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GLOSARIO

CEFALEA: es una enfermedad que se caracteriza por la aparicion de un dolor o
una opresion leve a intensa en la cabeza; y se relaciona con la tensién nerviosa.?

CITOTOXICO: se refiere al efecto producido por la capacidad de ser toxico para
las células.?

CHI CUADRADO x?2: es un método utilizado en los andlisis estadisticos, para
contrastar si las frecuencias obtenidas tienen alguna diferencia significativa con
respecto a los resultados.?

COLONIA: en términos bioldgicos, es un grupo de seres vivos que se encuentran
organizados colectivamente.*

CONCENTRACION LETAL: es la concentracion en la que una sustancia en un
respectivo medio (aire 0 agua), es capaz de causar la muerte a un grupo de
animales o insectos estudiados, de acuerdo con un tiempo de exposicion.®

CONTROL NEGATIVO: es una muestra de blanco o control utilizada en el disefio
experimental, en la que se espera que ninguna de las variables afecte los
resultados que se puedan obtener.®

DISNEA: es una enfermedad caracterizada por la falta de aire o dificultad para
respirar.’

DIPTERA: es un orden de insectos nedpteros los cuales se caracterizan por tener
dos alas membranosas, en él se encuentran las moscas, mosquitos y tabanos.®

DIURETICO: es una sustancia, que acttia sobre el rifion provocando la eliminacion
de agua y sodio en el organismo al ser ingerida.®

ECLOSION: se refiere a la accion producida por el nacimiento o brote de un ser
vivo después de romper alguna envoltura, en este caso el huevo.©

EPIDEMIOLOGICO: se hace referencia con el estudio de la distribucién de
estados o eventos con relacion a la salud para el control de enfermedades y otros
problemas de salud.!?

ERITEMAS: es un "enrojecimiento” de la piel debido a procesos inflamatorios o
inmunoldgicos, que normalmente son el resultado de la acumulacién de células del
sistema inmunitario.'?



EXANTEMA: Erupcién cutanea consecuencia de una enfermedad infecciosa o una
alergia a un farmaco.?

EXPOSICION: en términos toxicolégicos, se entiende como el contacto de un
organismo o de una poblacién con un agente téxico.'*

EXTRACTO: es una solucion obtenida por medio de extraccion, esta contiene
propiedades caracteristicas como los principios activos de las plantas.!®

FASCICULACION: movimientos finos de una pequefia area de musculo.®

FIBRILACION CARDIACA: problema con la velocidad o el ritmo de los latidos del
corazoén. La fibrilacion auricular es el tipo mas comun de arritmia causada por un
problema en el sistema eléctrico del corazén.’

HEMATOFAGO: se refiere al tipo de alimentacion a base de sangre, que tienen
algunos seres vivos.*®

HEMORRAGICO: es un término médico, el cual se refiere a una enfermedad que
son ocasionadas o producen sangrado excesivo.®

INCUBACION: se refiere al periodo en el que transcurre el desarrollo de una
enfermedad, teniendo en cuenta el instante en el que se da el contagio hasta que
se presentan los sintomas.?°

INSTAR: es un término entomoldgico para referirse a las diferentes fases o etapas
en el desarrollo del ciclo de vida de los insectos?..

MONITOREO: es el procedimiento que se realiza para hacer un seguimiento del
progreso para controlar o evaluar los resultados de algiin experimento.??

MORTALIDAD: se refiere al numero de individuos que mueren por unidad de
tiempo en un determinado procedimiento biolégico.?

NEURITIS OPTICA: inflamacién del nervio Optico del ojo. Se cree que es un
desorden autoinmune, en el cual el sistema inmunoldgico del cuerpo ataca el
tejido del nervio 6ptico por error, causando inflamacién y dafio a sus funciones.?*

NEUROTROPENIA: es la presencia de niveles anormalmente bajos de
determinados globulos blancos (denominados "neutrofilos™) en el organismo. Los
neutréfilos son la principal defensa que el cuerpo tiene contra las infecciones.?®

SIALORREA: trastorno en el que se produce una excesiva emision de saliva.'!



OVIPOSICION: cuando un insecto hembra deposita huevos por lo general en
zonas humedas, cuerpos acuéticos o semi-acuéticos, algunos insectos como los
lepidopteros poseen Organos ovopositores especializados para depositar sus
huevos.?®

PARESTESIA: es la sensacion de hormigueo o ardor generalmente en las manos,
pies, piernas o brazos; debido a la mala circulaciébn o problemas en el sistema
nervioso.?’

PATOGENO: cualquier organismo vivo (virus, hongo, bacteria, parasito) externo,
que puede causar dafio al hospedero, alterando sus condiciones normales de
vida.?®

PESTICIDAS ORGANOFOSFORADOS: son un grupo de pesticidas sintéticos,
que se utilizan para el control de poblaciones de insectos y plagas,
caracterizandose por contener fosforo en su férmula molecular.?®

PROBIT: es el término de una unidad de medida estadistica, la cual se refiere a la
probabilidad basada en la desviacién de la distribucién normal.3°

PUPA: es una etapa que forma parte del ciclo de vida en algunos insectos; que
por lo general se caracteriza por ser un estadio resistente para sobrevivir
condiciones adversas.®

CEPA ROCKEFEELLER: es una cepa de referencia para mosquito Aedes aegypti
altamente susceptible a insecticidas.3!

SEROTIPO: los serotipos pueden establecerse segun factores de virulencia, lipo-
polisacaridos en bacterias Gram-negativas, presencia de exotoxinas, plasmidos,
bacteriéfagos, u otras caracteristicas que diferencian a dos elementos de la misma
especie a través de varias pruebas.3?

SINTOMATOLOGIA: conjunto de sintomas que son caracteristicos de una
enfermedad determinada o que se presentan en un enfermo.33

SUSCEPTIBILIDAD: se refiere a la capacidad de recibir algin efecto o
vulnerabilidad como consecuencia de una accion adversa.3*

TERPENOS: se denominan asi a un grupo de compuestos organicos derivados
del isopreno presentes en los aceites esenciales de las plantas medicinales
aromaticas, estos poseen propiedades caracteristicas que permiten ser utilizados
en la parte cosmética, alimenticia, medicinal, entre otras.®®

TROMBOCITOPENIA: trastorno en el cual hay una cantidad anormalmente baja
de plaquetas. Esta afeccion algunas veces se asocia con sangrado anormal.36



VIRUS: es un amplio grupo de agentes infecciosos que se caracterizan por tener
una estructura sub-nuclear o microscopica, siendo parasitos patdgenos
intracelulares.®’



RESUMEN

El dengue, chikungunya y zika son catalogadas enfermedades epidémicas
comunes en regiones tropicales y subtropicales, trasmitidas por mosquito el Aedes
aegypti, especie diptera de la familia Culicidae. La eliminacién de criaderos y el
control vectorial son las principales estrategias para reducir tanto la poblacion del
mosquito como la continuacion propagacion de los virus. Para el control de este
insecto se han desarrollado diversas investigaciones enfocadas en la busqueda de
nuevos productos naturales, con actividad larvicida e insecticida, menos
perjudiciales para la salud humana y el medio ambiente.38-40

El estudio de las posibles aplicaciones de los aceites esenciales como alternativas
ambientales para el control del Aedes aegypti, responsable de la transmision de
enfermedades como el dengue, el chikunguya, y ahora el zika, se realiza en la Bio-
Red-CoCenivam a través del programa financiado por Colciencias:
“Bioprospeccion y desarrollo de ingredientes naturales para las industrias
cosmeética, farmacéutica y de productos de aseo con base en la biodiversidad
colombiana”.

En este proyecto se determind la actividad larvicida de veintiséis aceites
esenciales provenientes de plantas de las familias Verbenaceae, Labiatae,
Asteraceae, Fabaceae, Poaceae, Piperaceae, Turneraceae y Myrtaceae frente al
mosquito Aedes aegypti, para lo cual se obtuvieron las curvas de letalidad de
dichos aceites. Los que exhibieron una mejor actividad fueron: Piper medium con
una CLso de 24,9 ppm, Piper holtonii con una CLso de 25,7 ppm, Calea sessiliflora
con una CLso de 28,3 ppm, Piper cf. Subflavum con una CLso de 29,9 ppm y por
altimo Turnera diffusa con una ClLso de 30,4 ppm. Finalmente se comparé la
actividad larvicida con los resultados obtenidos para los compuestos de referencia
tales como temefos con una CLso 0,013 ppm Yy clorpirifos con una CLso de 0,021
ppm. Los valores de x? tanto para los aceites esenciales y los compuestos de
referencia demostraron ser altamente significativos sobre las mortalidades
obtenidas, teniendo en cuenta que se encuentran dentro de un rango de 0,13
hasta 1,45 segun los grados de libertad y su nivel de intervalo de confianza.*!

Este trabajo hace parte del proyecto “Modificacion quimica de componentes
mayoritarios y aceites esenciales para la busqueda de nuevos antioxidantes y
repelentes de insectos”. (Cddigo: 550754331904. Contrato No. RC-0572-201).
Los aceites esenciales estudiados fueron suministrados por CENIVAM, los cuales
fueron obtenidos a partir de plantas medicinales y aromaticas colectadas en
diferentes zonas del pais. “Este recurso biolégico y sus productos derivados, fue
suministrado por el Estado Colombiano a través del Contrato de acceso a recursos



genéticos y productos derivados para investigacion cientifica con fines de
prospeccion biologica No. 101 entre el Ministerio del Medio Ambiente y Desarrollo
Sostenible y la Union Temporal Bio-Red-CO-CENIVAM”.

Palabras claves: Aceites esenciales, Terpenos, temefos, clorpirifos, Aedes aegypti,
Verbenaceae, Labiatae, Asteraceae, Fabaceae, Poaceae, Piperaceae,
Turneraceae y Myrtaceae.



ABSTRACT

Dengue, Chikungunya and Zika are listed epidemic diseases common in tropical
and subtropical regions, transmitted by mosquito Aedes aegypti, Diptera species of
Culicidae family. The elimination of breeding and vector control are the main
strategies to reduce both the mosquito population as continuing spread of the
virus. To control this insect have developed various research focused on the
search for new natural products, with larvicide and insecticide activity, less harmful
to human health and the means ambiente.3840

The study of the possible applications of essential oils as environmental
alternatives for the control of Aedes aegypti, responsible for the transmission of
diseases such as dengue, chikungunya, and now the zika, is performed in the Bio-
Red-CoCenivam through program financed by Colciencias: "Bioprospecting and
development of natural ingredients for the cosmetic, pharmaceutical and hygiene
products based on Colombian biodiversity".

In this project the larvicidal activity of twenty essential oils from plants of the
families Verbenaceae, Labiatae, Asteraceae, Fabaceae, Poaceae, Piperaceae,
Turneraceae and Myrtaceae is determined against the mosquito Aedes aegypti, for
which curves lethality of these were obtained oils. Those who exhibited better
activity were: Piper medium with LCso 24.9 ppm, Piper holtonii with an LCso 25.7
ppm, Calea sessiliflora with a CLso of 28.3 ppm, Piper cf. Subflavum with an LCso
29.9 ppm and finally Turnera diffusa with an LCso 30.4 ppm. Finally the larvicidal
activity was compared with the results obtained for the reference compounds such
as temephos with 0.013 ppm LCso and LCso of chlorpyrifos with 0.021 ppm. The
values of x? for both essential oils and reference compounds proved highly
significant on mortalities obtained, considering that are within a range of 0.13 to
1.45 according to the degrees of freedom and level interval confianza.*!

This work is part of the project "Chemical modification of major components and
essential oils for the search for new antioxidants and insect repellents.” (Code:
550754331904. Contract No. RC-0572-201). The studied essential oils were
supplied by CENIVAM, which were obtained from medicinal and aromatic plants
collected in different parts of the country. "This biological resource and its
derivative products was supplied by the Colombian State through access to genetic
resources and derived products for scientific research purposes bioprospecting No.
101 between the Ministry of Environment and Sustainable Development and the
Union Contract temporary Bio-Red-CO-CENIVAM ".



Keywords: Essential oils, terpenes, temephos, chlorpyrifos, Aedes aegypti,
Verbenaceae, Labiatae, Asteraceae, Fabaceae, Poaceae, Piperaceae,
Turneraceae and Myrtaceae.



INTRODUCCION

El dengue, chikungunya y zika son las enfermedades de mayor impacto que
inciden en los ambitos econdmico, social y ambiental, generando un problema de
salud publica, debido a su caracter viral, al ser transmitida por el mosquito Aedes
aegypti, perteneciente a la familia Culicidae, organismo capaz de difundirse con
gran rapidez a nivel mundial.*?43

Segun el informe del Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA)
de la semana 04 de 2016 (24 ene- 30 ene) se han reportado a la fecha para
dengue 1495 casos, chikungunya 1406 casos y zika 5348 casos. Los mayores
casos de estas enfermedades en Colombia se presentaron en los departamentos
de Santander, Valle del Cauca, Norte de Santander, Meta, Tolima, Huila,
Antioquia, Sucre, Cordoba, Cundinamarca, Quindio, Narifio, Barranquilla, Cesar y
Bolivar.4°

Como método de control frente al Aedes aegypti se desarrollaron pesticidas tipo
organofosforados. Estos compuestos ocasionan perjuicios al medio ambiente,
como perturbaciones en el ecosistema, generando bioacumulaciéon de los mismos
en plantas, suelos, cuerpos de agua y masas de aire, los cuales terminan
finalmente en la cadena tréfica.*?

En los ultimos afios, se realizaron estudios de actividad larvicida con productos
naturales de menor impacto en el ecosistema como los aceites esenciales
extraidos de diversas plantas; por ejemplo el aceite esencial de Cymbopogon
citratus que contiene principalmente compuestos como el geranial, el neral y a-
mirceno.*

En este trabajo de grado se evalud la posible actividad larvicida que presentan
veintiséis (26) aceites esenciales pertenecientes a las plantas de las familias
Verbenaceae, Labiatae, Asteraceae, Fabaceae, Poaceae, Piperaceae,
Turneraceae y Myrtaceae sobre las larvas de A. aegypti; y la comparacion de los
datos obtenidos con los compuestos de referencia, como temefos y clorpirifos.

20



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El dengue, el chikungunya y el zika son enfermedades transmitidas principalmente
por el mosquito Aedes aegypti. Desde hace décadas, la vigilancia de este vector,
se ha convertido en la principal estrategia de control para disminuir los indices de
infestacion; con el uso de insecticidas comerciales sintéticos. 4°

A nivel mundial, el uso excesivo de estos productos ha desembocado en la
resistencia del vector transmisor del dengue, a la mayoria de insecticidas
sintéticos*6-4’. La situacion se agrava si se tiene en cuenta que los componentes
quimicos de los productos mencionados son altamente toxicos y ocasionan
alteraciones en los ecosistemas, suelos y recursos hidricos. Ademas, algunos de
ellos, como los orgafosforados, favorecen la bioacumulacion de téxicos en las
cadenas tréficas y por lo tanto, en el organismo humano.*&4°

La absorcidon de estos compuestos ocasiona a largo plazo efectos adversos como
intoxicaciones agudas, trastornos digestivos (sialorrea, nauseas, vomitos, célicos
abdominales y diarrea). Del mismo modo, han aparecido afecciones hematicas
(anemia, neurotropenia y trombocitopenia), insuficiencias renales, fibrilacién
cardiaca, malestares respiratorios como la hipersecrecion bronquial, disnea,
edemas pulmonares agudos. Se presentan también las afecciones cutaneas
como eritemas y dermatosis, asi como padecimientos neurologicos Yy
neuromusculares (cefalea, neuritis, fasciculaciéon, calambres y parestesias).>0-%3
Una vez identificadas estas falencias se evidencian los efectos secundarios que
ocasionan los productos insecticidas comerciales por ser perjudiciales para la
salud humana y para el medio ambiente.54-55

Considerando lo anterior, en el presente trabajo de grado se evaluaron las
concentraciones letales CLso y ClLgoo de la actividad larvicida que presentaron
veintiséis aceites esenciales pertenecientes a las plantas de las familias
Verbenaceae, Labiatae, Asteraceae, Fabaceae, Poaceae, Piperaceae,
Turneraceae y Myrtaceae sobre las larvas de A. aegypti, con el fin de proponer
una posible alternativa de control ambiental con base en el uso de productos
naturales, disminuyendo asi el impacto sobre los ecosistemas y la salud humana.
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2. JUSTIFICACION

En la busqueda de posibles alternativas para reducir los efectos colaterales que
ocasionan los insectidas de origen sintético como intoxicaciones agudas,
transtornos digestivos, malestares respiratorios, afecciones hematicas, cutaneas,
neuromusculares y neurolégicas, se ha propuesto el uso de los aceites esenciales
y extractos naturales para el control del A. aegypti en su forma de larva, el cual es
responsable de transmitir varias enfermedades como el dengue (clasico,
hemorragico), el chikungunya, y ahora el zika.>6-62

Las enfermedades anteriormente mencionadas se presentan principalmente en
regiones tropicales y subtropicales del pais, ocasionando graves problemas de
salud publica, a tal punto que en el afio 2016 se han presentado 1495 casos
totales de dengue, 1406 de chikungunya y 5348 de zika,®3 lo que representa un
gran desafio en la atencién de estas enfermedades, dado que la proliferacion del
mosquito, muestra una clara adaptacion de la especie silvestre al ambito humano,
con el aumento de los sitios de criadero, debido los cambios climaticos; lo cual
incrementa la propagacion del virus en diferentes regiones del pais.646°

Considerando que Colombia es un pais con una gran biodiversidad de especies
vegetales, se propone el aprovechamiento de productos naturales, como los
aceites esenciales para la elaboracion de bioinsecticidas ambientalmente
amigables y eficientes, disminuyendo la generacion de poblaciones de insectos
resistentes.*76!

Como una alternativa ambiental para el control del mosquito Aedes aegypti, en el
presente trabajo de grado se evalud la actividad larvicida de veintiséis (26) aceites
esenciales obtenidos de plantas pertenecientes a las familias Verbenaceae,
Labiatae, Asteraceae, Fabaceae, Turneraceae, Myrtaceae, Poaceae, Yy
Piperaceae; suministrados por CENIVAM.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad insecticida de veintiséis (26) aceites esenciales, mediante
bioensayos in vivo, frente a las larvas del Aedes aegypti, con el fin de proponer
una posible alternativa de control ambiental.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener las curvas de letalidad CLso y CLgo de los insecticidas comerciales
(Temefos, Clorpirifés) frente a las larvas del Aedes aegypti.

e Determinar la susceptibilidad de larvas Aedes aegypti a través de obtencion de
curvas de letalidad CLso y CLoo, de veintiséis aceites esenciales pertenecientes
a las plantas de las familias Verbenaceae, Labiatae, Asteraceae, Poaceae,
Fabaceae, Piperaceae, Turneraceae y Myrtaceae.

e Comparar la actividad larvicida de los aceites esenciales propuestos para el
estudio, frente a dos insecticidas comerciales (temefos, clorpirifos) para el
control biolégico de las larvas de Aedes aegypti.
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4. MARCO REFERENCIAL

La especie A. aegypti pertenece al Orden Diptera, Familia Culicidae, es un
organismo capaz de adaptarse para parasitar o infectar al hombre, catalogado
también como artropodo hematéfago de gran importancia capaz de alimentarse de
otros mamiferos, aves, peces, reptiles y anfibios®®. Es de habitos domésticos, se
desarrolla en depdsitos de aguas que contienen un bajo porcentaje de materia
organica las cuales generalmente estan ubicadas en neumaticos, baterias de
automovil viejas, recipientes de todo tipo como botellas, floreros, etc®’. Las
hembras de los mosquitos A. aegypti son las responsables de transmitir el dengue,
chikungunya y actualmente el zika

El ciclo de vida de este mosquito inicia cuando la hembra pone los huevos en un
depdsito de agua que en términos epidemiolodgicos se denomina “criadero” (aguas
lluvias). Del huevo nace una larva que mide un poco menos de 1 mm, la cual
madura y pasa por cuatro estadios en total; llegando en el dltimo estadio a medir
unos 8 mm y se transforma en pupa, estas no se alimentan y constituyen el tltimo
estadio inmaduro de las cuales en aproximadamente dos dias nace el adulto. Con
excepcion de la etapa adulta el resto del ciclo de vida del Aedes aegypti lo
componen formas de vida acuaticas (Figura 1).8

Figura 1. Ciclo de vida del Aedes aegypti

1 estadio 2 estadio 3 estadio

Pupa 4 estadio

Fuente: Autoras
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Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el dengue, el chikungunyay el
zika se presentan como “una infeccion trasmitida por mosquitos presentes en
regiones tropicales y subtropicales del planeta.®® Actualmente estas enfermedades
virales agudas han aumentado su transmision principalmente en zonas urbanas y
semiurbanas lo que las ha convertido en un importante problema de salud
publica.”

El virus del dengue por su parte pertenece a la Familia Flaviridae y al género
Flavivirus, existen 4 serotipos de dengue (DEN1, DEN 2, DEN 3 y DEN 4). En
Colombia actualmente circulan los serotipos 1,2 y 4, los casos de serotipo 3 hace
mas de 20 afios que no presentan emergencia.’® Esta infeccién causa sintomas
gripales que en ocasiones evoluciona hasta convertirse en un cuadro
potencialmente mortal llamado dengue hemorragico. Por otro lado el virus
chikungunya presenta fiebre, fuertes dolores articulares, dolores musculares,
dolores de cabeza, nauseas, cansancio y erupciones cutaneas lo que lo diferencia
del dengue. Mientras que el zika suele presentar fiebre no muy elevada,
exantema y conjuntivitis.” 72

El “plan de accion intensificada integral para la prevencién y el control social de
enfermedades transmitidas por el Aedes aegypti como el dengue, chikungunya y
zika” disefiado por el Ministerio de Salud en vista del aumento de casos en
Colombia, enfatiz6 en 3 aspectos principales: participacion comunitaria a través
del compromiso gubernamental y acciones concretas de control de vectores,
desarrollo de labores intensivas de informacion sanitaria por medios masivos de
comunicacién y ejecucion de operaciones de control quimico mediante un uso
racional de insecticidas comerciales, esto con el fin de reducir su incidencia en la
poblacién.”374

El temefos es uno de los insecticidas comerciales de origen sintético, mas utilizado
en varios paises de América’™, el cual es un compuesto tipo organofosforado
(Cuadro 1), que actia por medio de contacto e ingestion; interfiiendo la
transmision de los impulsos nerviosos, por el efecto inhibitorio de la colinesterasa.
Sin embargo, debido al uso excesivo de este producto se han reportado en los
tltimos afios varias zonas en Cuba, Brasil, Perd y Venezuela resistentes al
mosquito Aedes aegypti. 76 77
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Cuadro 1. Insecticida sintético comercial. 8

Insecticida
comercial

Temefos

Nombre IUPAC

0,0,0',0'-tetrametil O,0O'-tiodi-p-fenileno bis(fosforotioato)

ﬁ S
[
H,C—0——P—0 SOO—P—O—Cm
Estructura I |
quimica Cl) C|J
CHa CHa

Fuente: Temefos, CAS No 3383-96-8 en www.chemnet.com

Los productos naturales obtenidos de algunas plantas son utilizados como una
alternativa de control, debido a la presencia compuestos activos, con un gran
efecto sinérgico, lo cual permite disminuir la resistencia a la accion insecticida de
algunas especies.”®

Los aceites esenciales son sustancias organicas provenientes del metabolismo
secundario de las plantas; tienen consistencia oleosa, son aromaticos y volatiles.
Se encuentran contenidos en las glandulas secretoras de los tejidos de flores,
hojas, corteza, semillas y frutos de algunas plantas.8>-82 Estdn quimicamente
constituidos por mezclas de varios terpenos entre ellos monoterpenos (Cyg) ,
sesquiterpenos (C;s), diterpenos (C,,), triterpenos (Cs,) y tetraterpenos (C,p), de
igual manera se encuentran derivados de compuestos del fenilpropano, de
alcoholes aliciclicos (linalol, geraniol, citronelol), alcoholes ciclicos ( mentol,
isopulegol, terpeniol, derivados de alcohol cinamico), fenoles (timol, carvacrol,
chavicol, eugenol), aldehidos (citronelal, citral, derivados de cinamaldehido) ,
cetonas (tuyona) , ésteres, acidos (acido crisantémico), éteres, compuestos
azufrados y nitrogenados, entre otros.*>838 Estos metabolitos secundarios se
obtienen mediante métodos destilativos, como por ejemplo destilacion de vapor
(SD), hidrodestilacion (HD) o arrastre con vapor de agua, e hidrodestilaciéon
asistida por microondas (HDMO). 85-88

La composicion quimica de los aceites esenciales determina la actividad biologica
que exhiben, a saber: antioxidante, antiviral, antimicrobiana e insecticida, entre
otras, lo que permite su aplicacion en industrias como la cosmética, de alimentos,
farmacéutica y en productos para el control de insectos y acaros.8 9
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En este proyecto de grado se estudio la posible actividad larvicida que poseen los
aceites esenciales de las plantas pertenecientes a las familias Asteraceae,
Labiatae, Piperaceae, Verbenaceae, Fabaceae, Poaceae, Turneracea Yy
Myrtaceae; como alternativa para el posible control de A. aegypti vector de
enfermedades perjudiciales para la salud humana como del dengue, chikungunya
y zika .92

Dentro de las plantas estudiadas en este trabajo se encuentra la Baccharis
trinervis de la familia Asteraceae, en su aceite esencial se ha reportado la
presencia de B-felandreno, a-tujeno, sabineno, a-pineno, los cuales se encuentran
reportados con propiedades farmacologicas, antiinflamatorias, antioxidantes,
antimicrobiana y antifiingicas.®?

En el caso de la Salvia bogotensis de la familia Lamiaceae se ha evaluado su
actividad biolégica con antigenos, consiguiendo resultados de deteccion temprana
para algunos tipos de células cancerigenas.®

La Piper aduncum pertenece a la familia Piperaceae, en su aceite esencial se ha
identificado la presencia de compuestos fenilpropanoides como el dilapiol;
empleado en la medicina natural como astringente, estimulante digestivo y
diurético.®®

La Lippia alba pertenece a la familia Verbenaceae, y se caracteriza por tener
compuestos como el citral y carvona, a los cuales se les atribuyen actividades
antivirales, analgésicas y anti-inflamatorias, entre otras.

La Bauhinia manca pertenece a la familia Fabaceae, en su aceite esencial se
reporta la presencia de compuestos como alcaloides, flavonoides, y polifenoles,
los cuales le proporcionan propiedades antibacterianas y citotoxicas.®: %7

Por otra parte, se han utilizado especies de Cymbopogon citratus y Cymbopogon
winterianus Jowitt de la familia Poaceae para la produccion de esencias naturales
de interés comercial; ya que contienen geraniol, citronelal y geranial en sus
componentes mayoritarios, quienes representan una alta actividad antibacterial y
anti fingica frente a un amplio espectro de microorganismos.®8
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La Turnera diffusa Willd pertenece a la familia Turneraceae, es empleada en la
medicina tradicional como estimulante, diurético y antiinflamatorio. La composicién
quimica de este aceite esencial presenta compuestos como el x-pineno, S-pineno,
p-cimeno, 1,8-cineol y flavonoides, lo que favorece la actividad anti-proliferativa del
extracto sobre lineas celulares de cancer.®®

El aceite esencial de Calycolpus Moritzianus (Familia Myrtaceae), tiene como
compuestos mayoritarios el  1,8-cineol, «-pineno y limoneno quienes se
caracterizan por su actividad biolégica, antimicrobiana, antioxidante, entre otras.®

4.1 MARCO DE ANTECEDENTES

En el presente marco de antecedentes se mencionan algunos estudios realizados
sobre actividad larvicida de aceites esenciales de plantas pertenecientes a
diferentes especies de familias botanicas.

En un estudio realizado por Tennyson, et al, en 2013 se determiné la actividad
larvicida de diez aceites esenciales frente al tercer estadio de larvas A. aegypti,
evaluando concentraciones de 125 a 1000 ppm. Dentro de los aceites vegetales
analizados, el C. sinensis presentd una mayor actividad con una concentracion
letal cincuenta (CLso) de 85.93 ppm, seguido de C. martinii con una CLso= 88.78
ppm, O. sanctum con CLso= 92.48 ppm y el M. fragrans con CLso= 93.62 ppm.10t

Kamur, et al, en 2012 evaluaron el potencial larvicida de varios extractos
preparados en los solventes de éter de petréleo, hexano, acetona y éter etilico a
partir de tallos, raices y hojas de Parthenium hysterophorus (Familia: Asteraceae)
frente al Aedes aegypti en el tercer y cuarto estadio de desarrollo. Los extractos
obtenidos a patrtir de las hojas de la planta bajo estudio presentaron un porcentaje
de mortalidad entre un 10 y 40% contra ambos estadios del insecto. Por otra parte,
los extractos de tallos y raices disueltos en éter de petréleo y hexano mostraron
una CLso de 379.76 y 438.57 mg/L respectivamente. Finalmente se reportd que los
extractos tanto de raices y tallos disueltos en hexano fueron 23% - 68% mas
eficaces que los de éter de petréleo.10?

Aguilera, L et al, en 2003 evaluaron la actividad larvicida frente a Aedes aegypti
de aceites esenciales de Eugenia melanadenia y Psidium rotundatum,
pertenecientes a la familia Myrtaceae, plantas endémicas de Cuba. En el analisis
de resultados se demostré el efecto larvicida para E. Melanadenia con una CLso=
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85 ppm y ClLgs= 104 ppm y para P. rotundatum una CLso= 63 ppm y ClLgs= 71

Leyva, M et al, (2009) evaluaron la actividad larvicida de aceites esenciales
provenientes de plantas de las familias Piperaceae, Myrtaceae y Amaranthaceae
mediante bioensayos de 24 horas. La Piper auritum present6é una CLso= 17 ppm,
seguido de Pimenta racemosa con una CLso= 27 ppm, Chenopoduim ambrosioide
presenté una CLso= 35 ppm y la Piper aduncum registré una CLso= 57 ppm.1%4

Mufioz, et al, (2011) determinaron la actividad larvicida de los aceites esenciales
obtenidos de las plantas C. odorata, C. nardus, L. alba y L. origanoides, frente A.
aegypti reportando una ClLso para los aceites evaluados de 64.9, 106.3, 88.8 y
110.1 ppm, respectivamente. Los resultados que evidenciaron que el aceite mas
efectivo fue el de Cananga odorata.'%

Rozo, A, et al, (2008) evaluaron la actividad toxica de extractos acuosos y
acetoénicos de Eupatorium microphyllum (Asteraceae) frente a larvas en IV estadio
del mosquito Aedes aegypti (Lineaus), encontrando en la concentracion de 50 ppm
una actividad larvicida del 94% para los extractos acetdnicos, mientras que los
extractos acuosos presentaron actividad menor al 20%.106

Rueda, et al, (2010) estudiaron la actividad larvicida del aceite esencial de las
hojas secas de Eucaliptus globulus, cultivado en la regién de Chinacota, Norte de
Santander (Colombia) frente a la cepa Rockefeller de Aedes aegypti, encontrando
una mortalidad del 100% en concentraciones de 100 ppm, que permitié determinar
el valor de la CLso en 58 ppm. La susceptibilidad de las larvas fue asociada a
componentes volatiles mayoritarios como 1,8-cineol y el a-pineno presentes en
concentraciones del 82.23% y 8.69% respectivamente. 0’

Morales, J.; et al, (2007) evaluaron la actividad larvicida del aceite esencial de
toronja, Citrus paradisi (Rutaceae), frente los mosquitos Aedes aegypti y Aedes
albopictus, para lo cual se realizaron bioensayos a 24 horas de exposicion,
calculando las concentraciones letales al 50 % y 90%. Obteniendo como resultado
una CLso= 47,3 ppm, para el Aedes aegypti y una CLso= 85,1 ppm para el Aedes
albopictus.08
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En el Grupo de Investigaciones Ambientales para el Desarrollo Sostenible
(GIADS- U. Santo Tomas — Bucaramanga), se realiz6 un trabajo preliminar 1%° en
el cual se implemento la metodologia para la determinacion de actividad larvicida
de productos naturales frente a Aedes aegypti, en el cual se evaluaron catorce
aceites esenciales pertenecientes a las familias de plantas Verbenaceae,
Poaceae, Anonaceae, Myrtaceae, Lamiaceae y Rutaceae.

El aceite esencial obtenido de los frutos de la Swinglea glutinosa presento la mejor
actividad larvicida con una CLso de 18,5 ppm, seguido del aceite extraido de las
hojas de Swinglea glutinosa con una CLso de 19,4 ppm y el de las flores de
Cananga odorata con una CLso de 19,9 ppm.1%°
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5. DISENO METODOLOGICO

A continuacion se presenta la metodologia utilizada para la evaluacion de la
posible actividad larvicida de veintiséis (26) aceites esenciales frente a larvas del
Aedes aegypti. Las muestras fueron suministradas por el Centro de Investigacion
de Excelencia CENIVAM (UIS).

5.1 ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales evaluados pertenecen a las familias Verbenaceae,
Labiatae, Asteraceae, Poaceae, Fabaceae, Piperaceae, Turneracea y Myrtaceae.
Las plantas fueron colectadas en los departamentos de Valle del Cauca, Arauca y
Santander. Este recurso bioldgico y sus productos derivados, fue suministrado por
el Estado Colombiano a través del Contrato de acceso a recursos genéticos y
productos derivados para investigacion cientifica con fines de prospeccion
biolégica No. 101 entre el Ministerio del Medio Ambiente y Desarrollo Sostenible y
la Union Temporal Bio-Red-CO-CENIVAM.

En el cuadro 2, se presenta la informacion del sitio de colecta de las plantas, el
namero de voucher asignado por el Herbario Nacional de Colombia, y el codigo
Cenivam para las muestras de aceites esenciales evaluados en el estudio de la
actividad larvicida frente al Aedes aegypti.

Cuadro 2. Plantas medicinales colectadas por CENIVAM asociadas a los aceites
esenciales bajo estudio.

Familia Nombre cientifico Codigo CENIVAM Voucher Lugar de colecta
Calea sessiliflora BIO-ATvcV11E 582602 Dagua, Valle Cauca
Baccharis trinervis BIO-ATvcV17E 582811 Dagua, Valle Cauca
Baccharis decussata BIO-ATvcV19E 582606 La Cumbre, Valle Cauca
Salvia sp. BIO-ATvcV25E Sin Voucher Dagua, Valle Cauca
Asteraceae
Tessaria integrifolia L. BIO-ATvcV29E Sin Voucher Palmira, Valle Cauca
Wedelia calycina BIO-ATvcVO1E 582605 Dagua, Valle Cauca
Wedelia calycina BIO-ATsaW28E 578353 Zapatoca, Santander
Calea glomerata BIO-ATvcV37E 583912 Yumbo, Valle del Cauca
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Ageratina popayanensis BIO-ATsaW40E 582600 Zapatoca, Santander
Fabaceae Zornia brasiliensis BIO-FAarVO1E 582604 Tame, Arauca
Hyptis brachiata BIO-LTarV02E 582531 Tame, Arauca
Labiatae
Hyptis dilatata BIO-LTarVO3E 582530 Cravo Norte, Arauca
Myrtaceae Calycolpus moritzianus BIO-MYsaWO07E 578360 Zapatoca, Santander
Piper cf. subflavum BIO-PPvcV0O9E 582361 Dagua, Valle Cauca
Piperaceae Piper medium BIO-PPvcV11E 582360 Palmira, Valle Cauca
Piper holtonii BIO-PPvcV13E 582357 Palmira, Valle Cauca
Poaceae Cymbopogon nardus BIO-GRvcVO1E 582309 Dagua, Valle Cauca
Turnera diffusa BIO-TUsaVO8E 578361 Girén, Santander
Turneraceae
Turnera diffusa BIO-TUsaVO08E 578361 Girén, Santander
Lippia origanoides BIO-VEarVO1lE 582599 Tame, Arauca
Lippia origanoides BIO-VEsaV34E Pendiente Girén, Santander
Lippia alba BIO-VEvcVO1E 582597 Dagua, Valle Cauca
Verbenaceae Lantana camara BIO-VEvcVO3E 582528 Dagua, Valle Cauca
Lantana alba BIO-VEvcVO5E Sin Voucher La Cumbre, Valle Cauca
Lantana colombiana BIO-VEvcVO7E 582328 La Cumbre, Valle Cauca
Chromolaena odorata BIO-VEvcV11E 583910 Yumbo, Valle del Cauca

Fuente: CENIVAM

5.2 MANEJO DE LA COLONIA AEDES AEGYPTI

La colonia de Aedes aegypti (Cepa Piedecuesta), fue colectada en las
coordenadas de geo-referenciacion N 6° 50’ 43.116”; W 73° 3’ 27.262” y
caracterizada por la Secretaria de Salud de Bucaramanga. El establecimiento y
mantenimiento de la misma se realizé en el “Laboratorio de Nuevos Bio-
insecticidas” adscrito al Grupo de Investigaciones Ambientales para el Desarrollo
Sostenible — GIADS-, (Facultad de Quimica Ambiental, Universidad Santo Tomas,
Seccional Bucaramanga), bajo una adaptacion de los parametros establecidos por
el protocolo propuesto por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).110

Para continuar con la colonia A. aegypti, se tuvieron en cuenta los siguientes
parametros para el mantenimiento de la colonia como se observa en la Figura 2.
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La produccion de huevos por parte de las hembras del A. aegypti estuvo entre 800
a 1500, 3 veces por semana. En la Figura 2(1), se observan los huevos, los
cuales fueron recolectados sobre papel filtro dispuesto en una bandeja con un
poco de agua (simulando los criaderos). Dichos huevos se sacaron de las jaulas y
fueron sometidos a un proceso de secado durante 48 horas, tiempo requerido para
la maduracion y completo desarrollo de la larva.

En la Figura 2(2), se muestra la eclosion de los huevos, que se llevo a cabo en un
recipiente con agua en el que fueron sumergidos los papeles de filtro en los cuales
fueron depositados. Una vez eclosionados los huevos se inicia la fase larval.

Las larvas fueron dispuestas en un recipiente de plastico de 22 cm X 8 cm, bajo
pardmetros establecidos por la OMS (Temperatura entre los 25-28° C, Humedad
relativa de 70- 80%, 12 horas de iluminacion continuas y 12 horas de oscuridad);
como alimento se les suministré pienso molido para caninos 19, La fase final de
los estadios larvales culmina en pupas, las cuales fueron trasladadas a vasos
plasticos de 44 mL con aproximadamente 30 mL de agua y se dejaron dentro de
las jaulas hasta observar su paso a la fase adulta (Figura 2(3)).

Una vez emergidos los mosquitos adultos, se mantuvieron dentro de jaulas
metalicas de 30 cm x 30 cm, recubiertas por una tela delgada permitiendo asi el
flujo de aire para los insectos. Esta jaula posee a su vez una manga que funciona
como entrada y salida por medio de la cual se realizé el mantenimiento de la
colonia. En esta fase, la alimentacion se llevé a cabo mediante agua azucarada al
10%, impregnada en un algodon envuelto con gasa (torunda) que se mantuvo
siempre dentro de la jaula. También se facilitd la toma de sangre suministrada por
un voluntario humano (brazo) para que de esta manera realizaran su respectivo
proceso de ovoposicion (Figura 2(4)).
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Figura 2. Mantenimiento de la colonia del mosquito Aedes aegypti en el
laboratorio de Nuevos Bio-insecticidas.

1

Disposicion de huevos Disposiciéon de larvas

|

3

Proceso alimentacion Pupas Aedes aegypti

hembras A. aegypti

Fuente: Autoras

5.3 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD LARVICIDA DE ACEITES ESENCIALES
SOBRE LARVAS A. AEGYPTI

En este proyecto se determind la susceptibilidad que poseen las larvas del
mosquito Aedes aegypti (Cepa: Piedecuesta) en el tercer instar de desarrollo
frente a los aceites esenciales de las familias Verbenaceae, Labiatae, Asteraceae,
Poaceae, Fabaceae, Piperaceae, Turneracea y Myrtaceae, y a dos compuestos de
referencia como el temefos y el clorpirifos, siguiendo la metodologia propuesta por
la OMS.8

Con el fin de establecer la letalidad de los solventes DMSO vy etanol, se realizaron
bioensayos preliminares en soluciones en un rango de concentracion de 0,0003 a
3,3 %v/v. Se determind que el DMSO no presenta toxicidad en una concentraciéon
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del 1 % v/iv y el etanol al 2% v/v; valores que se tuvieron en cuenta para la
preparacion de las soluciones de los aceites esenciales bajo estudio.

Para evaluar la actividad larvicida de cada uno de los veintiséis (26) aceites
esenciales frente al Aedes aegypti se prepararon volimenes de 200 mL de
soluciones patrén en un intervalo de concentracion de 10 a 150 ppm cada una de
ellas con un rango de 5 a 7 diluciones dependiendo la muestra, considerando la
solubilidad de los aceites en una mezcla etanol (2%) y agua (98%). Se emplearon
cinco larvas del mosquito en el tercer estadio de desarrollo por cada
concentracion evaluada para un total de 25 larvas. Se realizaron cuatro replicas
por cada bioensayo. En la Figura 3 se presenta el montaje empleado para los
bioensayos.

Figura 3. Montaje de bioensayos para actividad larvicida frente al Aedes aegypti.

Blanco: Agua
comercial

Blanco: Etanol (2%)

5 vasos por
concentraciéon  (C)
cada uno de ellos
con 5 larvas para un
total de 25 larvas por
C.

Réplicas por

L concentracion
de acuerdo al
protocolo de la
OMS

Ensayo 1

C1 Cc2 Cc3 C4 C5 C6 c7

Fuente: Autoras

El tiempo de exposicion en cada uno de los bioensayos se establecio en intervalos
de tiempo entre 2 a 72 horas, estableciendo como criterio de mortalidad que las
larvas no presentaran movimiento, realizando una leve perturbacion en las
soluciones de los bioensayos.1® El tiempo de exposicion de las larvas fue de 72
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horas maximo con el fin de observar la accion insecticida para los compuestos
sintéticos y los aceites esenciales, calculando el porcentaje de mortalidad de
acuerdo con la ecuacion de la Figura 4.

. . Numero de larvas muertas
Figura 4. Mortalidad (%) = — * 100
Numero de larvas totales

Fuente: World Health Organization

5.4 ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD LARVICIDA FRENTE A LAS
LARVAS DEL AEDES AEGYPTI

Se realizé el analisis estadistico con el fin de obtener las CLso y CLoo de los
compuestos de referencia y los veintiséis aceites esenciales estudiados,
empleando la funcién Analisis Probit - Método Finney [Distribucion Logaritmo
normal], implementada en el programa BioStat V5; con el que se evalué la relaciéon
dosis respuesta para poder estimar la probabilidad de ocurrencia para cada una
de las mortalidades, obteniendo la Concentracién Letal con el despeje de la
ecuacion Figura 5. 111-114

valor Probit—intercepto
Beta

Figura 5. Log10 (Concentracién Letal en ppm)=

Fuente: Castillo, G. Ensayos Toxicolégicos y métodos de evaluacién de calidad de
aguas. México (2004)

Donde el Valor Probit es el porcentaje de larvas muertas por la accion toxica del
compuesto de referencia o el aceite esencial en estudio (50 % o 90%)
transformado en unidades Probit; el intercepto y beta son estimadores de los
parametros de la recta de regresion.

Finalmente se efectud el andlisis del chi cuadrado que se caracteriza por ser una

funcién de distribucion determinada por la variable (xz), como se muestra en la
ecuacion de la Figura 6, donde n son las muestras aleatorias independientes entre
si que son extraidas de una poblacién normal.® 11°

36



Figura 6. x%= X2 + X2 +... X2

Fuente: Mongay, C. Quimiometria. Espafia (2005)

Esta prueba estadistica permite comparar las frecuencias observadas
experimentalmente (ecuacién Figura 7), es decir el nimero de veces en el que se
repite el valor de cada concentracion letal obtenida segun el nimero de réplicas
realizadas, con unos valores teéricos esperados®!, de acuerdo con los grados de
libertad que tenga el analisis, puesto que este pardmetro consiste en el nUmero de
datos libres de variar cuando se calcula la prueba para determinar un nivel
apropiado de confiabilidad en los resultados.!*®

2-y (frecuencia observada—frecuencia esperada)?
frecuencia esperada

Figura 7. x

Fuente: Castellar, R.; Zapata, F. Aplicaciones de la distribucién de probabilidades
de chi cuadrado en la toma de decisiones. Venezuela (2009)
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6. ANALISIS DE RESULTADOS

A continuacion se presentan los resultados obtenidos en el desarrollo de este
proyecto mediante una adaptacion a los parametros establecidos por el protocolo
propuesto por la OMS, 0 para la actividad larvicida de los insecticidas
comerciales y de los aceites esenciales pertenecientes a las plantas de las
familias Verbenaceae, Labiatae, Asteraceae, Poaceae, Fabaceae, Piperaceae,
Turneraceae y Myrtaceae frente a las larvas del mosquito Aedes aegypti (Cepa:
Piedecuesta).

6.1 CURVAS DE LETALIDAD CLso Y CLeo DE LOS COMPUESTOS DE
REFERENCIA SOBRE LAS LARVAS DEL AEDES AEGYPTI.

En la determinacién de la actividad larvicida frente al Aedes aegypti se evaluaron
los compuestos organofosforados de referencia O, O, O, O’ tetrametil-O, O’-tio-di-
p-fenileno (temefos) y O, O-dietil O-3, 5,6-tricloro-piridil -2-il fosforotiato (clorpirifos)
116 mediante el promedio de las curvas de letalidad, las cuales se realizaron por
cuadruplicado (Anexo A), teniendo en cuenta un rango de concentraciones entre
0,005 a 0,035 ppm para el temefos y 0,01 a 0,05 ppm para clorpirifos, preparadas
a partir de una solucién patrén en DMSO de 200 ppm. Se observé que ambos
compuestos de referencia presentaron un 100 % de mortalidad a las 2 horas de
aplicacién en 0,035 ppm y 0,05ppm respectivamente (Anexo B).

Los resultados de las concentraciones letales obtenidas para la actividad larvicida
estudiada con temefos se presentan en el Cuadro 3, junto con los respectivos
limites de confianza (LI: limite inferior y LS: limite superior) que permite evidenciar
el intervalo de aproximacion sobre el valor verdadero esperado.®

Cuadro 3. Concentraciones letales CLso y ClLgoo de actividad larvicida para el
compuesto de referencia Temefos

CLso (ppm) CLgo (ppm) x? Grados de libertad

0,013 0,027

0,36 4
LI LS LI LS

0,011 0,015 0,022 0,035

Fuente: Autoras/ BioStat V5

El resultado obtenido experimentalmente de x? (0,36), se encuentra dentro de los
valores que se consideran significativos, puesto que es inferior al valor critico
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tedrico de 0,48 en el cuarto grado de libertad para un nivel de confianza de 0,98,
estimando un 98% de confiabilidad (Anexo C). 4

Actualmente, el temefos es un insecticida comercial de gran importancia en la
erradicacion del mosquito Aedes aegypti, este compuesto insecticida ha sido
estudiado por medio de bioensayos aplicados en cepas silvestres en diferentes
paises. En Venezuela se reporté un estudio realizado por Alvarez, L.; et al, con
una cepa silvestre denominada “Trujillo Paramito” se encontré una ClLso 0,032
ppm’; en Argentina Bisset, J, et al, (2014), determinaron una CLso de 0,005 ppm
en una cepa denominada “Misiones”.1'® En un estudio realizado por Maestre, R.;
et al, (2009) en el departamento del Atlantico, sobre la susceptibilidad del Aedes
aegypti al temefos se determiné una CLso de 0,012 ppm *1°. En el presente estudio
para la cepa Piedecuesta se determiné una CLso de 0,013 ppm.

Los resultados de actividad larvicida encontrados en esta investigacion para el
clorpirifos, frente a la cepa Piedecuesta se presentan en el Cuadro 4; observando
que el valor obtenido de x? (0,46) se encuentra dentro de los valores permitidos al
cuarto grado de libertad para el nivel de confianza de 0,98 (98% de confiabilidad),
siendo inferior al valor teérico de 0,48 (Anexo C).4

Cuadro 4. Concentraciones letales CLso y ClLgoo de actividad larvicida para el
compuesto de referencia clorpirifos.

CLso (ppm) CLgo (ppm) x? Grados de libertad

0,021 0,037

0,46 4
LI LS LI LS

0,018 0,023 0,0317 0,0464

Fuente: Autoras/ BioStat V5

En un trabajo similar realizado por Carrera, L, et al, en 2013, estudiaron la
resistencia de algunas cepas Aedes aegypti en paises como Panama, Nicaragua y
Costa Rica a diferentes insecticidas, encontrando una elevada resistencia al
clorpirifos para la cepa Costa Rica con una CLso 0,11 ppm, mientras que las cepas
Panama y Nicaragua mostraron susceptibilidad al clorpirifos con CLso de 0,015
ppm y 0,021 ppm respectivamente, *?° semejante con la cepa Piedecuesta.
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6.2 ACTIVIDAD LARVICIDA DE LOS ACEITES ESENCIALES FRENTE A
LARVAS AEDES AEGYPTI.

En el siguiente analisis se presentan los resultados de la actividad larvicida para el
Aedes aegypti cepa Piedecuesta, con respecto a los aceites esenciales evaluados,
ordenados segun las familias botanicas pertenecientes. Las curvas de letalidad se
desarrollaron con el promedio de las cuatro réplicas observando que en todos los
aceites esenciales no se presentd ninguna mortalidad en los controles negativos
utilizados.

6.2.1 Familia Asteraceae: Esta familia de plantas agrupa a las siguientes
especies: Calea sessiliflora, Baccharis trinervis, Baccharis decussata, Salvia sp,
Tessaria integrifolia, dos muestras de Wedelia calycina con diferente sitio de
colecta, Calea glomerata, Ageratina popayanensis y Chromolaena odorata.

e Calea sessiliflora

En el género Calea se han estudiado en diferentes especies de plantas
actividades antimicrobianas, antifingicas e insecticidas; debido a que en su
mayoria contiene compuestos como oxido de cariofileno, a-cadinol y (-)-a-
Gurjuneno que le proporcionan estas propiedades.'?* Para el aceite esencial de
Calea sessiliflora se evalud la actividad larvicida de las soluciones preparadas en
un rango de concentracion entre 10 a 85 ppm, a partir de una solucion stock de
etanol de 5000 ppm, obteniéndose el 100% de la mortalidad a las 72 horas con la
aplicacion de la dosis 85 ppm (Anexo Ay B).

Los resultados de las concentraciones letales obtenidas para las larvas del Aedes
aegypti se observan en el Cuadro 5, con su respectivos Limite de confianza. El
valor obtenido para el x? (0,62), demuestra ser un valor significativo, ya que no
excede el valor critico teérico de 0,83 con respecto al quinto grado de libertad,
teniendo en cuenta que pertenece a un nivel de confianza de 0,98 (98% de
confiabilidad) (Anexo C).#
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Cuadro 5. Concentraciones letales CLso y ClLoo de actividad larvicida para Calea
sessiliflora

CLso (ppm)

CLoo (ppm)

Grados de libertad

28,3

62,3

LI

LS

LI

LS

24,2

32,8

51,6

81,5

0,62

5

Fuente: Autoras/ BioStat V5

e Baccharis trinervis y Baccharis decussata

Los aceites esenciales del género Baccharis contiene en su mayoria compuestos
como a-tujeno, a-pineno, sabineno, B-pineno, y B-felandreno (Anexo F), los cuales
han demostrado acciones farmacolégicas y biolégicas; que podrian atribuir la
actividad encontrada en este proyecto.%3122-124

Para la preparacion de la curva de letalidad del aceite esencial de Baccharis
trinervis (Anexo A), se estudiaron concentraciones en un rango de 25 a 70 ppm,
utilizando una solucién patrén en etanol de 5000 ppm. Se observé que el 100%
de mortalidad se dio a las 72 horas con la dosis de 70 ppm (Anexo B). Se
obtuvieron las concentraciones letales para la actividad larvicida con el aceite
esencial de Baccharis trinervis con un sus respectivos limites de confianza como
se muestra en el Cuadro 6; notando que el resultado de x2 (0,28), se encuentra
cercano al valor critico teérico de 0,29, para el cuarto grado de libertad,
considerandose un valor significativo que corresponde al nivel de confianza de
0,99 (99 % de confiabilidad) (Anexo C).41

Cuadro 6. Concentraciones letales ClLso y CLoo de actividad larvicida para
Baccharis trinervis

CLso (ppm)

CLogo (ppm)

x? Grados de libertad

38,8

58,1

LI

LS

LI

LS

35,5

42,2

52,3

67,9

0,28

4

Fuente: Autoras/BioStat V5

En el caso del aceite esencial de Baccharis decussata se obtuvo la curva de
letalidad (Anexo A) para la actividad larvicida frente al Aedes aegypti, en un rango
de concentraciones de 30 a 80 ppm, preparadas a partir de una solucion patrén en
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etanol de 6000 ppm. El 100% de la mortalidad se dio a las 72 horas de aplicacion
para una dosis de 80 ppm (Anexo B). En el Cuadro 7 se exponen los resultados de
las concentraciones letales y su respectivo limite de confianza. El valor de (0,27),
se encuentra dentro de los valores permitidos puesto que no excede el valor critico
tedrico de 0,29 con respecto al cuarto grado de libertad, teniendo en cuenta que
pertenece a un nivel de confianza de 0,99 ( 99 % de confiabilidad) (Anexo C).*

Cuadro 7. Concentraciones letales ClLso y ClLoo de actividad larvicida para
Baccharis decussata

CLso (ppm) CLoo (ppm) x? Grados de libertad

47,4 69,5

0,27 4
LI LS LI LS

42,4 51,4 63,9 78,8

Fuente: Autoras/ BioStat V5

e Tessaria Integrifolia L.

En las plantas pertenecientes al género Tessaria se han encontrado compuestos
quimicos como oxido de cariofileno, (E)-B-damascenona y Y- eudesmol en los
aceites esenciales de diferentes especies. La especie Tessaria Intergrifolia L, es
una planta medicinal con propiedades de caracter farmacoldgico, antioxidante,
antibacteriano, anti-flingico y citotéxico. 124125

Para este estudio se realizo la determinacion de la actividad larvicida frente al
Aedes aegypti por medio de una curva de letalidad (Anexo A), utilizando un rango
de concentraciones de 35 a 65 ppm, preparadas a partir de una solucion patrén en
etanol de 8000 ppm, manifestando el 100% de la mortalidad a las 72 horas de
aplicacion para una dosis de 65 ppm (Anexo B). Se consiguieron los resultados de
las concentraciones letales con sus respectivos limites de confianza, como se
muestra en el Cuadro 8; obteniéndose un valor un x?2 (0,73) significativo ya que no
excede el valor critico tedrico (1,06), para el cuarto grado de libertad, teniendo en
cuenta que pertenece a un nivel de confianza de 0,94 (94 % de confiabilidad)
(Anexo C).4
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Cuadro 8. Concentraciones letales ClLso y ClLoo de actividad larvicida para
Tessaria Integrifolia L.

CLso (ppm) CLoo (ppm) x? Grados de libertad

45,9 57,8

0,73 4
LI LS LI LS

43,7 48,2 54,5 63,1

Fuente: Autoras/ BioStat V5

¢ Wedelia calycina

Se determiné la actividad larvicida para dos muestras de aceites esenciales
pertenecientes a la misma planta, recolectadas en Dagua, Valle del Cauca y
Zapatoca Santander respectivamente. Esta especie de planta se caracteriza por
tener en su aceite esencial compuestos como germacreno-D (49,5%) y B-
cariofileno (23,9%), que le proporcionan actividad bioldgica por sus propiedades
antibacterianas y antifingicas (Anexo F). 126-127

Se obtuvieron las curvas de letalidad como se muestra en el Anexo A, para la
actividad larvicida de los aceite esencial Wedelia calycina (Dagua, Valle del
Cauca) y Wedelia calycina (Zapatoca, Santander), frente al Aedes aegypti, con
una solucion patron de 4000 ppm; usando concentraciones de 20 a 65 ppm y de
30 a 65 ppm respectivamente. Se observé que el 100% de la mortalidad se dio a
las 72 horas en la dosis de 65 ppm, para los aceites esenciales (Anexo B).

Los resultados obtenidos para los dos aceites esenciales se muestran en el
Cuadro 9, con sus respectivos limites de confianza y valores de x2. Para el
Wedelia calycina (Dagua, Valle del Cauca), el parametro x? (0,57), es apropiado
para el quinto grado de libertad con nivel de confianza de 0,98 (98 % de
confiabilidad); y de la misma manera el valor de x? (0,62) para Wedelia calycina
(Zapatoca, Santander) corresponde cuarto grado de libertad con nivel de
confianza de 0,96 (96 % de confiabilidad) (Anexo C).4

Cuadro 9. Concentraciones letales CLso y CLgo de actividad larvicida para Wedelia
calycina (Dagua, Valle del Cauca) y Wedelia calycina (Zapatoca, Santander)

Aceite esencial CLso (ppm) ClLgo (ppm) x? Gﬁﬁi?tige
Wedelia calycina (Dagua, 34,9 54,9
Valle del Cauca) LI LS LI LS 0,57 5
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42,7 57,5
LI LS LI LS 0,62 4
40,1 45,5 53,2 64,3

Wedelia calycina
(Zapatoca, Santander)

Fuente: Autoras/ BioStat V5

Se puede apreciar que las concentraciones de letalidad en los dos aceites
esenciales fueron equivalentes; puesto que la composicion de los aceites
esenciales varia en la edad de la planta, las condiciones climaticas para su
desarrollo y el lugar de origen o colecta.?8

e Calea glomerata

Las plantas pertenecientes al género Calea contienen en su mayoria compuestos
como copaeno y germacreno-D, que ofrecen la actividad biologica de la planta; se
han estudiado propiedades citotdxicas en la especie Calea glomerata.2°-130-

Se realiz6 la curva de letalidad como se observa en el Anexo A, para la actividad
larvicida frente al Aedes aegypti, utilizando un rango de concentraciones de 40 a
100 ppm, preparadas a partir de una solucién patrén en etanol de 8000 ppm. En el
desarrollo de los bioensayos se observo el 100% de la mortalidad a las 72 horas
para una dosis de 100 ppm (Anexo B). Los resultados obtenidos se expresan en el
Cuadro 10, con sus respectivos limites de confianza y valor de x? (0,17); el cual
no excede el valor critico tedrico 0,22 en el tercer grado de libertad, para un nivel
de confianza de 0,98 (98 % de confiabilidad )(Anexo C).#*

Cuadro 10. Concentraciones letales CLso y CLgo de actividad larvicida para Calea
glomerata

CLso (ppm) CLoo (ppm) x? Grados de libertad

59,9 85,6

0,17 3
LI LS LI LS

55,4 64,9 77,1 101

Fuente: Autoras/ BioStat V5
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e Ageratina popayanensis

El género Ageratina, se caracteriza por tener en su mayoria compuestos con
actividad antimicrobiana como torreyol, &-cadineno, germacreno y a-bisabolol
entre otros.'3! En este trabajo se evalu6 el aceite esencial de la especie Ageratina
popayanensis, mediante el desarrollo de una curva de letalidad (Anexo A) frente a
las larvas del Aedes aegypti, con una solucién patron en etanol de 8000 ppm,
evaluando un rango de concentraciones entre 35 a 90 ppm; mostrando que el
100% de la mortalidad se dio a las 72 horas de aplicacion para una dosis de 90
ppm (Anexo B).

Las concentraciones letales obtenidas con sus respectivos limites de confianza se

presentan en el Cuadro 11; y de la misma manera se observa que el valor del x?
(0,32) es inferior al valor critico tedrico (0,55), para el quinto grado de libertad, con
respecto al nivel de confianza de 0,99 (99 % de confiabilidad) (Anexo C).#

Cuadro 11. Concentraciones letales ClLso y ClLgoo de actividad larvicida para
Ageratina popayanensis

CLso (ppm) CLoo (ppm) x? Grados de libertad

53,6 75,9

0,32 5
LI LS LI LS

50,0 57,5 69,1 86,8

Fuente: Autoras/ BioStat V5

e Chromolaena odorata

En el aceite esencial de Chromolaena odorata, se encuentran compuestos
mayoritarios como a- zingibereno (40,2 %), germacreno D (17,9 %), B-pineno (8,2
%); a-pineno (6,0 %) que le aportan propiedades farmacoldgicas, antimicrobiana,
citotoxica, antioxidante, ovicida y larvicida frente a los mosquitos Aedes aegypti,
Anopheles stephensi, y Culex quinquefasciatus (Anexo F).132-137

Se realiz6 la curva de letalidad para la actividad larvicida frente al Aedes aegypti
presentado en el Anexo A, con un rango de concentraciones de 35 a 100 ppm,
preparadas a partir de una solucion patrén en etanol de 8000 ppm, observando
qgue el 100% de la mortalidad se dio a las 72 horas de aplicacién para una dosis de
100 ppm (Anexo B). Se obtuvieron las concentraciones de letalidad con sus
respectivos limites de confianza y valor de x? en el Cuadro 12; demostrando que
el resultado x? (0,64) pertenece al rango correspondiente para el cuarto grado de
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libertad en el nivel de confianza de 0,95 ya que no excede el valor critico tedrico
de 0,71 para este caso. (95 % de confiabilidad) (Anexo C).4!

Cuadro 12. Concentraciones letales ClLso y ClLgoo de actividad larvicida para
Chromolaena odorata

CLso (ppm) CLoo (ppm) x? Grados de libertad

35,5 47,6

0,64 4
LI LS LI LS

33,3 37,7 44,2 53,2

Fuente: Autoras/ BioStat V5

En esta investigacion los resultados de las concentraciones letales obtenidas (CLso
de 35,5 ppm y CLoo de 47,6 ppm) exhibieron una mejor actividad con las larvas del
Aedes aegypti cepa Piedecuesta, en comparacion con el estudio de Sukhthankar,
J.; etal en el que reportd una CLso de 138 ppm mayor que la obtenida.3’

6.2.2 Familia Fabaceae : La especie Zornia brasiliensis es una planta medicinal
compuesta principalmente por trans-nerolidol, germacreno-D, trans-cariofileno y a-
humuleno (Anexo F); ha sido estudiada debido a sus propiedades bioldgicas y
farmacoldgicas.38

Para el desarrollo de la curva de letalidad para la actividad larvicida frente al
Aedes aegypti como se presenta en el Anexo A, se trabajaron un rango de
concentraciones entre 35 a 70 ppm, a partir de una solucién patrén en etanol de
8000 ppm; los bioensayos demostraron que el 100% de la mortalidad se dio a las
72 horas para una dosis de 70 ppm (Anexo B). Se determinaron las
concentraciones letales como se exhibe en el Cuadro 13, con sus respectivos

limites de confianza. Se obtuvo un x? (0,77), dentro de los valores permitidos
puesto que no excede el valor critico teérico de 1,06, en el cuarto grado de
libertad, para el nivel de confianza de 0,94 (94 % de confiabilidad) (Anexo C).%*
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Cuadro 13. Concentraciones letales CLso y CLgo de actividad larvicida para Zornia

brasiliensis
CLso (ppm) CLoo (ppm) x? Grados de libertad
47,6 62,3 077 4
LI LS LI LS
44,9 50,3 58,1 68,9

Fuente: Autoras/ BioStat V5

6.2.3. Familia Labiatae: Dentro de los aceites estudiados para esta familia de
plantas se encuentran los siguientes: Salvia sp, Hyptis brachiata e Hyptis dilatata

e Salvia sp

El aceite esencial del género Salvia se caracteriza por tener compuestos
mayoritarios como ledol, espatulenol, a-cubebeno, fitol, y cariofileno los cuales se
han presentado resultados de actividad larvicida frente a dos especies diferentes
de Aedes ( A. aegypti y A. albopictus), lo que permite evidenciar su posible
aplicacion como insecticida natural (Anexo F).13%140 Se obtuvo la curva de
letalidad para la actividad larvicida frente al Aedes aegypti cepa Piedecuesta
(Anexo A), con un rango de concentraciones de 30 a 80 ppm, preparadas a partir
de una solucion patrén en etanol de 6000 ppm mostrando un 100% de la
mortalidad a las 72 horas en la concentracién de 70 ppm (Anexo B).

Los resultados conseguidos para las concentraciones letales en esta evaluacion
de actividad larvicida se exhiben en el Cuadro 14, junto con los respectivos limites
de confianza logrados; resaltando que el valor de x? (0,31), es menor al valor
critico tedrico (0,48), en el cuarto grado de libertad, teniendo en cuenta que
pertenece a un nivel de confianza de 0,98 (98 % de confiabilidad) (Anexo C).#

Cuadro 14. Concentraciones letales CLso y CLoo de actividad larvicida para Salvia
Sp

ClLso (ppm)

CLoo (ppm)

Grados de libertad

43,8

62,1

LI

LS

LI

LS

40,9

46,9

56,6

71,7

0,31
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La concentracién letal media obtenida en el aceite esencial de Salvia sp (CLso =
43,8 ppm) es comparable a la concentraciéon reportada (CLso = 46,6 ppm) en un
estudio realizado por Zhu, S.; et al del aceite esencial de Salvia plebeian frente a
una cepa de Aedes aegypti en China.'#9

e Hyptis brachiata e Hyptis dilatata

Las plantas pertenecientes al género Hyptis, se han presentado propiedades
biolégicas como anti-inflamatorias, anti-tumorales, insecticida, anti- bacteriana y
antioxidante. El aceite esencial de la planta Hyptis brachiata se caracteriza por
tener en su composicion quimica compuestos como a-humuleno (19,8%), D-
germacreno (13,0%) y E-cariofileno (8,3%), de igual manera el aceite esencial de
Hyptis dilatata contiene como puestos mayoritarios el E-—cariofileno (12,8% vy
22,3%) y alcanfor (43,8%) (Anexo F).141 En este estudio se obtuvo la curva de
letalidad frente a las larvas del Aedes aegypti (Anexo A), para los aceites
esenciales de Hyptis brachiata e Hyptis dilatata, a partir de una solucién patron de
6000 ppm, estudiando concentraciones entre 40 a 100 ppm para los dos aceites;
observando que ambos tuvieron 100% de la mortalidad a las 72 horas en la
concentracion de 100 ppm (Anexo B).

Los resultados obtenidos para la actividad larvicida con el aceite esencial de
Hyptis brachiata se presentan en el Cuadro 15, presentando sus respectivos
limites de confianza. Se obtuvo un x? (0,27), apropiado para el tercer grado de
libertad ya que no excede el valor critico tedrico de 0,35, perteneciente a un nivel
de confianza de 0,96 (96 % de confiabilidad) (Anexo C).#

Cuadro 15. Concentraciones letales CLso y CLgo de actividad larvicida para Hyptis
brachiata

CLso (ppm) CLgo (ppm) x? Grados de libertad

57

7

85,2

LI

LS

LI

LS

52,7

62,5

76,4

103

0,27

3

Fuente: Autoras/ BioStat V5

En el caso del aceite esencial de Hyptis dilatata se presentan los resultados
obtenidos para la actividad larvicida en el Cuadro 16, demostrando los respectivos
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limites de confianza, y un valor de x2 (0,39), menor que el parametro critico teérico
(0,48), para el cuarto grado de libertad, con un nivel de confianza de 0,98 (98 % de
confiabilidad) (Anexo C).*

Cuadro 16. Concentraciones letales CLso y CLgo de actividad larvicida para Hyptis
dilatata

CLso (ppm) CLgo (ppm) x? Grados de libertad

62

7

87,2

LI

LS

LI

LS

58,3

66,8

80,3

99,5

0,39

4

Fuente: Autoras/ BioStat V5

6.2.4 Familia Myrtaceae: El aceite esencial de la planta Calycolpus moritzianus
perteneciente a la familia Myrtaceae se caracteriza por tener en su composicion
quimica compuestos mayoritarios como limoneno, 1,8-cineol, a-pineno, a-terpineol
y trans-B-cariofileno que le atribuyen propiedades de actividad como la
antioxidante (Anexo F), 100.142

Se elaboré la curva de letalidad para la actividad larvicida frente al Aedes aegypti
como se presenta en el Anexo A, con un rango de concentraciones entre 30 a 70
ppm, a partir de la preparacion de una solucion patrén en etanol de 6000 ppm
observando que el 100% de la mortalidad se dio a las 72 horas para una dosis de
70 ppm. (Anexo B). Los resultados obtenidos de las concentraciones letales se
muestran en el Cuadro 17, con su respectivo limite de confianza y valor de x2
(0,35), el cual se consideré apropiado puesto que no excede el valor critico teérico
de 0,48, para el cuarto grado de libertad, con un nivel de confianza de 0,98 (98 %
de confiabilidad) (Anexo C).*

Cuadro 17. Concentraciones letales ClLso y ClLgoo de actividad larvicida para
Calycolpus moritzianus

CLso (ppm) CLgo (ppm) x? Grados de libertad

44

3

61,1

LI

LS

LI

LS

40,6

47,4

56,7

68,1

0,35

4
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6.2.5 Familia Piperaceae: En esta familia se encuentran los aceites esenciales de
las plantas Piper cf. subflavum, Piper medium y Piper holtonii. En el género piper,
se encuentran especies de plantas con compuestos mayoritarios de safrol, apiol
(en Piper holtonii), dilapiol y beta-pineno entre otros; en los que se han reportado
propiedades biolégicas en los aceites esenciales como antifingicas, citotoxica,
insecticida y repelentes de insectos (Anexo F).143-145

e Piper cf. subflavum

Se realizé la curva de letalidad para la actividad larvicida frente al Aedes aegypti
como se observa en el Anexo A, para el aceite esencial de Piper cf. subflavum, a
partir de una solucién patron de 6000 ppm, con un rango de concentraciones entre
15 a 65 ppm, preparadas a partir de una solucion patrén en etanol de 4000 ppm,
obteniéndose el 100% de la mortalidad a las 72 horas en la concentracion de 65
ppm (Anexo B). Los resultados obtenidos para las concentraciones letales y sus
respectivos limites de confianza se presentan en el Cuadro 18, junto con el valor
del x2 (0,58), en donde se muestra que es inferior al valor critico teérico de 0,83
en al quinto grado de libertad, con un nivel de confianza de 0,98 (un 98 % de
confiabilidad) (Anexo C).#*

Cuadro 18. Concentraciones letales CLso y CLgo de actividad larvicida para Piper
cf. Subflavum

CLso (ppm) CLgo (ppm) x? Grados de libertad

29,9 50,8

0,58 5
LI LS LI LS

26,9 32,9 44,7 61,1

Fuente: Autoras/ BioStat V5

e Piper medium

En el caso del aceite esencial de Piper medium, se obtuvo la curva de letalidad
para la actividad larvicida frente al Aedes aegypti (Anexo A), con un rango de
concentraciones de 15 a 45 ppm, preparadas con una solucién patron en etanol a
4000 ppm; el 100% de la mortalidad se dio a las 72 horas para la dosis de 45 ppm
(Anexo B). Se determino las concentraciones letales, con los respectivos limites
de confianza y andlisis x2, expresados en el Cuadro 19; resaltando que el valor
obtenido del x? (0,78), corresponde al cuarto grado de libertad, en el nivel de
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confianza de 0,94, ya que no excede el valor critico teérico de 1,06 (94 % de
confiabilidad) (Anexo C).*

Cuadro 19. Concentraciones letales CLso y CLgo de actividad larvicida para Piper

medium

CLso (ppm)

CLoo (ppm)

Grados de libertad

24,9

37,7

LI

LS

LI

LS

22,7

27,1

33,9

43,9

0,78

4

Fuente: Autoras/ BioStat V5

¢ Piper holtonii

Se preparo la curva de letalidad para la actividad larvicida aceite esencial de Piper
holtonii del frente al Aedes aegypti (Anexo A), con una solucién patrén en etanol
de 4000 ppm, estudiando las concentraciones de 15 a 50 ppm, obteniendo el
100% de la mortalidad a las 72 horas para la dosis de 50 ppm (Anexo B). Los
resultados obtenidos de las concentraciones letales se presentan en el Cuadro 20,
con sus respectivos limites de confianza y x2 (0,19), el cual es inferior al valor
critico tedrico de 0,29 para el cuarto grado de libertad, con un nivel de confianza
de 0,99 (99 % de confiabilidad) (Anexo C).41

Cuadro 20. Concentraciones letales CLso y CLgo de actividad larvicida para Piper
holtonii

CLso (ppm) CLgo (ppm) x? Grados de libertad

25,7

41,8

LI

LS

LI

LS

23,2

28,4

36,9

49,9

0,19

4

Fuente: Autoras/ BioStat V5

6.2.6 Familia Poaceae: El aceite esencial de la especie Cymbopogon nardus, que
hace parte de la familia Poaceae; se caracteriza por tener en su composicion
quimica citronelal (49,6%), geraniol (17,5%), citronelol (12,3%), limoneno (4,4%),
los cuales son compuestos que promueven propiedades biolégicas como actividad
bactericida, funguicida, repelente, insecticida y larvicida frente al Aedes aegypti
Anopheles, albimanus y Culex quinquefasciatus (Anexo F).14614° Se prepar6 la
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curva de letalidad para la actividad larvicida frente al Aedes aegypti como se
presenta en el Anexo A, a partir de una solucién patrén en etanol de 9000 ppm,
estudiando las concentraciones de 40 a 125 ppm, presentando el 100% de la
mortalidad a las 72 horas con una dosis de 125 ppm (Anexo B).

Las concentraciones letales encontradas en esta actividad larvicida se presentan
en el Cuadro 21, con sus respectivos limites de confianza y valor de x? (0,13), el
cual no excede el valor critico teérico (0,22) que corresponde al tercer grado de
libertad con un nivel de confianza de 0,98 (98 % de confiabilidad) (Anexo C).#

Cuadro 21. Concentraciones letales CLso y ClLoo de actividad larvicida para
Cymbopogon nardus

Clso (ppm) Cloo (ppm) x? Grados de libertad

70

0

103

7

LI

LS

Ll

LS

62,7

76,4

93,5

123

0,13

3

Fuente: Autoras/ BioStat V5

Se realizé la comparacion estos valores de concentracion obtenidos (CLso = 70,0
ppm y ClLoo = 103,7 ppm) con un estudio realizado por Tennyson, S.; et al, report6
una ClLso de 1374,1 ppmy ClLoo de 3247,0 ppm frente a las larvas de una cepa de
Aedes aegypti en India; demostrando que los resultados encontrados obtuvieron
mejor actividad en esta investigacion con la cepa Piedecuesta 1°%-

6.2.7 Familia Turneraceae: Dentro de los aceites estudiados para esta familia de
plantas se encuentran dos muestras de Turnera diffusa recolectadas en Girdn,
Santander. Esta planta es utilizada en la medicina tradicional como un estimulante,
antidepresivo y diurético, sin embargo se han encontrado estudios farmacolégicos
y actividades biolégicas como antibacterianas, citotoxicas y antioxidantes. Su
aceite esencial se caracteriza por tener compuestos como 1,8-cineol (11,4%),

cadaleno (5,1%), 1-epi-cubenol (4.1%) y oxido de B-cariofileno (2,5%) (Anexo
F)_150—153

Se realizaron las curvas de letalidad para la actividad larvicida frente al Aedes
aegypti, con las dos muestras del aceite esencial de Turnera diffusa (Anexo A);
utilizando para la primera curva de letalidad un rango de concentraciones de 20 a
50 ppm, de una solucién patrén en etanol de 3000 ppm y para la segunda curva
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concentraciones de 35 a 70 ppm, preparadas a partir de una solucién patron en
etanol de 5000 ppm (Anexo B). En los ensayos observé que el 100% de la
mortalidad se dio a las 72 horas para ambas muestras con diferentes
concentraciones 50 ppmy 70 ppm respectivamente.

Las concentraciones letales encontradas para la actividad larvicida con las dos
muestras de los aceites esenciales de Turnera diffusa se presentan en el Cuadro
22; sequido de los limites de confianza y valores de x? correspondientes;
observando que los valores de ClLso y CLoo para los dos aceites esenciales son
semejantes entre si. Los resultados obtenidos de manos aceites de x? (0,17 y
0,28) se encuentra dentro de los valores permitidos al cuarto grado de libertad
para un nivel de confianza de 0,99, dando un 99 % de confiabilidad (Anexo C).*!

Cuadro 22. Concentraciones letales CLso y ClLoo de actividad larvicida para
Turnera diffusa

. . Grados de
2
Aceite esencial CLso (ppm) ClLeo (Ppm) x libertad
Turnera diffusa 304 43,2
(Girdn, LI LS LI LS 0,17 4
Santander) 27,7 32,6 39,9 48,9
Turnera diffusa 458 617
(Girdn, LI LS LI LS 0,28 4
Santander) 432 48,4 56,9 70,3

Fuente: Autoras/ BioStat V5

Los resultados encontrados en esta investigacibn son comparables para las
concentraciones letales de las dos muestras de aceite esencial Turnera diffusa; sin
embargo su posible variacion depende de las condiciones de cultivo y factores
geobotanicos. 154155

6.2.8 Familia Verbenaceae: Dentro de los aceites estudiados para esta familia de
plantas se encuentran los siguientes: dos muestras de Lippia origanoides con
diferentes sitios de colecta, Lippia alba, Lantana alba, Lantana camara, y Lantana
colombiana.
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e Lippia origanoides

Se evaluaron dos muestras del aceite esencial de la especie Lippia origanoides,
recolectadas en los municipios de Tame, Arauca Yy Giron, Santander
respectivamente; esta planta se caracteriza por estar constituida de compuestos
quimicos como carvacrol (32,3%), timol (20%), p-cimeno (27,8%), y B-mirceno
(2,8%) (Anexo F), los cuales le atribuyen actividades citotdxicas, antioxidantes,
antimicrobiana, insecticida y larvicida estudiadas frente al Aedes aegypti.154-157

Para la elaboracion de la curvas, de letalidad para los dos aceites esenciales
(Anexo A), se trabajaron soluciones patrones en etanol de 4000 ppm para la
muestra Lippia origanoides (Tame, Arauca) y 8000 ppm para Lippia origanoides
(Girén, Santander), usando un rango de concentraciones de 25 a 55 ppmy 35 a
75 ppm respectivamente. Se observo que el 100% de la mortalidad se dio a las 72
horas para las dos muestras en diferentes concentraciones (55 ppm y 75 ppm)
(Anexo B).

Los resultados conseguidos para las concentraciones letales, con sus respectivos
limites de confianza y valor de x? se presentan en el Cuadro 23. En la muestra
Lippia origanoides (Tame, Arauca), se obtuvo un x? de 0,56 para el al cuarto
grado de libertad en un nivel de confianza de 0,97, el cual se muestra inferior al
valor critico tedrico de 0,71 proporcionando un 97 % de confiabilidad; y de la
misma manera para Lippia origanoides (Giron, Santander), se logré un valor
apropiado de x? (0,42) puesto que no excede el valor critico tedrico de 0,48 con
respecto al cuarto grado de libertad, en el nivel de confianza de 0,98 lo que se
puede estimar un 98 % de confiabilidad (Anexo C).#!

Estas concentraciones letales CLso y ClLoo determinadas para las dos muestras de
Lippia origanoides (Tame, Arauca y Giron, Santander), representan una buena
actividad larvicida para esta investigacion con la cepa Piedecuesta de Aedes
aegypti en comparacion con un estudio realizado por Vera, S.; et al quien reportd
una CLso de 53 ppm; sin embargo, la posible variacién de las concentraciones en
las muestras se debe al diferente sitio u origen de colecta.1?8 154
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Cuadro 23. Concentraciones letales CLso y CLgo de actividad larvicida para Lippia
origanoides (Tame, Arauca) y para Lippia origanoides (Girén, Santander)

. . Grados de
2
Aceite esencial CLso (ppm) Clso (Ppm) x libertad
35,5 47,6
Lippia origanoides | Ls Ll LS 0,56 4
(Tame, Arauca)
33,3 37,7 44,2 53,2
49,9 66,5
L/Rpfa origanoides L LS Ll LS 0,42 5
(Girén, Santander)
46,8 53,1 61,6 74,1

Fuente: Autoras/ BioStat V5

e Lippia alba

En la especie Lippia alba, se encuentran tres quimiotipos de plantas las cuales
presentan en su composicién quimica compuestos como 1,8-cineol (34,9 %),
carvona (40%), limoneno (18,4 %) para el tipo A, limoneno (29,3 %), carvona (28,1
%), germacreno D (19,8 %) y mirceno (10,0 %) para el tipo B; germacreno D ( 25,4
%) , geranial (22,5%), neral (13,7%) y B-cariofileno (10,2 %) para el tipo C (Anexo
F); otorgandole propiedades farmacoldgicas y biolégicas como antiulcerogénicas,
antifangicas, antimicrobianas, insecticida y larvicida frente al Aedes aegypti.
154,158-160

Se realiz6 la curva de letalidad para la actividad larvicida frente al Aedes aegypti
(Anexo A), con un rango de concentraciones de 20 a 55 ppm, preparadas a partir
de una solucién patrén en etanol de 4000 ppm; teniendo en cuenta que el 100%
de la mortalidad se dio a las 72 horas para la dosis de 55 ppm. (Anexo B). Los
resultados alcanzados se exhiben en el Cuadro 24, expresando las
concentraciones letales con los respectivos limites de confianza y valor de chi
cuadrado. El valor de x2(0,2), es inferior al valor critico teérico de 0,55 para el
quinto grado de libertad, en un nivel de confianza de 0,99 (99 % de confiabilidad)
(Anexo C).4
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Cuadro 24. Concentraciones letales CLso y CLgo de actividad larvicida para Lippia

alba

CLso (ppm)

CLgo (ppm)

Grados de libertad

32

6

47,1

LI

LS

LI

LS

30,3

34,9

43,1

53,5

0,2

5

Fuente: Autoras/ BioStat V5

Se comparo las concentraciones obtenidas para la actividad larvicida frente a la
cepa Piedecuesta de Aedes aegypti (CLso de 32 ppm y CLoo de 47,1), con un
estudio realizado por Vera, S.; et al en el que obtuvieron una CLso de 42,2 ppm;
demostrando que se logré una mejor actividad en esta investigacion.*>3

e Lantana camara

La especie Lantana camara posee tres quimiotipos de plantas con una
composicion quimica caracteristica; en el caso del aceite esencial tipo A esta
compuesta por limoneno (16,5 %), a-felandreno (16,4 %) y germacreno D (13,2
%); para el tipo B contiene germacreno D (28,4 %), germacreno B( 9,1 %) y B-
cariofileno (5,6 %) y para el tipo C Y-curcumeno + arcurcumeno (27.6 %), a-
zingibereno (19.2%), a-humuleno (10.7%) (Anexo F). Esta planta tiene
aplicaciones en actividades farmacoldgicas y biolégicas, como antimicrobianas,
antibacterial, insecticida, repelente frente al Aedes aegypti.158, 161-162 Para la
elaboracion de curva de letalidad (Anexo A) que expresa la actividad larvicida
frente al Aedes aegypti, se estudiaron concentraciones de 30 a 85 ppm, a partir
de una solucién patron en etanol de 8000 ppm, obteniendo que el 100% de la
mortalidad se dio a las 72 horas de aplicacién en una dosis de 85 ppm (Anexo B).

Las concentraciones letales conseguidas con los respectivos limites de confianza
y valor x? se presentan en el Cuadro 25. Se resalta que el resultado de x?
(0,49), demuestra ser menor el al valor critico tedrico de 0,71 para el cuarto grado
de libertad, con un nivel de confianza de 0,97 (97 % de confiabilidad) (Anexo C).4!
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Cuadro 25. Concentraciones letales CLso y ClLoo de actividad larvicida para
Lantana camara

CLso (ppm)

CLgo (ppm)

Grados de libertad

45

7

73,1

LI

LS

LI

LS

40,1

50,4

65,8

85,1

0,49

4

Fuente: Autoras/ BioStat V5

e Lantana alba

El aceite esencial de Lantana alba, se ha estudiado por sus propiedades
biologicas y farmacoldgicas. En su composicion quimica se presentan en su
mayoria compuestos como 1,8-cineol, carvona, limoneno, germacreno D geranial,
neral y B-cariofileno, dependiendo de la clase de quimiotipo.t58-162

Se obtuvo la curva de letalidad para la actividad larvicida frente al Aedes aegypti
como se muestra en el Anexo 1, utilizando una solucién patrén en etanol de 8000
ppm con un rango de concentraciones de 40 a 150 ppm, observando que el 100%
de la mortalidad se dio a las 72 horas para la concentracion de 150 ppm (Anexo
B). En el Cuadro 26 se presentan los resultados obtenidos de las concentraciones
letales con sus respectivos limites de confianza y valor de x2(1,08), siendo este
apropiado al cuarto grado de libertad en un nivel de confianza de 0,89, sin exceder
el valor critico tedrico de 1,32 para lograr un 89 % de confiabilidad (Anexo C).4!

Cuadro 26. Concentraciones letales ClLso y ClLgoo de actividad larvicida para
Lantana alba

CLso (ppm) CLgo (ppm) x? Grados de libertad

73

9

126

3

LI

LS

LI

LS

65,7

82,3

111

157

1,08

4

Fuente: Autoras/ BioStat V5

e Lantana colombiana

El aceite esencial de Lantana colombiana, pertenece al género Lantana el cual se
caracteriza por tener compuestos como citral, terpineol, geraniol, linalol, cineol,
eugenol, limoneno y otros que le atribuyen propiedades con actividad biologica y
farmacéutica.1%31% Para la obtencién de la curva de letalidad (Anexo A) para la
actividad larvicida frente al Aedes aegypti, se estudiaron concentraciones de 30 a
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125 ppm, a partir de una solucién patrén en etanol de 8000 ppm, teniendo en
cuenta que el 100% de la mortalidad se dio a las 72 horas de aplicacion para una
dosis de 125 ppm (Anexo B).

Los resultados obtenidos para las concentraciones letales sus respectivos limites
de confianza y x? se presentan en el Cuadro 27. El valor de x? (1,45) corresponde
al cuarto grado de libertad para un nivel de confianza de 0,91, ya que demuestra
que no excede el valor critico teérico de 1,61 lo que permite estimar un 91 % de
confiabilidad (Anexo C).%!

Cuadro 27. Concentraciones letales CLso y ClLoo de actividad larvicida para
Lantana colombiana

CLso (ppm) CLgo (ppm) x? Grados de libertad

58,3 101,9

1,45 5
LI LS LI LS

51,9 65,7 89,7 122

Fuente: Autoras/ BioStat V5

6.3 COMPARACION DE LA ACTIVIDAD LARVICIDA DE LOS INSECTICIDAS
COMERCIALES DE REFERENCIA Y LA ACTIVIDAD LARVICIDA OBTENIDA
DE LOS ACEITES ESENCIALES FRENTE AL AEDES AEGYPTI.

A continuacién se presentan el resumen de los resultados obtenidos para los
insecticidas comerciales y los aceites esenciales estudiados; con su respectivo
analisis de limite de confianza.

En el Cuadro 28 se puede observar que los compuestos de referencia evaluados
son muy eficaces debido a sus componentes quimicos altamente téxicos; sin
embargo en esta investigacién con la cepa Piedecuesta de Aedes aegypti, se
encontré que el compuesto temefos obtuvo una menor concentracién letal media
gue la evaluada con el compuesto clorpirifos.
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Cuadro 28. Actividad larvicida para los compuestos de referencia a las 72 horas

Actividad larvicida (ppm)
Compuestos de referencia

ClLso LI-LS CLoo LI-LS
Temefos 0,013 0,011-0,015 0,027 0,022-0,035
Clorpirifos 0,021 0,018-0,023 0,037 0,032-0,046

Fuente: Autoras

Por otra parte en el Cuadro 29, se presenta el resumen de los resultados
obtenidos para los aceites esenciales evaluados, en orden de actividad de
acuerdo con las familias de las plantas estudiadas teniendo en cuenta su
respectivo limite de confianza. En la familia Asteraceae, se puede observar que el
aceite esencial de Calea sessiliflora con una CLso 28,3 ppm, siendo la principal
actividad larvicida de las 9 plantas ensayadas. La planta con mejor actividad
larvicida para la familia Labiatae, fue el aceite esencial de Salvia sp con una CLso
43,8 ppm.

Para la familia Piperaceae, el aceite esencial que obtuvo mejor actividad larvicida
fue Piper medium con una CLso 24,9 ppm. Las dos muestras de las plantas
pertenecientes a la familia Turneraceae, obtuvieron concentraciones de letalidad
semejantes, ya que es posible atribuir su variacion debido a las condiciones
geobotanicas caracteristicas de cada muestra.

En el caso de la familia Fabaceae, Myrtaceae y Poaceae, solo se estudiaron 3
plantas respectivamente de las cuales se destaca Zornia brasiliensis, con la mejor
actividad larvicida entre ellas con una CLso 47,6 ppm. Finalmente para la familia
Verbenaceae, se destaco el aceite esencial de Lippia alba con una CLso 32,6 ppm
menor, entre las 7 plantas evaluadas.
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Cuadro 29. Actividad larvicida de los aceites esenciales evaluados a las 72 horas

de ensayo
Familia Nombre de la planta Actividad arvicida (ppm)
Clso LI-LS CLogo LI-LS
Calea sessiliflora 28,3 24,2-32,8 62,3 51,6-81,5
Wedelia calycina 34,9 31,8-38,1 54,9 49,4-63,3
Baccharis trinervis 38,8 35,5-42,2 58,1 52,1-67,9
Wedelia calycina 42,7 40,1-45,5 57,5 53,2-64,3
Asteraceae Tessaria Integrifolia 45,9 43,7-48,2 57,8 54,5-63,1
Baccharis decussata 47,4 42,4-51,4 69,5 63,9-78,8
poApg)e/;ani”nasis 536 | 50,0575 | 759 | 69,1-86,8
Chromolaena odorata 56,4 51,6-61,5 84,7 76,1-98,7
Calea glomerata 59,9 55,4-64,9 85,6 77,1-101
Fabaceae Zornia brasiliensis 47,6 44,9-50,3 62,3 58,1-68,9
Salvia sp. 43,8 40,9-46,9 62,1 56,6-71,7
Labiatae Hyptis brachiata 57,7 52,7-62,5 85,2 76,4-103
Hyptis dilatata 62,7 58,3-66,8 87,2 80,3-99,5
Myrtaceae Calycolpus moritzianus | 44,3 40,6-47,4 61,1 56,7-68,1
Piper medium 24,9 22,7-27,1 37,7 33,9-43,9
Piperaceae Piper holtoni 25,7 23,2-28,4 41,8 36,9-49,9
Piper cf. subflavum 29,9 26,9-32,9 50,8 44,7-61,1
Poaceae Cymbopogon nardus 70,0 62,7-76,4 103,7 93,5-123
Turnera diffusa 30,4 27,7-32,6 43,2 39,8-48,9
Tumeraceae Turnera diffusa 45,8 43,2-48,4 61,7 56,9-70,3
Lippia alba 32,6 30,3-34,9 47,1 43,1-53,6
Lippia origanoides 35,5 33,3-37,7 47,6 44,2-53,2
Verbenaceae Lantana camara 45,8 40,1-50,4 73,1 65,8-85,1
Lippia origanoides 49,9 46,9-53,1 66,5 61,6-74,1
Lantana colombiana 58,3 51,9-64,7 101,9 89,8-123
Lantana alba 73,9 65,7-82,3 126,3 111-152

Fuente: Autoras
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En un estudio realizado por Waliwitiya, et al.; se encontré actividad larvicida para
algunos compuestos terpénicos presentes en los aceites esenciales estudiados en
esta investigacion frente a larvas en tercer instar de Aedes aegypti; como se
observa en el cuadro 30; donde el compuesto a-pineno se encuentra en el aceite
esencial de Piper medium, p-cimeno en las dos muestras de Lippia origanoides,
1,8-cineol en Calycolpus moritzianus y Lippia origanoides recolectada en Giron, y

finalmente timol que se encuentra en las dos muestras de Lippia origanoides.
165,150

Cuadro 30. Compuestos quimicos similares en los aceites esenciales de Piper
holtonii y Turnera diffusa.

Composicion Actividad larvicida
quimica por Estructura quimica frente al Aedes Referencia
CENIVAM aegypti

a-pineno (4%) ClLs0=4,6 ppm
en Piper

medium

165,166

p-cimeno (4%
y 5 %)

origanoides de
Girén

1,8-cineol
(16% y 4%)
Calycolpus
moritzianus y
Lippia
orginanoides
de Giron

Clso=11,9 ppm 165,168

HsC
HsC 3 |
CHs
CHs
en Lippia )
origanoides de CHs Clso=9.8 ppm 165,167
Tame y Lippia
H,C
CHs
?
HsC CHs
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timol (4% y
5 %)
en Lippia
origanoides de
Tame y Lippia
origanoides de
Giron

HsC

OH

CH3

CHs3

ClLs0=4,2 ppm

165, 169

Fuente: Autoras
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7. CONCLUSIONES

Los aceites esenciales pertenecientes a las 8 familias de plantas estudiadas,
presentaron en general una actividad larvicida muy toxica segun Valdés-
Iglesias, et al, (2003) (Anexo G)’8 frente al mosquito Aedes aegypti, entre los
cuales se destacan: Piper medium con una CLso de 24,9 ppm, seguido de
Piper holtonii con una CLso de 25,7 ppm, Calea sessiliflora con una CLso de
28,3 ppm, Piper cf. Subflavum con una CLso de 29,9 ppm y por ultimo una
muestra de Turnera diffusa con una CLso de 30,4 ppm., encontrando en
literatura compuestos quimicos similares en menor proporcion como a-
copaeno, p-cariofileno, a-humuleno, p-cubebeno, calameneno y trans-
calameneno para los aceites esenciales de Piper holtonii y Turnera diffusa.

Los resultados obtenidos respecto a cada una de las concentraciones letales
ClLso y CLoo con relacion a los aceites esenciales y a los compuestos de
referencia se caracterizaron por ser altamente significativos de acuerdo con el
andlisis del chi cuadrado (x?), teniendo en cuenta que se encuentran dentro
de un rango de 0,13 hasta 1,45 segun los grados de libertad y su nivel de
intervalo de confianza.

En la cepa Piedecuesta el compuesto de referencia temefos presenté una
CLso de 0,013 ppm, similar a la CLso de 0.0012 ppm reportado por Maestre, R:
et al, (2009)!*° en el departamento de Atlantico, Colombia. Para el compuesto
clorpirifos se encontr6 una CLso de 0,021 ppm semejante al reportado por
Carrera, L, et al, (2013)29,

Se observo que la actividad larvicida para los aceites esenciales de la misma
especie de plantas pero provenientes de zonas diferentes, varia sus
concentraciones letales CLso y CLoo debido a las condiciones geobotéanicas tal
cual como se presentd en las muestras de Wedelia calycina, encontrando que
la cultivada en Dagua, Valle del Cauca presentd la mejor actividad con un CLso
34,9 ppm y un CLeo 54,9 ppm. Para el caso de Lippia origanoides la mejor
muestra fue la cultivada en Tame, Arauca con un CLso 35,5 ppm y un ClLgo
47,6 ppm, mientras que para Turnera diffusa su variacion en las dos muestras
se le atribuye a las condiciones geobotanicas que influyen sobre la
composicion del aceite esencial.
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ANEXOS

Anexo A. Curva dosis-respuesta para los compuestos de referencia y los aceites
esenciales evaluados.
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e Baccharis decussata
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e Tessaria Integrifolia L.
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Ageratina popayanensis
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Analisis Probit

100

P =]
o o o
" " "

Respuesta (%)

]
]
L

]

T e e | e ol
1,6 1,7 1,8 1,9 2
Logl0{Estimulo {Dosis))

Curva de Regresidn (Suavizado)
—#— Puntos Experimentales

Fuente: Autoras/ BioStat V5

e Hyptis dilatata

Analisis Probit

100

= o
o o o
" L "

Respuesta (%)

=]
L]
L

L]
L

v v vy v v
1,6 1,7 1,8 1,9 2
Logl0(Estimulo (Dosis))

Curva de Regresion (Suavizado)
—#— Puntos Experimentales

Fuente: Autoras/ BioStat V5

87



Calycolpus moritzianus
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Cymbopogon nardus
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e Turnera diffusa
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e Chromolaena odorata
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e Lippia alba
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Lantana alba
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Anexo B. Resultados obtenidos para el porcentaje de mortalidad experimental de
los compuestos de referencia y los aceites esenciales evaluados.

e Temefos
) ) No de larvas muertas después de 72 C_ontroles
Serie | Dosis | No.de larvas horas disolvente % de
No. (ppm) expuestas fagua mortalidad
E1l E2 E3 E4 Promedio | Promedio
1 0,005 25 2 1 1 1 1,3 0 5
2 0,008 25 8 6 8 4 6,5 0 26
3 0,014 o5 14 | 13 | 15 13 138 0 55
4 0,025 25 21 21 22 21 21,3 0 85
5 0,030 o5 24 | 24 | 24 23 238 0 95
6 0,035 o5 25 | 25 | 25 25 o5 0 100
Fuente: Autoras
e Clorpirifos
No de larvas muertas después de72 | Control % d
ser . No. de o de larvas muertas después de disolvente/ o de
erie Dosis larvas horas mortalidad
No. (ppm) expuestas ——
P E1l E2 E3 E4 Promedio | Promedio Promedio
1 0,01 25 1 2 0 2 1,3 0 5
2 0,015 o5 8 9 6 7 75 0 30
3 0,02 o5 13 13 12 11 12.3 0 49
4 0,028 o5 17 18 16 17 17 0 68
5 0,04 o5 24 24 | 23 22 23.3 0 93
6 0,05 25 25 25 | 25 | 25 25 0 100
Fuente: Autoras
e Calea sessiliflora
No. de No de larvas muertas después de 72 Controles
Serie Dosis larvas horas disolvente % de
No. (ppm) exDUESLas /agua_ mortalidad
P EL | E2 | E3 | E4 |Promedio| Promedio
1 10 o5 1 1 2 1 13 0 5
5 15 o5 4 5 8 4 53 0 21
3 25 o5 10 11 12 10 10,8 0 43
4 35 o5 15 16 16 15 155 0 62
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55 o5 21 21 21 20 20.8 83
75 25 24 24 24 24 24 96
85 o5 25 25 25 25 o5 100
Fuente: Autoras
e Baccharis trinervis
. Controles
No de larvas muertas después de 72 .
Serie Dosis :\gz\'/gse horas P disolvente %de
No. (ppm) expuestas lagua mortalidad
P El E2 E3 E4 Promedio | Promedio
1 25 25 2.3 0 9
2 30 25 5 6,3 0 25
3 35 25 10 12 9,8 0 39
4 55 25 20 21 20 20 20,3 0 81
5 65 o5 24 24 24 24 24 0 %
6 70 o5 25 25 | 25 | 25 o5 0 100
Fuente: Autoras
e Baccharis decussata
. Controles
serie | Dosis ?‘a?\',gf No de larvas muhegtzz después de 72 disolvente % de
No. (PPM) | oypuestas /agua mortalidad
P El | E2 E3 E4 |Promedio| Promedio
1 30 25 3 3 2 2 2,5 0 10
2 50 o5 15 14 14 14 143 0 57
3 60 25 20 20 18 19 19,3 0 77
4 65 o5 21 21 20 21 20.8 0 83
5 70 25 24 23 23 24 23,5 0 94
6 80 o5 25 25 25 25 25 0 100
Fuente: Autoras
e Salvia sp
) ) No. de No de larvas muertas después de 72 C_ontroles
Serie | Dosis Iar;/as horas disolvente % de
No. | (ppm) lagua mortalidad
expuestas ;
E1l E2 E3 E4 |Promedio| Promedio
30 25 2 2 2 2 2 0 8
2 35 25 7 7 6 5 6,3 0 25
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3 40 o5 10 9 10 10 98 0 39
4 50 25 17 16 17 16 16,5 0 66
5 60 o5 22 21 22 21 215 0 86
6 70 o5 25 25 25 25 o5 0 100
Fuente: Autoras
e Tessaria Integrifolia
. Controles
No de larvas muertas después de 72 ;
Serie Dosis ll\la?\'/gse horas P disolvente % dg
No. (ppm) expuestas /agua. mortalidad
P E1 E2 E3 E4 |Promedio| Promedio
1 35 25 1,5 0 6
2 40 25 7 7 8 7 0 28
3 45 25 10 10 12 13 11,3 0 45
4 55 25 20 20 20 21 20,3 0 81
5 60 o5 22 23 24 24 235 0 93
6 65 o5 25 25 25 25 25 0 100
Fuente: Autoras
e Wedelia calycina
. . No. de No de larvas muertas después de 72 Qontroles
Serie Dosis Iar\./as horas disolvente % d_e
No. (ppm) expuestas /agua_ mortalidad
P E1 E2 E3 E4 |Promedio| Promedio
1 20 25 2 2 15 0 6
2 25 25 4 6 5,8 0 23
3 30 o5 9 8 10 11 95 0 38
4 50 o5 20 20 19 20 198 0 79
5 55 o5 22 23 21 23 22.3 0 89
6 60 25 24 24 24 24 24 0 96
7 65 o5 25 25 25 25 o5 0 100
Fuente: Autoras
e Wedelia calycina
. . No. de No de larvas muertas después de 72 Controles
Serie | Dosis larvas horas disolvente % de
No. | (PPm) | oy ouestas lagua mortalidad
P E1 E2 E3 | E4 |Promedio| Promedio
1 30 25 1 2 2 1 1,5 0 6
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2 35 o5 6 5 7 6 6 0 24
3 40 25 10 10 11 10 10,3 0 41
4 55 o5 19 21 20 20 20 0 80
5 60 o5 24 23 23 23 23 0 93
6 65 25 25 25 25 25 25 0 100
Fuente: Autoras
e Calea glomerata
serie | Dosis ,I\]a?\./gs No de larvas muhegizz después de 72 cig/glt\rlglnetse % d_e
vor | P expuestas o T T Es | Ea [Promedio promedio | o0
1 40 25 3 2 2 2,3 0 9
2 50 25 7,5 0 30
3 60 25 12 14 12 11 12,3 0 49
4 80 o5 20 21 21 20 205 0 82
5 100 25 25 25 25 25 25 0 100
Fuente: Autoras
e Ageratina popayanensis
serie | Dosis Pa?;/gse No de larvas muhegtzz después de 72 (ﬁ%glt\r/glnetse % d'e
Mo | PP expuestas T T TEs | Ea | promenio promedio | O
1 35 25 1 2,5 0 4
2 40 25 5 3 5 14,3 0 17
3 45 25 7 19,3 0 28
4 50 25 10 11 10 9 20,8 0 40
5 80 25 22 23 22 23 23,5 0 90
6 85 25 24 24 24 24 25 0 96
7 90 25 25 25 25 25 25 0 100
Fuente: Autoras
e Zornia brasiliensis
) ) No. de No de larvas muertas después de 72 é:_ontroles
Serie | Dosis larvas horas |s/glvue;te % de
Mo | PPM | expuestas El | E2 | E3 | E4 |Promedio promedio | Mo
35 o5 2 1 15 0 6
2 40 o5 7 5 6,5 0 26
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3 45 o5 11 12 10 11 11 0 44
4 60 25 21 20 21 20 20,5 0 82
5 65 o5 23 23 23 23 23 0 92
6 70 o5 25 25 25 25 o5 0 100
Fuente: Autoras
e Hyptis brachiata
serie | Dosis No. de No de larvas muheor:Zz después de 72 di(s:glr\]/terr?tle/ mo(:/saflli%ad
No. | ) | o e _
El E2 E3 E4 | Promedio romedio Promedio
1 40 25 3 3 5 3 3,5 0 14
2 55 o5 11 12 13 12 12 0 48
3 60 25 13 14 15 13 13,8 0 55
4 80 25 21 20 21 20 20,5 0 82
5 100 o5 25 25 25 25 o5 0 100
Fuente: Autoras
e Hyptis dilatata
serie | Dosis No. de No de larvas muheorizz después de 72 digglr\]/terr?tle/ mo(:/;’eﬁi%ad
NO. | (PP | oyiatas e .
E1l E2 E3 E4 | Promedio romedio Promedio
1 40 25 1 2 1 1,3 0 5
2 55 25 9 10 9 8 9 0 36
3 65 25 13 14 13 13 13,3 0 53
4 75 o5 18 18 18 18 18 0 72
5 80 25 21 21 20 20 20,5 0 82
6 100 25 25 25 25 25 25 0 100
Fuente: Autoras
e Calycolpus moritzianus
serie | Dosis No. de No de larvas muheorﬁgz después de 72 digglr\]/terrc:tle/ mo(:/:zﬁi%ad
No. (ppm) eXISlrJ\(/;:as . P v -
E1 E2 | E3 E4 | Promedio romedio | promedio
1 30 25 3 2 3 2 2,5 0 10
2 45 25 12 13 15 12 13 0 52
3 50 25 16 17 18 16 16,8 0 67
4 60 o5 21 22 22 20 213 0 85
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65 o5 24 24 24 24 o4 9
70 25 25 25 25 25 25 100
Fuente: Autoras
e Piper cf. subflavum
No de larvas muertas después de 72 Cpntroles
Serie | Dosis :\;?\'/:se horas dls;olvente % de
agua i
No. (ppm) expuestas : 5 g 5 mortalidad
El E2 E3 E4 Promedio romedadio
1 15 25 1 1 0 4
2 20 25 5 6 | 7 5,8 0 23
3 25 25 10 10 9.3 0 37
4 35 25 14 15 14 15 14,5 0 58
5 45 25 19 22 22 22 21,3 0 85
6 55 25 23 24 24 24 23,8 0 95
7 65 25 25 25 25 25 25 0 100
Fuente: Autoras
e Piper medium
< Controles
serie | Dosis ?‘a?\',gs No de larvas muhe;:gz después de 72 dis/olvente % de
agua i
No. (ppm) expuestas : 5 g it mortalidad
El E2 E3 E4 | Promedio romedio
1 15 25 1,3 0 5
2 20 25 9 8 7 8,3 0 33
3 25 25 13 12 11 13 123 0 49
4 35 25 21 21 19 21 20,5 0 82
5 40 25 23 24 23 24 23,5 0 94
6 45 25 25 25 25 25 25 0 100
Fuente: Autoras
e Piper holtonii
No. d No de larvas muertas después de 72 Controles
Serie | Dosis o-de h disolvente % de
No (ppm) larvas ores lagua mortalidad
' PP expuestas . P di
El E2 E3 E4 | Promedio romedadio
1 15 25 2 2 2 2 2 0 8
2 20 25 7.8 0 31
3 25 25 11 13 11 11 115 0 46
4 40 25 22 20 21 21 21 0 84
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45 o5 23 24 24 23 23,5 94
6 50 25 25 25 25 25 25 100
Fuente: Autoras
e Cymbopogon nardus
. Control
_ _ No. de No de larvas muertas después de 72 . % de
Serie Dosis larvas horas dlsggvue:te/ mortalidad
No. (ppm) -
expuestas E1 E2 E3 E4 | Promedio Promedio Promedio
1 40 25 2 1 1 1 13 0 5
2 70 25 14 12 13 14 13,3 0 53
3 80 o5 16 16 16 16 16 0 64
4 100 25 21 22 21 21 21,3 0 85
5 125 o5 25 25 | 25 | 25 o5 0 100
Fuente: Autoras
e Turnera diffusa
. Control
‘ . No. de No de larvas muertas después de 72 . % de
Serie | Dosis larvas horas dlsolvue:te/ag mortalidad
No. (ppm) -
expuestas | gy E2 | E3 | E4 |Promedio| Promedio | promedio
1 35 25 3,3 0 13
2 40 25 8,3 0 33
3 45 25 11 13 12 13 12,3 0 49
4 50 25 15 16 15 16 15,5 0 62
5 60 o5 20 20 21 22 213 0 85
6 70 25 25 25 25 25 25 0 100
Fuente: Autoras
e Turnera diffusa
. Control o
_ _ No. de No de larvas muertas después de 72 disolvente/ % de
Serie (DOSIS) larvas horas agua mortalidad
No. ppm -
expuestas E1 E2 E3 E4 Promedio Promedio Promedio
1 20 25 3 2 2 2 2,3 0 9
2 30 25 14 13 12 11 125 0 50
3 35 o5 18 17 17 17 17.3 0 69
4 40 o5 21 21 19 19 20 0 80
5 45 25 24 24 24 23 23,6 0 95
6 50 25 25 25 25 25 25 0 100

Fuente: Autoras
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e Lippia origanoides

_ _ No. de No de larvas muertas después de 72 digglr\]/térc:tle/ % d_e
SNe(r;e ([;))?:)SrLS) larvas horas agua mortalidad
: expuestas E1 E2 E3 E4 | Promedio Promedio Promedio
1 25 25 1 2 1,5 0 6
2 30 25 8 7 7 6 7 0 28
3 35 25 13 13 12 12 12,5 0 50
4 45 o5 20 21 21 20 205 0 82
5 50 25 23 24 24 23 23,5 0 94
6 55 o5 25 25 25 25 o5 0 100
Fuente: Autoras
e Chromolaena odorata
_ _ No. de No de larvas muertas después de 72 digglr\]/tergtle/ % d_e
Serie | Dosis larvas horas aqua mortalidad
No. | (ppm) expuestas E1 E2 E3 Ea |p i Pro?nedio i
romedio Promedio
1 35 25 1 0 4
2 40 25 4 4 5 4,5 0 18
3 50 o5 10 10 11 10 0 40
4 80 25 20 20 19 21 20 0 80
5 90 o5 23 23 23 23 23 0 92
6 100 25 25 25 25 25 25 0 100
Fuente: Autoras
e Lippia origanoides
_ _ No. de No de larvas muertas después de 72 digglr\]/gr?tle/ % d_e
Serie | Dosis larvas horas agua mortalidad
- (PP expuestas | gy E2 | E3 E4 |Promedio| Promedio Promedio
1 35 25 0 4
2 40 25 5 5 0 20
3 45 25 10 8,8 0 35
4 65 25 21 22 21 22 21,5 0 86
5 70 25 23 24 23 24 23,5 0 94
6 75 o5 25 | 25 | 25 25 o5 0 100

Fuente: Autoras
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e Lippia alba

) . No. de No de larvas muertas después de 72 di(s:glr\]/terr?tle/ % de
Serie (DOSISi larvas horas agua mortalidad
No. ppm e
expuestas El E2 E3 E4 |Promedio| Promedio Promedio
1 20 25 1 1 1 1 1 0 4
2 25 25 6 5 58 0 23
3 30 25 10 11 10 10 10,3 0 41
4 35 25 15 16 13 14 14,5 0 58
5 45 25 21 21 21 22 21,2 0 85
6 50 25 24 24 23 24 23,8 0 95
7 55 25 25 25 25 25 25 0 100
Fuente: Autoras
e Lantana camara
5 Control
) _ No. de No de larvas muertas después de 72 ; % de
Serie | Dosis larvas horas dlsggvue;te/ mortalidad
No. | (ppm) .
expuestas | gy E2 | E3 E4 |Promedio| Promedio | promedio
1 30 25 3 5 4 4 4 0 16
2 50 25 13 14 15 15 14,3 0 57
3 60 o5 18 18 19 18 183 0 73
4 70 25 22 22 21 21 21,5 0 86
5 80 25 24 24 24 24 24 0 96
6 85 25 25 25 25 25 25 0 100
Fuente: Autoras
e Lantana alba
No de | tas después de 72 Control % d
) _ No. de o de larvas muertas después de disolvente/ o de
S D
erie ( OSIS) larvas horas agua mortalidad
No. ppm -
expuestas El E2 E3 E4 |Promedio| Promedio Promedio
1 40 25 2 2 1 1,5 0 6
2 50 25 4 7 6 7 6 0 24
3 80 25 13 15 14 15 14,3 0 57
4 115 25 21 20 21 21 20,8 0 83
5 125 o5 22 22 22 23 22.3 0 89
6 150 25 15 25 25 25 25 0 100

Fuente: Autoras
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e Lantana colombiana

_ . No. de No de larvas muertas después de 72 digglr\]/terr?le/ % de
Serie | Dosis larvas horas mortalidad
No. (ppm) expuestas Rt
P El E2 E3 E4 |Promedio| Promedio Promedio
1 30 25 15 0 6
2 40 25 6 8 8 9 76 0 31
3 60 25 13 12 11 13 12,3 0 49
4 75 25 17 18 18 18 17,8 0 71
5 100 o5 21 21 | 22 | 21 21.3 0 85
6 115 o5 24 24 | 24 | 24 o4 0 96
7 125 o5 25 25 | 25 | 25 o5 0 100

Fuente: Autoras

Anexo C. Tabla de los valores criticos de chi cuadrado segun los grados de

libertad

 Grados de 0,85 0,9 0,95 0,975 0,99 0,995 | 0,9975 | 0,999

libertad/ Nivel p
1 0,0358 | 0,0158 | 0,0039 | 0,0010 | 0,0002 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000
2 0,3250 | 0,2107 | 0,1026 | 0,0506 | 0,0201 | 0,0100 | 0,0050 | 0,0020
3 07978 | 05844 | 0,3518 | 0,2158 | 0,1148 | 0,0717 | 0,0449 | 0,0243
4 1,3665 | 1,0636 | 0,7107 | 04844 | 0,2971 | 02070 | 0,1449 | 0,0908
5 1,9938 | 1,6103 | 1,1455 | 0,8312 | 0,5543 | 0,4118 | 0,3075 | 0,2102

Fuente: Miller, J.; Miller, J. Estadistica y Quimiometria para la Quimica Analitica,
4ta edicion, Editorial Prentice hall: Madrid, 2002; pp 265-266.

Anexo D. Tabla de andlisis de chi cuadrado experimental para los compuestos de

referencia
Compuestos de referencia x? Grados de libertad Nivel p Valor critico
temefos 0,363 4 0,98 0,4844
clorpirifos 0,456 4 0,97 0,4844

Fuente: Autoras
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Anexo E. Tabla de andlisis de chi cuadrado experimental para los aceites
esenciales estudiados

Aceite esencial x? Grados de libertad Nivel p Valor critico
Calea sessiliflora 0,6198 5 0,98 0,8312
Baccharis trinervis 0,276 4 0,99 0,2971
Baccharis decussata 0,2648 4 0,99 0,2971
Salvia sp. 0,31303 4 0,98 0,4844
Tessaria Integrifolia 0,7309 4 0,94 1,0636
Wedelia calycina 0,5675 5 0,98 0,8312
Wedelia calycina 0,6202 4 0,96 0,7107
Calea glomerata 0,1746 3 0,98 0,2158
Ageratina popayanensis 0,3219 5 0,99 0,5543
Zornia brasiliensis 0,7746 4 0,94 1,0636
Hyptis brachiata 0,2697 3 0,96 0,3518
Hyptis dilatata 0,3885 4 0,98 0,4844
Calycolpus moritzianus 0,3539 4 0,98 0,4844
Piper cf. subflavum 0,5805 5 0,98 0,8312
Piper medium 0,7752 4 0,94 1,0636
Piper holtonii 0,1941 4 0,99 0,2971
Cymbopogon nardus 0,1318 3 0,98 0,2158
Turnera diffusa 0,287 4 0,99 0,2971
Turnera diffusa 0,1661 4 0,99 0,2971
Lippia origanoides 0,559 4 0,96 0,7107
Chromolaena odorata 0,63772 4 0,95 0,7107
Lippia origanoides 0,4154 4 0,98 0,4844
Lippia alba 0,2021 5 0,99 0,5543
Lantana camara 0,49 4 0,97 0,7107

Lantana alba 1,0899 4 0,89 1,36
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Lantana colombiana

1,4521

5 0,92

1,6103

Fuente: Autoras

Anexo F. Compuestos quimicos mayoritarios de algunos de los aceites esenciales

bajo estudio

Compuest Referenc
. Nombre de | o quimico . ia
Familia L Estructura quimica
la planta | mayoritari
0
V1.
Wedelia | germacren ;r” - 81
calycina o-D ~—
(49,5%) H
Ast Baccharis B- H’ “J 78,79
SIEaceas | trinervis | felandreno ny
(19,8%) ]’
Chromolae o 32
zingiberen 1
na odorata 0 (40,2%),
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CHy HO CH,
e
Zornia trans-
Fabaceae brasiliensis | nerolidol CH, 138
HsC CH5
-
||HH’H oo
.'.-._!l_ . .'-'—::-
Salvia sp ledol { Y ) 80
(45,8%) DY
A\ H
HO
HsC_ CHs
81,82
Hyptis alcanfor
L abiatae dilatata (43,8%)
CH, \o
CH5
AN CHa
. Q-
(19,8%) A\
H,C
Myrtaceae Calycqlpus limoneno [-HH,] 86
moritzianus :
__.-".-qE::.:"-\.
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OCH3

apiol <r:: =
Piperaceae Piper (64,24 — 0 87
holtonii 57,20%) OCH3
CH,
o
Cymbopog | citronelal
Poaceae on nardus (49,6%) ‘ 87,88
HsC CHj
41 JCH4
Turnerace Turnera 1,8-cinelol ;"‘[f :'3'
ae diffusa (11,4%) - —f~CH, 90
CH;
. ,,LQH_,.DH
oringr?(I)? de carvacrol ﬂ 91, 92
’ s (32,3%) ~
CH;
O
Tipo A: =
Lippia alba | carvona 93, 94
(40%)
N
H,C  "CH,
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Verbenace
ae

Tipo B: [ ]
limoneno N 154
(29,3%) z
P
CHy
i
. _ \r:u
Tipo C:
geranial 154
(22,5%) ‘
. [ “‘] 154
Tipo A: _
limoneno =
(16,5%) N
W ’F%T.L
. ) SN - 92, 93,
Lantana Tipo B: N 94
camara germacren —
oD (28,4 i
%), -
Tipo C:
. CHa161
zingiberen
0 (19,2%),

Fuente: Autoras
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Anexo G. Clasificacion de los rangos de toxicidad

Dosis del extracto (ug /ml) Categoria
<10 Extremadamente téxico

Entre 10 y 100 Muy toxico
Entre 100 y 1000 Moderadamente toxico

> 1000 No toxico

Fuente: Valdés-I, O.; et al. Macroalgas de la plataforma insular cubana como
fuente de extractos bioactivos. Avicennia. 2003, 16, 36-45.
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