracto acuoso y aumento con el extracto etandlico. En
conclusidn, la ingesta de Pseudocalymma no produce toxicidad aguda a 50 mg/kg que pudieran ser
interpretadas como signos toxicos o de dafio bioldgico, pero altera la funcién hepatica y renal a

dosificaciones de 100 y 200 mg/kg.
Palabras clave: Toxicologia, Pseudocalymma, extractos botanicos, ratas.

ABSTRACT

The aim of this research wasto determine the hematological status, liver and renal physiology and
cardiovascular risk parameters in wistar rats received orally 50, 100 and 200 mg/kg of body weight of
aqueous and ethanolic extract of dried leaves of Pseudocalymma alliaceum for 14 days. The animals
were completely randomized into four groups of three rats each. No deaths were reported after oral
administration of the extracts, no physical signs of toxicity or adverse effects were observed.
Hematological indices of red blood cell count, hemoglobin concentration and mean corpuscular

hemoglobin showed no significant abnormality, however showed a decrease in the levels of white series

!Articulo aceptado para publicacion en la revista Asian Pacific Journal of Reproduction (JCR)
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presenting a leukopenia and increased platelet and lymphocyte count. Biochemical parameters were
increased glucose, creatinine and albumin, while urea decreased; aspartate aminotransferase values
decreased with the aqueous extract at 50 and 100 mg/kg and increased with dose of 200 mg/kg, in contrast
to the doses used ethanol extracts caused an increase in this parameter. The alanine aminotransferase
decreased with aqueous extract and using the ethanol extract increased. Triglycerides decreased by
administering the aqueous extract and was reduced with ethanolic extract at 100 and 200 mg/kg, in
contrast to 50 mg/kg decreased to be purchased with the control. Cholesterol decreased by administering
the aqueous extract and increased with the ethanol extract. In conclusion, P. alliaceum intake produces
no acute toxicity at 50 mg/kg, which may be interpreted as a toxic signs or biological damage, but

changes the liver and renal function at dosages of 100 and 200 mg/kg.

Keywords: Toxicity, Pseudocalymma, extracts, rats.

INTRODUCCION

Las especies vegetales son utilizadas por el hombre con diversos propésitos en todo el mundo. La
OMS (2008) menciona que mas del 80% de la poblacién mundial hace uso de medicina tradicional y
enfatiza que las plantas medicinales que tradicionalmente se utilizan como alternativa a farmacos
convencionales en el tratamiento de enfermedades necesitan ser estudiadas para determinar los riesgos
de dafar la salud humana y sus efectos secundarios tdxicos; resultados toxicoldgicos obtenidos a través
de experimentacion nos permiten decidir si es seguro o no el uso de especies vegetales como alternativa
clinica. La utilizacion y el estudio de plantas medicinales se ha incrementado notablemente (Keter &
Mutiso, 2012; Maroyi, 2011; Goleniowski et al. 2006), ya que muchos son precursores para la sintesis
de drogas (Abolaji et al. 2007), y estas siguen siendo el principal proveedor de medicamentos activos de
fuentes naturales para el hombre (Ogbonnia et al. 2008).

Pseudocalymma alliaceum (Lam.) Sandwith (Bignonaceae) syn: Adenocalymma alliaceum Miers.,
Mansoa alliacea (Lam.), Bignonia alliacea Lam., Pachyptera alliacea (Lam.) y Pachyptera hymenaea
(DC.) es una enredadera lefiosa que cuando sus hojas son perturbadas emanan un fuerte aroma similar al
ajo. La familia Bignonaceae es neotropical y comprende casi 800 especies y 104 géneros (Fischer et al.
2004), P. alliaceum ha sido objeto de estudios para determinar su composicién quimica y actividad
bioldgica sobre distintos organismos, ademas de su importancia econémica por servir como sustituto de
ajo en los alimentos. Las hojas y flores son ampliamente consumidas y utilizadas en medicina tradicional
por poblaciones de Sudamérica, entre las que se encuentran Brasil y Pert (Zoghbi et al. 1984), sin
embargo, son pocos los antecedentes literarios con evidencia cientifica suficiente que indiquen algin
grado de seguridad por su uso.

Las propiedades que se le atribuyen son analgésicas, antiartriticas, antiinflamatorias, antipiréticas,

antirreumaticas, depurativas, purgantes y vermifugas (Dugasani et al. 2009; Taylor, 2005; Hasrat et al.
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1997), las hojas secas se utilizan para el tratamiento de resfriados, neumonia, infeccién de garganta y
desordenes respiratorios (Naik, 1998), nausea y constipacion (Berg, 1993). Verma et al. (2012) y Rao et
al. (1999) analizaron los compuestos volatiles de hojas de P. alliaceum determinando como compuestos
mayoritarios diallyl disulfido, diallyl trisulfido, diallyl tetrasulfido y 1-octen-3-ol, compuestos
organosulfurados derivados de allicina; el fuerte aroma a ajo presente en esta especie vegetal es debido
a naftaquinonas derivadas del lapacol (Tang, 2007; Itokawa et al. 1992). El extracto metandlico del tallo
de Pseudocalymma ha mostrado actividad citotoxica contra células de cancer de colon (ltokawa et al.
1992).

Rugkeart et al. (2005) reportan actividad antioxidante y antimicrobiana con extracto de éter de
petréleo y etanol. Verma et al. (2012) revelaron que el extracto acuoso de hojas de P. alliaceum mostré
actividad antinociceptiva, hipolipidémica y antihiperlipidémica en ratas normales y con
hipercolesterolemia inducida por 28 dias. Basandonos en lo anterior el presente trabajo se planted como
objetivo realizar la evaluacién toxicoldgica del extracto acuoso y etanélico de hojas secas de P. alliaceum
a través de la administracién oral por 14 dias en ratas wistar machos, determinando los parametros
bioquimicos sanguineos que permitieron evaluar la condicion hematoldgica, fisiologia hepética, renal y

parametros de riesgo cardiovascular.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion del material vegetal

Se recolectaron hojas frescas de P. alliaceum en el Municipio de San Pedro Comitancillo (16° 29’
20.67” N, 95° 09’ 15.70” O), de la Region Istmo del estado de Oaxaca, México; se lavaron con agua de
grifo y se colocaron sobre papel periédico en sombra para su secado durante 20 dias, posteriormente se
pulverizaron las hojas con ayuda de un molino mecéanico para obtener un polvo el cual fue hidratado

posteriormente.

Preparacion de los extractos crudos

Se agregaron 100 g de planta molida seca en 300 mL de disolvente contenidos en un matraz, se agitd
y se dejo reposar por 24h para la extraccion acuosa y 72h para etanol, se separ6 el sélido del liquido
utilizando papel filtro y el remanente se descartd, se elimind el disolvente a presion reducida en un
evaporador rotatorio para obtener el extracto crudo y se almacené en frascos color &mbar a 8°C hasta ser
utilizados. Al momento de su uso los extractos se reconstituyeron en agua destilada para obtener las dosis
de 50, 100, y 200 mg/kg
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Animales de experimentacion

Se realizaron los bioensayos toxicoldgicos en la Escuela de Medicina de la Universidad Cristobal
Colon, Veracruz, México; se utilizaron ratas wistar machos adultos de 10 a 12 meses de edad, con un
peso corporal entre 200 y 230 g criados en el Bioterio de la Escuela de Medicina. Los animales se
mantuvieron en jaulas individuales de acero inoxidable limpias, bajo ciclos de luz/oscuridad de 12 h'y
en condiciones dptimas de temperatura 20 - 25 °C y humedad relativa de 50 — 60 %.

Las ratas fueron alimentadas con una dieta estdndar de laboratorio en presentacion solida (croqueta)
de la marca Harlan - Teklad 2014 (14 % proteina — 3.5 % grasa). La administracion de la dieta solida y
agua fue ad libitum. El estudio se desarrollé siguiendo los procedimientos éticos de utilizacion de
animales de experimentacion establecidos en las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado

y uso de animales de laboratorio de la Norma Nacional Mexicana (NOM-062-Z00-1999).

Administracion de extractos y grupo de animales

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar formado por 4 grupos, a los cuales se
administré 50, 100 y 200 mg del extracto acuoso y etandlico por kg de peso corporal, y el grupo control
gue solo recibié agua purificada. Los extractos fueron administrados via oral consecutivamente por 14

dias; cada grupo tuvo 3 repeticiones.

Muestras de sangre y preparacion del suero

Después de 14 dias de administracion oral de los extractos, los animales con 18 h de ayuno fueron
anestesiados con Pentobarbital y se extrajeron muestras sanguineas por puncion cardiaca, para ser
sacrificados posteriormente. Las muestras de sangre fueron recolectadas en tubos de ensaye al vacio
conteniendo EDTA como anticoagulante para estudios hematoldgicos y sin anticoagulante para
determinaciones bioquimicas. Se recolectaron 3 mL y se centrifugd a 1086 rpm por 10 min y el suero se

retir6 con pipetas Pasteur y se almacené a -20 °C hasta el analisis bioquimico.

Determinacion de los parametros bioquimicos

Se determinaron parametros fenotipicos del suero de la sangre en la rata control y en el tratamiento
como: colesterol, triglicéridos, glucosa, albumina, acido Urico, urea, creatinina, transaminasa glutamica
oxalacética y transaminasa glutdmica pirQvica utilizando métodos enzimatico-colorimétricos y el equipo

automatizado DXC Synchron.

Anélisis estadistico
Los datos experimentales se sometieron a pruebas de normalidad de errores y homogeneidad de

varianza, se transformaron datos para cumplir con los supuestos experimentales y posteriormente se

78



procedi6 al desarrollo de un anélisis de varianza y comparacién de medias con la prueba de rango
multiple de Fischer (p<0.05); los resultados se expresan en promedios de tres repeticiones con desviacion

estandar. Se utilizd el paquete estadistico Minitab 16.1.0.

RESULTADOS
Parametros hematol6gicos

No se registraron muertes después de la administracion oral de los extractos. No se observaron signos
fisicos de toxicidad ni efectos adversos al tratamiento. Los resultados toxicol6gicos del extracto acuoso
en los parametros de la serie roja y blanca de las ratas tratadas se muestran en el Cuadro 1.No se
encontraron variaciones en los valores de glébulos rojos (ERI), hemoglobina (HGB) y de hemoglobina
corpuscular media (HCM) para los extractos evaluados. Se present6 una disminucion significativa en los
resultados de hematocritos (HCT) y volumen corpuscular medio (VCM) con los extractos administrados.
La concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM) presentd un aumento significativo con el
extracto acuoso a 200 mg/kg de 34.14 g/dL, las ratas tratadas con el extracto etanélico registran 33.37
g/dL con dosis de 50 mg/kg, mientras que el grupo control present6 28.50 g/dL (Cuadro 2). La amplitud
de distribucion eritrocitaria (ADE) presentd significancia estadistica con el extracto acuoso y etanélico,
se observo una disminucién al emplear el extracto acuoso a 50, 100 y 200 mg/kg de 13.14, 11.79y 11.61

% respectivamente al ser comparado con el control que mostré 13.20 %.

Cuadro 1. Efecto de extractos acuosos de P. alliaceum en los pardmetros hematol6gicos de ratas.

. Valor de Concentracion mg/kg/day
Parametros Referencia Grupo control 50 100 200
ERI (105/uL) 4.00 - 6.00 7.06+£0.20 a 6.89+0.60 a 6.75+0.90 a 6.94+0.57 a
HGB (g/dL) 11.00 - 17.00 14.25+0.35 a 14.40+1.45a 13.85t1.41a 14.1740.18 a
HCT (%) 35.00 - 50.00 49.95+1.25 a 43.21+3.99 ab 40.49+6.13 b 41.59+1.97 b
VCM (fL) 80.00 - 99.90 70.75+0.25 a 62.70+£0.90 b 59.87+1.59 b 60.05+2.93 b
HCM (pg) 27.00 - 32.00 20.50+0.20 a 20.89+0.35 a 20.58+0.83 a 20.50+1.78 a
CHCM (g/dL) 32.00 - 37.00 28.50+0.10 a 33.31+0.32 b 34.39+1.90 b 34.14+2.07 b
ADE (%) 10.00 - 20.00 13.20+0.30 a 13.14+0.29 a 11.79+0.39 b 11.61+1.29 b
PTL (10%/uL) 150 - 450.00 579.00+2.00 ab 561.25+51.75 b 679.50+79.50 a 635.50+60.50 ab
VPM (fL) 6.00 - 10.00 10.60+0.10 a 7.00£0.49 be 7.44+0.26 b 6.53+0.39 ¢
LEU (103/uL) 5.00 - 10.50 5.40+1.36 a 2.84+0.27 bc 3.15+0.42 b 1.69+0.12 c
NEU (%) 50.00 - 80.00 12.25+2.05 a 7.20+0.30 b 9.85+0.05 a 10.85+1.85a
LIN (%) 25.00 - 50.00 55.55+3.95 b 91.00+0.40 a 86.70+5.85 a 86.60+1.50 a
MON (%) 2.00 - 10.00 24.85+2.65 a 1.45+0.05 b 2.05+0.45b 1.90+0.20 b
EOS (%) 0.10 - 5.00 1.65+0.05a 0.10+0.00 b 0.33+0.07 ¢ 0.20+0.00d
BAS (%) 0.10 - 2.00 1.00+0.00 a 0.30+0.10 b 0.33+0.05 b 0.45+0.15 b

n = 3, X£SD. Valores con letras iguales por fila no son significativamente diferentes (P > 0.05). ERI: Eritrocitos, HGB:
Hemoglobina, HCT: Hematocritos, VCM: Volumen corpuscular medio, HCM: Hemoglobina corpuscular media, CHCM:
Concentraciéon de hemoglobina corpuscular media, ADE: Amplitud de distribucién eritrocitaria, PTL: Plaquetas, VPM:
Volumen plaquetar medio, LEU: Leucocitos, NEU: Neutrocitos, LIN: Linfocitos, MON: Monocitos, EOS: Eosinofilos, BAS:
Basofilos.

Las PTL presentaron un aumento al utilizar extracto etandlico con las tres dosificaciones empleadas
pero sin significancia estadistica al ser comprado con el control. El volumen de plaquetas medias (VPM)

mostrd una disminucién significativa al utilizar las tres dosis y extractos vegetales. Los leucocitos (LEU)
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mostraron significancia estadistica al emplear extracto acuoso y etanélico, presentado una disminucion
en los valores de 2.84, 3.15 y 1.69 x10°%/uL y de 3.14, 2.30 y 3.17 x10°/uL a 50, 100 y 200 mg/kg
respectivamente, mientras el grupo control reflejé 5.40 x103/uL. Los glébulos blancos, neutréfilos y
monocitos presentaron una disminucion significativa de los valores hematol6gicos al ser comparado con

el grupo control con extractos acuosos y etanélicos.

Cuadro 2. Efecto de extractos etandlicos de P. alliaceum en los parametros hematoldgicos de ratas
wistar.

, Valor de Concentracion mg/kg/da
Parametros Referencia Grupo control 50 9 1%0 y 500
ERI (10%/uL) 4.00 - 6.00 7.06+£0.20 a 7.11+0.18 a 7.023+0.17 a 7.35+0.28 a
HGB (g/dL) 11.00 - 17.00 14.25+0.35 a 14.69+0.44 a 14.15+0.79 a 14.66+0.16 a
HCT (%) 35.00 - 50.00 49.95+1.25a 44.02+1.34 b 42.70+2.01 b 45.32+1.70 b
VCM (fL) 80.00 - 99.90 70.75+0.25 b 61.97+2.86 a 60.81+2.14 a 61.67+1.09 a
HCM (pg) 27.00 - 32.00 20.50+0.20 a 20.68+1.02 a 20.15+0.82 a 19.9740.56 a
CHCM (g/dL) 32.00 - 37.00 28.50+0.10 ¢ 33.37+0.23 a 33.13+0.34 ab 32.38+0.88 b
ADE (%) 10.00 - 20.00 13.20+0.30 a 12.36£0.38 b 12.404£0.28 b 12.68+0.53 ab
PTL (10%/uL) 150 - 450.00 579.00+2.00 a 631.50+£59.50 a 626.00+£29.00 a 613.66+£24.54 a
VPM (fL) 6.00 - 10.00 10.60+0.10 a 6.61+0.41 b 7.22+0.49b 6.74+0.19 b
LEU (10%/uL) 5.00 - 10.50 5.40%£1.36 a 3.14+0.20 b 2.30+0.50 b 3.1740.89 b
NEU (%) 50.00 - 80.00 12.25+2.05 a 7.05+0.25b 5.25+0.65 b 7.25+0.65b
LIN (%) 25.00 - 50.00 55.55+3.95 a 88.85+1.25 b 92.86+2.57 b 90.25+0.05 b
MON (%) 2.00 - 10.00 24.85+2.65 a 2.80+0.20 b 2.05+0.75 b 2.75+0.05b
EOS (%) 0.10 - 5.00 1.70+£0.05a 0.40£0.20 bc 0.60£0.40 b 0.10£0.00 ¢
BAS (%) 0.10 - 2.00 0.93+0.11a 0.25+0.05 b 0.30+0.00 b 0.36+0.05 b

n = 3, X+SD. Valores con letras iguales por fila no son significativamente diferentes (P > 0.05). ERI: Eritrocitos, HGB:
Hemoglobina, HCT: Hematocritos, VCM: Volumen corpuscular medio, HCM: Hemoglobina corpuscular media, CHCM:
Concentraciéon de hemoglobina corpuscular media, ADE: Amplitud de distribucion eritrocitaria, PTL: Plaquetas, VPM:
Volumen plaquetar medio, LEU: Leucocitos, NEU: Neutrocitos, LIN: Linfocitos, MON: Monocitos, EOS: Eosinofilos, BAS:
Basofilos.

Parametros bioquimicos de la sangre

Los resultados toxicol6gicos de los parametros bioquimicos en las ratas tratadas se muestran en el
Cuadro 3 y 4 para extractos acuosos y etandlicos respectivamente. La glucosa (GLU) present6é un
incremento con el extracto acuoso y etanolico de 189.50 y 160.66 mg/dL a 200 y 100 mg/kg
respectivamente, las dosis empleadas con los extractos administrados presentaron diferencias
significativas al ser comparados con el control que mostré 103.33 mg/dL. Al tratar las ratas con extracto
acuoso la urea (URE) mostré un aumento de 47.91 mg/dL con 100 mg/kg valor que posteriormente
disminuy6 al incrementar la dosis a 200 mg/kg a 38.35 mg/dL; el extracto etandlico no presentd
significancia estadistica al ser comparado con el grupo control que mostr6 42.33 mg/dL. El valor de
creatinina (CRE) presentd aumento significativo con extracto acuoso y etandlico a 100 y 200 mg/kg con
valores de 0.31 y 0.45 mg/dL respectivamente y ser comparado con el control que mostr6 0.26 mg/dL.
Estadisticamente los valores de acido drico (AUR) no presentaron significancia comparados con el
control pero se observd una disminucion en los parametros de 0.96, 0.80 y 1.00 mg/dL al utilizar

extractos acuosos y con extractos etandlicos disminuye a 0.76 y 0.83 en las dos primeras dosis
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empleadas, pero con 200 mg/kg present6 un aumento de 2.26 mg/dL, mientras el control registré 1.30
mg/dL.

Los valores de colesterol (COL) no mostraron diferencias significativas con los extractos empleados,
pero se observo un ligero aumento al utilizar la dosis de 50 y 200 mg/kg del extracto etandlico de 106.33
y 114.00 mg/dL y una disminucidn con el extracto acuoso de 83.33, 89.50 y 93.50 mg/dL con 50, 100 y
200 mg/kg respectivamente y ser comparados con el control que mostré 97.33 mg/dL. Los valores de
triglicéridos (TRI) mostraron un aumento con el uso del extracto etanolico de 172.33 y 181.33 mg/dL a
100 y 200 mg/kg comparado con el control que registrd 151.33 mg/dL, y una diminucion con extractos
acuosos de 100.00, 115.00 y 129.00 mg/dL al emplear extractos acuosos a dosis de 50, 100 y 200 mg/kg,
mientras el grupo control registrd 151.33 mg/dL (Cuadro 3). Las transaminasa glutamica oxalacética
(TGO) mostro6 una disminucion al administrar el extracto acuoso a 50 y 100 mg/kg con valores de 132.66
y 135.50 U/L respectivamente y aumenta a 173.00 U/L con la dosis de 200 mg/kg, asi mismo los registros
con el extracto etan6lico presentan un aumento de 186.00, 227.66 y 447.00 U/L con 50, 100y 200 mg/kg
respectivamente, mientras que el grupo control presenté 150.00 U/L. Los valores de transaminasa
glutdmica piravica (TGP) incrementaron al emplear extracto etandlico a 50, 100 y 200 mg/kg registrando
82.66, 121.66 y 182.66 U/L respectivamente, mientras que con el extracto acuoso sufrié una disminucion
de 63.00 U/L a 200 mg/kg; el grupo control presenté 70.00 U/L. Los niveles de albumina (ALB)
aumentan con el extracto acuoso y etanélico a 100 y 50 mg/kg a 4.88 y 4.11 g/dL en comparacién con
el grupo control que mostré 3.16 g/dL. Los TRI disminuyeron al administrar extracto acuoso y los valores
sufrieron un incremento con extracto etandlico a 100 y 200 mg/kg, en cambio a 50 mg/kg disminuyo al
ser comprado con el control. De forma similar el AUR en las dosis empleadas disminuye con extracto
acuoso y al administrarles extracto etandlico disminuye con las dosis de 50 y 100 mg/kg y sufre un
aumento significativo con la dosis de 200 mg/kg. EI COL disminuy6 con el extracto acuoso y aumento

con el extracto etandlico.

Cuadro 3. Efecto de extractos acuosos de P. alliaceum en los valores bioquimicos de sangre de ratas
wistar.

. Valor de Concentracion mg/kg/day
Parametros Referencia Grupo control 50 100 200
GLU (mg/dL) 65-110 103.33+12.01 b 179.33+29.28 a 165.50+2.50 a 189.50+2.50 a
URE (mg/dL) 15-43 42.3345.68 ab 40.1645.40 b 4791+1.21a 38.35+0.45 b
CRE (mg/dL) 0.7-15 0.26+0.03 b 0.21+0.02 ¢ 0.31+0.00 a 0.31+0.01 a
AUR (mg/dL) 35-85 1.30+0.95a 0.96+0.41 a 0.80+0.20 a 1.00£0.00 a
COL (mg/dL) 0-200 97.33+5.50 a 83.33+9.29 b 89.50+5.50 ab 93.50+1.50 ab
TRI (mg/dL) 30-150 151.33+38.55 a 100.00+25.70 b 115.00+30. a 129.00+38.00 a
TGO (U/L) 15-46 150.0048.00 a 132.66+46.50 a 135.50+42.50 a 173.00+82.00 a
TGP (U/L) 13- 66 70.00£21.00 a 70.33+12.58 a 59.33+5.51 a 63.00+9.00 ab
ALB (g/dL) 3.50-5.00 3.16+0.76 b 3.74+0.19 b 4.88+0.52 a 3.99+0.09 ab
GLO (g/dL) 21-35 2.69+0.21 a 2.45+0.18 a 2.57+0.24 a 2.60+£0.03 a
PRO (g/dL) 6.30 - 8.20 5.86+0.55 b 6.19+0.06 b 7.45+0.76 a 6.59+0.12 ab

n =3, X+SD. Valores con letras iguales por fila no son significativamente diferentes (P > 0.05). GLU: Glucosa, URE: Urea,
CRE: Creatinina, AUR: Acido Urico, COL: Colesterol, TRI: Triglicéridos, TGO: Transaminasa glutdmica oxalacética, TGP:
Transaminasa glutédmica piravica, ALB: Albumina.
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DISCUSION

Pseudocalymma es una especie vegetal que contiene diversos principios bioactivos con potencial
farmacoldgico que puede causar efectos benéficos y/o perjudiciales; Tomlinson & Akerele (1998)
mencionan que la seguridad debe ser unos de los principales criterios de seleccion de especies
medicinales Gtiles en salud publica. Saad et al. (2006) reportan que la preocupacion de usuarios por falta
de evidencia cientifica ha favorecido a realizar estudios respecto a la toxicidad y efectos perjudiciales de

especies vegetales que son utilizados por las personas como medicamentos naturales.

Cuadro 4. Efecto de extractos etandlicos de P. alliaceum en los valores bioquimicos de sangre de ratas

wistar.

, Valor de Concentracion mg/kg/day
Parametros Referencia Grupo control 50 100 200
GLU (mg/dL) 65 -110 103.33+12.01 b 158.33+8.32 a 160.66+9.45 a 160.33+11.50 ab
URE (mg/dL) 15 -43 42.3345.68 a 41.7345.70 a 38.36x£1.70 a 45.4048.63 a
CRE (mg/dL) 0.7-15 0.26+£0.03 a 0.25+0.02 a 0.30+0.05a 0.45+0.14 b
AUR (mg/dL) 3.5-85 1.30+0.95 ab 0.76£0.05 b 0.83+0.30 ab 2.26+x1.20 a
COL (mg/dL) 0-200 97.33£5.50 a 106.33+13.20 a 91.33+2.08 a 114.00+28.58 a
TRI (mg/dL) 30 - 150 151.33+38.55a 140.66+55.89 a 172.33+27.22 a 181.33+20.03 a
TGO (U/L) 15-46 150.0048.00 a 186.00+43.86 a 227.66+123.02 a 447.00£184.00 b
TGP (U/L) 13- 66 70.00+21.00 b 82.66+5.68 b 121.66+70.81 ab 182.66+63.31 a
ALB (g/dL) 3.50 -5.00 3.16£0.76 b 4,11+0.18 a 3.76+0.22 ab 4.10+0.11a
GLO (g/dL) 2.1-35 2.69+0.21 a 2.57+0.12a 2.75+0.11a 2.72+0.20 a
PRO (g/dL) 6.30 - 8.20 5.86+0.55 b 6.68+0.23 a 6.51+0.26 a 6.82+0.10 a

n =3, X+SD. Valores con letras iguales por fila no son significativamente diferentes (P > 0.05). GLU: Glucosa, URE: Urea,
CRE: Creatinina, AUR: Acido drico, COL: Colesterol, TRI: Triglicéridos, TGO: Transaminasa glutamica oxalacética, TGP:
Transaminasa glutamica piravica, ALB: Albumina.

En este estudio se encontro que el extracto acuoso y etandlico de P. alliaceum administrado oralmente
durante 14 dias no ocasionan mortalidad en las ratas tratadas. Los indices hematologicos ERI, HGB y
HCM después de la administracion de extractos de hojas no mostraron ninguna anormalidad
significativa, en cambio se mostré una disminucién en los niveles de HCT, VCM, ADE, VPM, LEU,
NEU, MON, EOS y BAS y un aumento en los parametros CHCM, PTL y LIN. Los parametros
bioguimicos que sufrieron un aumento fueron GLU, CRE y ALB, mientras que URE disminuy®; los
valores de TGO disminuyen con extracto acuoso a 50 y 100 mg/kg y aumenta al incrementar la dosis a
200 mg/kg, en cambio para extractos etandlicos las dosis empleadas ocasionaron un aumento en los
niveles de este pardmetro. EI TGP disminuyé los valores con extracto acuoso y al utilizar extracto
etandlico sufrié un incremento.

El hecho de que los ERI no mostrarén significancia estadistica al utilizar los extractos vegetales, es
indicativo de que existe un equilibrio entre la produccién y destruccion de globulos rojos; los datos
registrados en los valores de HGB demuestran que el extracto no afecta la serie roja lo que permite tener
una disponibilidad de oxigeno normal para la funcion pulmonar y tisular de los tejidos y por ende de la
funcion celular. Mitruka & Rawnsley (1993) mencionan que el incremento en el nimero de plaquetas es

indicativo del estimulo en la biosintesis de factores de coagulacién y esto puede ser Util en el tratamiento
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de hemorragias; en el presente trabajo se observo un aumento al utilizar extractos acuosos a 100 y 200
mg/kg y extractos etandlicos a 50, 100 y 200 mg/kg; la disminucion registrada en el conteo de plaquetas
al utilizar extracto acuoso a 50 mg/kg (391.00 U/L) comparado con el grupo control (579.00 U/L) indica
que el extracto tuvo un efecto sobre la produccion de plaquetas ocasionando una trombocitopenia
inducida a esa dosis, lo que sugiere que P. alliaceum tiene actividad anti-hematopoyética como lo asevera
Mdhluli (2003), las plaquetas son responsables del proceso destinado a reducir la pérdida de sangre y
reparacion de la lesion vascular conocido como hemostasia (Dahlback, 2007).

Las especies vegetales presentan compuestos quimicos con diversos principios activos que las hacen
Gtiles (Ocegueda et al. 2005), segun Harnafi y Amrani (2007) comentan que las plantas que contiene
flavonoides han mostrado accion a nivel de plaquetas en la prevencion de trombosis y se reporta que
extractos organicos de P. alliaceum contiene alcanos, alcanoles, triterpenos, flavonoides y derivados de
lapachol y que flavonoides y polifenoles han presentado propiedad antioxidante y capacidad de disminuir
los niveles de lipidos en sangre (das Gragas et al. 2009; Cao et al. 1996). Gourley & Herfindal (2000)
mencionan gque el VCM es un pardmetro que sirve de indicativo para determinar anemia microcitica y
macrocitica, debido a que es un indice que mide el volumen promedio de eritrocitos (Morris y Davey,
1996), por lo tanto, la disminucion observada en los valores de VCM con el extracto acuoso que
registraron 62.70, 59.87 y 60.05 fL y con el extracto etandlico 61.97, 60.81 y 61.67 fL a 50, 100 y 200
mg/kg respectivamente; no es un indicativo de anemia hemolitica ya que los valores obtenidos en este
experimento caen dentro del rango de referencia para este parametro en laboratorio (80.00 — 99.90 fL),
mientras que el grupo control registro 70.75 fL. Adebayo et al. (2010) mencionan que una reaccion
normal de las ratas al administrarles sustancias extrafias al organismo es el aumento en el conteo de
glébulos blancos como un mecanismo de defensa del organismo que altera los procesos fisiol6gicos
normales, sin embargo en el estudio se observo una leucopenia con la disminucién de los valores de
leucocitos en todas las concentraciones y extractos empleados. Sacher & McPherson (1991) comentan
que los linfocitos son mediadores de la respuesta inmune especifica contra patdgenos, mientras que los
neutrdfilos son responsables de la fagocitosis; estos son mecanismos de defensa ante microorganismos
invasores y eliminacion de tejidos muertos.

En este estudio, la CRE aumento significativamente a dosis de 100 y 200 mg/kg con las extracciones
empleadas en comparacion con el grupo control, siendo este pardmetro un indicador de insuficiencia
renal (Hilaly et al. 2004; Rahman et al. 2001). El nivel de creatinina se redujo al tratar las ratas con 50
mg/kg del extracto acuoso lo que indica que el extracto no fue tdxico para el rifidn a esa concentracion.
La TGO o Aspartato Aminotransferasa (AST) aumentd subitamente al administrar el extracto etandlico
a las tres dosificaciones empleadas, sin embargo con la extraccion acuosa a 50 y 100 mg/kg disminuyé

y se registré un aumento con 200 mg/kg.
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La TGO estad presente casi en todos los 6rganos y cuando se encuentra en sangre a niveles muy
elevados significa que ha habido destruccion celular, tal es el caso de los resultados obtenidos al utilizar
extractos etandlicos en este estudio. La TGP o Alanina Aminotransferasa (ALT) no presenté cambio al
utilizar extractos acuosos, pero sufri6 un incremento con la extraccion etanolica con las dosis
administradas. La TGP se localiza en el higado y su funcion es la fabricacion de glucosa. Las
transaminasas son enzimas que sirven de indicadores de la funcion hepéatica y como biomarcadores de
toxicidad y el aumento de estas enzimas en la sangre indica la existencia de una lesion celular en el
higado, corazon, rifiones o musculos (Rahman et al. 2001). Por lo tanto, los resultados registrados en este
estudio indican que P. alliaceum altera la funcidn hepética y renal de las ratas tratadas con extracciones
etanolicas y con el extracto acuoso a 200 mg/kg. La disminucion presentada de la TGO con dosis de 50
y 100 mg/kg y de la TGP con 100 y 200 mg/kg al administrar extractos acuosos posiblemente se debe a
la presencia de flavonoides en los extractos empleados, tal y como lo mencionan Singab et al. (2005) y
Wu et al. (2006) en estudios con Vicia calcarata Desf. Y Laggera alata (D. Don) donde lograron reducir
los niveles de TGO y brindarle proteccion al higado.

El aumento en el nivel de URE cuando se tratd las ratas con 100 y 200 mg/kg del extracto acuoso y
etanolico respectivamente es indicativo de azotemia, pero se observo una disminucion de los valores de
URE con las demas concentraciones y extractos empleados. Los TRI a concentraciones de 100 y 200
mg/kg disminuyen a 100.00, 140.66, 122.00 y 106.33 mg/dL con el extracto acuoso y etanolico
respectivamente y el COL disminuye sus valores con el extracto acuoso a las tres concentraciones
evaluadas lo que denota una posible accion cardioprotectora, resultados similares son reportados por
Verma et al. (2012) donde mencionan que el extracto de hojas de Pachyptera hymenaea (DC.) (syn: P.
alliaceum) evaluado en ratas presentd actividad hiperlipidemica a dosis bajas y antihiperlipidemica a
dosis altas. Srinivasan & Srinivasan (1995) al incorporar flores secas de P. alliaceum en la dieta de ratas
experimentales por seis semanas observaron disminucion del colesterol en la sangre.

En conclusidn, la ingesta diaria durante 14 dias de Pseudocalymma alliaceum no produce toxicidad
aguda a 50 mg/kg que pudieran ser interpretadas como signos toxicos o de dafio bioldgico, pero altera la
funcion hepética y renal a dosificaciones de 100 y 200 mg/kg; su capacidad de reduccion de glébulos

blancos podria considerarse para estudios especificos en el tratamiento de pacientes con leucemia.
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