Bioactividad de plantas como un método alternativo para el control de mosquitos
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Resumen:

Dentro de nuestra flora se encuentran plantas que por su variedad estructural constituyen una fuente al-
ternativa, ecosostenible y promisoria para el control de mosquitos de importancia médica. Debido a la im-
portancia que posee la busqueda de alternativas de control, el objetivo de este trabajo fue evaluar la bioacti-
vidad insecticida de los aceites esenciales de Bursera graveloens, Ocimum basilicum, Melaleuca
quinguenervia, Curcuma longa, Curcuma aeruginosa,Piper aduncum, Eucaliptus globulus, Citrus sinensis
contra Aedes aegypti, Aedes albopictus y Culex quinquefasciatus, mosquitos de importancia médica. Se
evaluo la actividad larvicida, adulticida, ovicida y repelente a la oviposicion utilizando metodologias estan-
darizadas por la Organizacion Mundial de la Salud. Al analizar de forma general en las tres especies de
mosquitos, todos los aceites evaluados evidencian una significativa actividad larvicida, al presentar CLsg
inferiores a 100 mg/mL. En cuanto a la actividad adulticida utilizando botellas y papeles impregnados, los
aceites de O basilicum, C longa y C aeruginosa mantuvieron una respuesta homogénea en las tres pobla-
ciones. No se evidencia actividad ovicida al exponer huevos ante soluciones de los aceites utilizados y si
repelencia a la oviposicion con soluciones de C sinensis, P aduncum, B graveloens . Los conocimientos
adquiridos con este tipo de evaluaciones constituyen la base para la seleccion correcta de especies vegeta-
les como fuente de plaguicidas, lo que permite sentar las bases para la introduccién de alternativas natu-
rales sustentables y biodegradables.
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I. INTRODUCCION

Los mosquitos dentro de la fauna entomoldgica, constituyen uno de los grupos de mayor importancia
médica jugando un papel preponderante en la transmision de enfermedades tanto al hombre (1) como a los
animales (2,3). Arbovirosis como la fiebre amarilla, West Nile (4) Chikungunya (5) , Zika (6) incluyendo el
dengue (7) aumentan de forma extraordinaria su incidencia, en los ultimos decenios (8).

A pesar de los considerables esfuerzos realizados por el gobierno cubano en las Gltimas décadas se ha
producido la reinfestacion de Aedes aegypti Yy la expansion de Aedes albopictus en varias provincias del
pais .EIl déficit en algunos servicios publicos basicos, como el abasto de agua y la recoleccién de desechos
solidos, logicamente ocasiond el aumento del ndmero de criaderos generados por la actividad humana,
ademas del deterioro en las actividades de saneamiento ambiental (9). La ausencia de candidatos vacunales
hace, que hasta el presente, el control quimico de vectores sea la opcion para prevenir o reducir las pobla-
ciones de insectos y de esta forma la incidencia de estas epidemias (10).

Los insecticidas quimicos dentro de la lucha integrada para el control de vectores, en muchos casos se
complementan con otros métodos de control como el fisico, el bioldgico, las campafias educaciones y la
participacion de la comunidad. Un método alternativo lo constituye la utilizacion de plantas, las cuales
representan una fuente promisoria, mas segura y sostenibles ecoldgicamente para el control vectorial. En el
caso de los aceites esenciales provenientes de plantas, muchos exhiben actividad biol6gica sobre numerosas
especies de mosquitos (11-13)

Nuestro pais posee una extensa y variada flora, de la cual se notifica especies de plantas biosintetizado-
ras de sustancias con actividad plaguicida (14). Un gran namero de ellas no se conoce su potencial insecti-
cida y debido su variedad estructural constituyen una fuente alternativa, ecosostenible y promisoria para el
control de mosquitos de importancia médica. Por lo que nuestro objetivo es evaluar la bioactividad insecti-
cida de los aceites esenciales de Bursera graveloens, Ocimum basilicum, Melaleuca quinquenervia, Cur-
cuma longa, Curcuma aeruginosa,Piper aduncum, Eucaliptus globulus, Citrus sinensis contra Aedes ae-
gypti, Aedes albopictus y Culex quinguefasciatus, mosquitos de importancia médica

Il. METODO

A.,Poblaciones de mosquitos utilizadas :Se utilizaron tres especies de mosquitos distribuidas en cuatro
poblaciones Poblacién Rockefeller: especie Ae. aegypti cepa de referencia de laboratorio susceptible a
insecticidas. Poblacion Marianao 2013 especie Ae. aegypti colectada en los estados de larva y pupa, en el
municipio Marianao situado en La Habana, Cuba, en el afio 2013. Poblacion Fraga 2012: especie Ae. al-
bopictus colectada en estado de larva y pupa en larvitrampa del reparto Juan de Dios Fraga, La Lisa, La
Habana, Cuba afio 2012. Poblacién Baraca 2014: especie Cx. quinquefasciatus colectada en estado de
larva y pupa en zanja ubicada en el municipio La Lisa, La Habana, Cuba afio 2014.

B.,Especies de plantas utilizadas :Los aceites esenciales de Piper aduncum subsp ossanum (Piperaceae),
Bursera graveolens (Burseraceae), Eucaliptus globulus , Melaleuca quinquenervia (Myrtacaeae) Ocimum
basilicum (Lamiacaeae) Curcuma longa, Curcuma aeuroginosa(Zengiberacea) y Citrus sinensis (Rutacea)
fueron extraido por arrastre al vapor y suministrados por el instituto de Farmacia y Alimentos, Universidad
de Oriente y el Centro de Sanidad Agropecuaria



C.,Bioensayos para determinar la actividad insecticida de los aceites esenciales en tres especies de
mosquitos.
Para la evaluacion de la actividad larvicida se realizaron los bioensayos segun metodologia de la OMS
(15). La actividad adulticida se realiz6 utilizando botellas impregnadas segun metodologia del CDC (16).La
actividad repelente a la oviposicion se realizo colocando 150 individuos divididos en tres réplicas y dentro
jaulas conteniendo tres medios diferentes: agua declorinada, agua declorinada con larvas de mosquitos y de
agua declorinada con aceite esencial. A los recipientes se le coloco una tira de papel etiquetada para recoger
la ovipuesta. Las tiras de huevos se extrajeron, y posteriormente se colocaron a eclosionar.

D., Analisis estadisticos.

Las concentracion letales (CL50 ,CL90) y los tiempos letales (TL50 y TL90) se calcularon usando la
prueba Probit implementada en el programa estadistico SPSS (version 11 para Windows). Para el analisis
de la normalidad de los datos se trabajé con la prueba Kolmogorov-Smirnov y el test Shapiro Wilk. Se
aplico la prueba “T de Student” para comparar la media de los huevos puestos y eclosionados para cada
especie y un ANOVA Multifactorial para la evaluacion de la actividad ovicidad utilizando el programa
estadistico Statistica 7.0

I1l. RESULTADOS

Al analizar de forma general en las cuatro poblaciones, todos los aceites evaluados evidencian una signi-
ficativa actividad larvicida, al presentar CL50 inferiores a 100 mg/mL (Tabla 1). Solo el aceite de
C.aeruginosa para Marianao 2013 sobrepasa este criterio (126 mg/mL). En la poblacion de Ae. aegypti
Rockefeller se destaca , que para todos los aceites esenciales, excepto C longa, las CL50 calculadas , pre-
sentan valores inferiores a 50 mg/mL para corresponderse con criterios de muy alta actividad plaguicida
Las pendientes mas altas en este estudio se calculard para C aeruginosa (11,43) en la poblacién Rockefe-
ller. El valor de mayor pendiente calculada para la poblacion Marianao2013 (12,63) corresponde con el
aceite de M. quinquenervia, para el resto de los aceites en esta poblacion, las pendientes promediaron un
valor de 4 indicando una respuesta homogénea ante los aceites evaluados . O. basilicum presenta para Ae
albopictus la CL50 y la pendiente mas baja, para esta poblacion. En el caso de Cx quinquefasciatus el acei-
te de M quinquenervia presenta la Unica CL50 superior a 50 mg/ mL e inferior a 100mg/mL.

Para la poblacion Rockefeller, E. globulus mostr6 la mayor actividad adulticida con la dosis de 10
mg/mL seguido de P.aduncum con 30 mg/mL utilizando botellas impregnadas. B. graveloens,O. basilicum,
M. quiquenervia, lograron el 100 % de derribo a los 30 minutos con 40 mg/mL . De igual forma C. longa y
C.aeruginosa lograron TD50 a 50 mg/mL (Tabla2). A pesar de que el aceite de C. sinensis presentd una
de las CL50 mas bajas en larvas, no se encontro derribo ni mortalidad de ninguno de los individuos expues-
tos durante una hora con ambos métodos utilizados. Para Marianao 2013 (Tabla 2) E. globulus presenta la
menor dosis adulticida (20 mg/mL) con botellas seguido de O. basilicum y B. graveloens con 40 mg/mL.
M. quiquenervia incremento a 50 mg/mL con respecto a Rockefeller, P. aduncum permanece con el doble
de la dosis de Rockefeller . Para Ae albopictus (Tabla 3), los aceites de P aduncum, E. globulus O. basili-
cum, B. graveloens mostraron actividad adulticida a la dosis de 40 mg/mL con botellas impregnadas, se-
guidos de C. longa, C.aeruginosa, M quiquenervia con 50 mg/mL.



Tabla 1 Actividad larvicida de aceites esenciales en las poblaciones de Rock y Marianao 2013 (Ae aegypti) Fraga 2012
(Ae albopictus) y Baraca 2014 (Cx quinquefasciatus) utilizadas en estudio

Aceites Rock Marianao 2013 Fraga 2012 Baraca 2014
b+SE | CLso(LC) b +SE CLg(LC) b +SE CLs(LC) b +SE CLg(LC)
Bursera 2,96 10,1 4,32 32,5 4,84 31,8 5,55 31,5
graveloens (1.1) (9,2-18,3) (0,39) (29,6-37,5) (0,54) (18,5-38,1) (0,43) (23,9-38,2)
Ocimun 4,73 46,9 4,36 47,5 2,83 9,5 6,17 31,4
basilicum (0,35) (23,0-71,7) | (0,32) (22,7-74,6) (0,27) (4,1-13,9) (0,46) (25,2-37,1)
Melaleuca 12,85 47,2 12,63 47,1 4,92 49,5 4,39 66,0
quinquenervia (1,0) (45,0-48,4) | (0,26) (18,7-90,2) (0,73) (43,7-54,5) (0,44) (60,3-68,2)
Eucaliptus 5,56 27,6 5,26 13,1 8,57 91,2 4,19 20,9
globulus (0,52) (23,6-30,6) | (0,36) (12,1-13,9) (0,88) | (42,6-108,7) (0,32) (14,8-26,6)
Piper 5,10 35,3 5,02 36,0 8,22 57,3 7,99 59,5
aduncum (0,67) (30,2-39,5) | (0,60) (30,9-40,1) (0,61) (55,2-63,1) (0,59) (53,1-66,8)
Citrus 8,61 13,5 8,11 15,5 5,42 30,5 8,07 14,2
sinensis (1,0) (12,2-14,7) (1,0) (14,9-16,1) (0,44) (21,9-40,9 (0,83) (3,3-17,3)
Curcuma lon- 6,60 25,3 5,57 46,4 7,63 49,2 5,48 46,2
ga (0,95) (22,3-26,4) | (0,63) (40,2-66,3) (0,80) (43,2-54,1) (0,46) (33,6-58,5)
Curcuma ae- 11,43 53,2 4,90 126,1 6,82 40,2 517 43,1
ruginosa (0,81) (51,0-54,2) | (0,65) (106,2-220,4) (0,08) (35,6-44,3) (0,42) (28,5-56,4)

Valores obtenidos mediante Probit SPSS b(pendiente); CLso (concentraciones letales que provocan el 50 porciento de mortalidad) LC (limite de confiabilidad
95%)

Tabla 2 Actividad adulticida de aceites esenciales en las poblaciones de Rock y Marianao 2013 (Ae aegypti) utilizadas
en estudio

Rock Marianao 2013
Dosis b +SE TDso(h) Dosis b +SE TDso(h)

(mg/mL) (LO) (mg/mL) (LO)

Bursera graveloens 40 4,31 0,21 40 4,96 0,20
(0,40) (0,15-0,27) (0,45) (0,18-0,22)

Ocimun basilicum 40 511 0,20 40 4,80 0,24
(0,46) (0,18-0,21) (0,45) (0,19-0,28)

Melaleuca quinquenervia 40 3,86 0,21 50 4,00 0,22
(0,35) (0,15-0,28) (0,36) (0,17-0,27)

Eucaliptus globulus 10 4,95 0,18 20 4,78 0,20
(0,45) (0,14-0,22) (0,44) (0,15-0,25)

Piper aduncum 30 4,59 0,15 60 3,65 0,19
(0,41) (0,214-0,17) (0,34) (0,15-0,23)

Curcuma longa 50 4,33 0,35 50 4,35 0,39
(0,32) (0,30-0,39) (0,28) (0,31-0,47)

Curcuma aeruginosa 50 4,21 0,35 50 4,48 0,45
(0,22) (0,26-0,42) (0,21) (0,43-0,48)

Valores obtenidos mediante Probit SPSS b(pendiente); TDs, (Tiempodiagnostico que provocan el 50 porciento de mortalidad) LC (limite de confiabilidad
95%)



Tabla 3 Actividad adulticida de aceites esenciales en las poblaciones de Fraga 2012 (Ae albopictus) y Baraca
2014 (Cx quinquefasciatus)

Fraga 2012 Baraca 2014
Dosis b +SE TDso(h) Dosis b +SE TDso(h)
(mg/mL) (LC) (mg/mL) (LC)
Bursera graveloens 40 4,28 0,19 50 4,32 0,23
(0,39) (0,13-0,25) (0,24) (0,16-0,28)
Ocimun basilicum 40 4,57 0,29 40 3,2 0,23
(0,31) (0,18-0,31) (0,12) (0,20-0,36)
Melaleuca quinquenervia 50 2,13 0,11 30 3,12 0,16
(0,28) (0,008-0,18) (0,31) (0,11-0,21)
Eucaliptus globulus 40 4,79 0,20 ( 40 4,1 0,21
(0,44) 0,15-0,24) (0,17) (0,18-0,26)
Piper aduncum 40 3,81 0,19 60 4,35 0,17
(0,35) (0,17-0,21) (0,18) (0,12-0,19)
Curcuma longa 50 511 0,34 50 4,56 0,26
(0,31) (0,32-0,37) (0,25) (0,3-0,43)
Curcuma aeruginosa 50 4,87 0,33 50 4,23 0,34
(0,20) (0,20-0,36) (0,18) (0,29-0,38)

Valores obtenidos mediante Probit SPSS b(pendiente); TDs, (Tiempodiagnostico que provocan el 50 porciento de mortalidad) LC (limite de confiabilidad
95%)

Para Cx quinquefasciatus (Tabla 3), el aceite de M quiquenervia es el que presenta mayor actividad a 30
mg/mL, seguido de E. globulus, O. basilicum con 40 mg/mL ,B. graveloens, C. longa, C. aeruginosa con
50 mg/mL, P aduncum, con 60 mg/mL.

Podemos afirmar que las poblaciones utilizadas prefirieron la puesta de huevos en agua declorinada y en
agua declorinada que contenia larvas, antes que colocar la ovipuesta en soluciones de aceites esenciales.
La eclosion de los huevos fue alta 'y en correspondencia con la ovipuesta en todos los casos. En orden cre-
ciente C. sinensis y Piper aduncum presentaron total repelencia a la ovipuesta por parte de las hembras
de ambas especies de Aedes; seguido de Bursera graveolens y Ocimun basilicum donde la oviposicion
ocurrio a porcientos muy bajos mientras que Melaleuca quinquenervia y Eucaliptus globulus no produje-
ron un efecto tan marcado en la disociacion a la puesta de huevos por parte de las hembras. Al someter
huevos de las tres poblaciones de Ae aegypti a las CL100 de los aceites, no se encontro diferencia significa-
tiva en cuanto a porciento de eclosion de los controles con respecto a los expuestos. Por lo que podemos
afirmar que ninguno de los aceites presento accion ovicida

IV DISCUSION

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) no tiene establecido un criterio estandar para la determina-
cion de actividad larvicida de productos naturales.Diversos autores enmarcan la bioactividad teniendo en
cuenta los valores de concentraciones letales. Se plantea que los productos con LC50< 50 mg/L son acti-
vos, si 50 mg/L < LC50< 100 mg/L son moderadamente activos, 100 mg/L < LC50< 750 mg/L son efecti-
vos, y LC50> 750 mg /L son inactivos (17) mientras que otros autores consideran compuestos con
LC50<100 mg/L exhiben un significativo efecto larvicida(18). Por los resultados obtenidos, todos los acei-



tes clasifican con una actividad larvicida significativa e inferimos dicha actividad insecticida es atribuible a
la variada composicion mayoritaria de los mismos. La metodologia de las botellas constituye un método
barato, sencillo y de facil aplicabilidad en condiciones de laboratorio. Los aceites esenciales actan en una
fase de vapor, por lo que se infiere que el aceite dentro de la botella actia como una cAmara de vapor pro-
vocando un efecto fumigante.

Algunos autores demostraron que los mosquitos pueden detectar varias sefiales quimicas por medio de re-
ceptores sensoriales presentes en sus antenas, lo que les permite seleccionar o rechazar el sitio de oviposi-
cién(19). Estas variaciones pueden estar moduladas principalmente por la composicion quimica de los acei-
tes y sus componentes mayoritarios y la especie de mosquito evaluada, los cuales pueden influenciar las
sefiales quimicas recibidas por los 6rganos sensoriales de los mosquitos. En cuanto a la actividad ovicida el
corion que rodea al huevo tiene como funcion la proteccion del embrion, por lo que si esta barrera se per-
mea con sustancias toxicas, a través d e los micrdpilos va a ocurrir intercambio de toxinas hacia el interior
de los huevos produciendo la muerte o la eclosidn y posterior muerte de las larvas por encontrase dentro de
un medio toxico.

Podemos afirmar que en nuestro contexto tenemos especies vegetales con actividad plaguicida por investi-
gar, con vistas a desarrollar nuevos productos para el control vectorial.
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Figura 1 Repelencia a la oviposicidn de las poblaciones Rock y Marianao 2013 (Ae aegypti) ,Fraga 2012 (Ae albopictus)

y Baraca 2014 (Cx quinquefasciatus) ante diferentes medios de oviposicion utilizadas en estudio .Letras iguales no ofrecen
diferencias significativas
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