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RESUMEN

TITULO: ACTIVIDAD INSECTICIDA DE DIEZ ACEITES ESENCIALES DE PLANTAS SOBRE
AEDES AEGYPTI (DIPTERA: CULICIDAE)

AUTOR: DIEGO FERNANDO ZAMBRANO SUAREZ™
PALABRAS CLAVE: aceites esenciales, A. aegypti, Cymbopogon flexuosus, C. sinensis.

Se evalud la actividad ovicida, larvicida y pupicida de 9 aceites esenciales de plantas aromaticas
mas una mezcla de dos aceites esenciales combinados en A. aegypti, los resultados de la
actividad ovicida no permitieron comparar la mortalidad debido a que el control no fue informativo,
el aceite esencial con mayor efecto pupicida fue L. origanoides obteniendo en las concentraciones
de 250 y 310 ppm una mortalidad del 93% y en la concentracion de 390 ppm una mortalidad del
100%, los aceites esenciales con mayor efecto larvicida fueron Cymbopogon flexuosus (LC50 =
17,1; LC95 = 49 ppm)y Citrus sinensis (LC50 = 20,6; LC95 = 99 ppm); los tres aceites con
mayor efecto insecticida en la determinacién de dosis diagnosticas fueron los que se evaluaron en
su actividad adulticida, C. flexuosus mostré mayor actividad adulticida con un porcentaje de
mortalidad a los 1000 ppm de 96%, a los 300 ppm de 62% y a los 30 ppm de 40%, la evaluacion
del efecto residual se realizé en los dos aceites esenciales con mayor actividad larvicida (C.
flexuosus y C. sinensis), estos dos aceites mostraron un efecto residual muy bajo debido a que los
aceites esenciales estan compuestos de volatiles con una gran tension de vapor, la evaluacion de
compuestos mayoritarios se realiz6 en los dos compuestos mayoritarios (citral y acetato de
geranilo) del aceites esencial con mayor actividad insecticida (C. flexuosus), el acetato de geranilo
demostré una actividad insecticida muy eficaz teniendo las concentraciones de 5, 11, 16, 25, 39 y
50 unas mortalidades de 0,0, 2,5, 2,5, 7,5, 25 y 80% respectivamente.

" Proyecto de grado
Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia. Director Jonny Edward Duque Luna

10



ABSTRACT

TITLE: ACTIVITIES OF TEN INSECTICIDE PLANT ESSENTIAL OILS ON Aedes aegypti (Diptera:
Culicidae)

AUTHOR: DIEGO FERNANDO ZAMBRANO SUAREZ”

KEY WORDS: essential oils, A. aegypti, Cymbopogon flexuosus, C. sinensis.

Was evaluated the ovicidal activity, larvicidal and pupicidal of 9 essential oils from aromatic plants
plus a mixture of two essential oils combined in A. aegypti, the results of the ovicidal activity didn’t
allow to compare mortality because the control wasn’t informative, the essential oil with higher
pupicidal effect was L. origanoides obtaining in the concentrations of 250 and 310 ppm a mortality
of 93 % and in the concentration of 390 ppm a mortality of 100%, the essential oils whith higher
larvicidal effect were Cymbopogon flexuosus (LC50 = 17,1; LC95 = 49 ppm) and Citrus
sinensis (LC50 = 20,6; LC95 = 99 ppm); the three oils with higher insecticidal effect on the
determination of diagnostic doses were those who were evaluated for adulticide activity, C.
flexuosus showed higher adulticidal effectwith a percentage of mortality at 1000 ppm of 96%, at
300 ppm of 62% ppm and at 30 ppm of 40%, the evaluating of the residual effect was performed
on the two essential oils with higher larvicidal activity (C. flexuosus and C. sinensis), these two oils
showed a very low residual effect because the essential oils are compounds of volatiles with a high
vapor pressure, the evaluation of major compounds was performed on the two major compounds
(citral and geranyl acetate) of the essential oil with higher insecticidal activity (C. flexuosus), the
geranyl acetate showed a highly effective insecticidal activity having the concentrations of 5, 11, 16,
25, 39 y 50 a mortalities of 0,0, 2,5, 2,5, 7,5, 25 y 80% respectively.

" Project of grade
Faculty of Sciences. School Biology. Director Jonny Edward Duque Luna
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INTRODUCCION

El dengue hemorragico es una enfermedad transmitida por mosquitos que
amenaza la salud publica mundial. La enfermedad se encuentra en muchos paises
tropicales y subtropicales de todo el mundo especialmente en areas urbanas y
suburbanas®. El dengue grave puede ser causado por los virus del dengue
pertenecientes al género Flavivirus del cual hay cuatro serotipos conocidos como
son DEN-1, DEN-2, DEN-3 Y DEN-42. Aedes aegypti y Aedes albopictus son los
principales vectores de esta enfermedad, pero Aedes aegypti es el vector mas

eficiente de la fiebre del dengue, debido a que habitan en zonas urbanas®.

Hasta ahora no existe una vacuna completamente eficiente para actuar frente a
los cuatro serotipos del virus del dengue para la prevencion de la propagacion de
la fiebre del dengue”. Por lo tanto, el control del vector es el método mas efectivo
para disminuir la enfermedad®, y el uso de insecticidas quimicos es un método que
permite reducir las poblaciones de A.aegypti y asi reducir la incidencia del dengue

hemorragico (Rayyanachanpichal et al, 2006).

Desafortunadamente el incontrolado uso de insecticidas quimicos como los

organofosforados y los piretroides han resultado en problemas de resistencia a los

! WHO. Global Insecticide Use for Vector-borne Disease Control. Geneva: World Health
Organization. 2009

> WHO. Prevention and Control Dengue and Dengue Hemorrhagic Fever: Comprehensive
Guidelines WHO Regional Publication, SEARO, No 29. Geneva: World Health Organization. 1999

> ROHANI, A., NAZNI W.A., NGO L.V., IBRAHIM I. Y LEE H.L.. Adulticidal properties of the
essential extracts of some Malaysian plants on vector mosquitoes. Tropical Biomedicine, 199714:
5-9.

* Chapagain, B.P., Saharan V. and Wiesman. Larvicidal activity of saponins from Balanites
aegyptiaca callus against Aedes aegypti mosquito. Bioresource Technology, 2008 99: 1165-
1168.1165-1168.

> ZAIM, M. y P. GUILLET. Alternatives insecticides: an urgent need. Trends in Parasitology 2002
18(4): 161-163.
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insecticidas® y la degradacion del insecticida en metabolitos toxicos conduce a
contaminacién ambiental en aguas superficiales y subterraneas’, generando
efectos adversos sobre otros organismos, llegando a generar serios problemas en

la salud humana®.

Reconociendo este problema, los cientificos buscan nuevas alternativas en la
produccion de insecticidas respetuosos del medio ambiente y al mismo tiempo que
ayuden en la prevencion de la resistencia en el vector. Esta situacion ha
conllevado al surgimiento de recursos alternativos como la utilizacion de
insecticidas botanicos a partir de extractos naturales y aceites esenciales
provenientes de plantas®, que han resultado de potencial ayuda en el control de

Enfermedades Transmitidas por Vectores (ETV)™.

Los aceites esenciales derivados de plantas han emergido como fuentes
potenciales para el control de ETV ya que contienen una gran cantidad de
compuestos bioactivos que son biodegradables y con especificidad en el control
de mosquitos, estos han reportado eficiencia sobre las diferentes fases del ciclo de

vida de los mosquitos.

En el presente trabajo se evalud el efecto insecticida de diez aceites esenciales de

plantas que son: Tagetes lucida (Cav.) de la familia Asteraceae, Cymbopogon

® SOMBOON P., PRAPANTHADARA L.A. y SUWONKERD W. Insecticides susceptibility test of
Anopheles minimus S.L., Aedes aegypti, Aedes albopictus, Culex quinquefasciatus in northen
Thailand. Southeast Asian J. Trop. Med. Public Health, 2003 30: 184-194.

" DUA V.K., PANDEY A.C. y DASH A.P. . Adulticidal activity of essential oil of Lantana camara
leaves against mosquitoes. Indian J. Med. Res., 2010 131: 434-439.

®  YANG Y.C., LEE S.G., LEE H.K., LEE M.K. y LEE H.S.. A piperidine amide extracted from Piper
longum L. fruit shows activity against Aedes aegypti mosquito larvae. J. Agric. Food Chem. 2002,
50: 3765-3767.

° WEINZIERL R. y HENN T. Alternatives in insect management: Biological and biorational
approaches. North Central Regional Extension Publication 401. University of lliinois at Ur- bana-
Champaign. 1992

9 ZIMMERMAN R. Control selectivo de vectores y el rol de Bti en el control de vectores. En Guia
de Précticas para la Produccion de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis usando alter- nativas
locales para el control de vectores de enfermedades. OPS/OMS/ROW/IMTAvVH. 2001
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http://es.wikipedia.org/wiki/Cav.

citratus (DC.) STAPF y Cymbopogon flexuosus (NEES EX STEUD.) WATSON de la
familia Poaceae, Swinglea glutinosa (BLANCO) MERR. y Citrus sinensis (OSBECK) de
la familia Rutaceae, Eucalyptus citriodora (Hook.) de la familia Myrtaceae,
Cananga odorata (LAM.) HOOK.F. & THOMSON de la familia Annonaceae, Lippia alba
(Mill.) N.E.Br. ex Britton & P.Wilson y Lippia origanoides H.B.K. de la familia
Verbenaceae, mas un décimo aceite esencial compuesto de una mezcla igual de

L. alba con L. origanoides.
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1. MATERIALES Y METODOS

1.1 OBTENCION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales fueron proporcionados por el Centro de Investigacion de

Excelencia CENIVAM de la UIS, en Bucaramanga, Santander, Colombia.

1.2 CRIANZA, MANUTENCION Y REPRODUCCION DE COLONIAS DE A.
aegypti

Se cultivé una colonia de la cepa Rockefeller, mantenida en las instalaciones del
Centro de Investigaciones de Enfermedades Tropicales (CINTROP), en el parque
tecnolégico Guatiguara, Piedecuesta, Santander en un insectario a 25 +5° C,
humedad relativa de 70 + 5 % y fotoperiodo (12:12), mediante el uso de
iluminacién artificial. Los adultos se mantuvieron en jaulas de cria de 50 x 50 x 50
cm y se alimentaron con solucion de miel al 10%, para la estimulacion de la
ovoposicién, a las hembras se les suministro sangre por exposicion del antebrazo
durante 15 o 20 minutos. Se colocaron recipientes plasticos de 50 mL cubiertos
internamente con papel filtro y se les afiadié agua libre de cloro para estimular la
ovoposicién en dichos recipientes. Para eclosionar los huevos, se sumergieron los
papeles filtros con los huevos depositados en vasos plasticos con aprox. 500 mL
de agua libre de cloro, a los que previamente se les habia afiadido 0,5 mg de
comida para peces, para estimular la eclosion y se dejaron durante 24 h. Las
larvas eclosionadas se mantuvieron en bandejas plasticas de 30 cm de largo, 15
cm de ancho y 10 cm de alto con una capacidad de 3000 mL y se alimentaron con
alimento basico para peces diluido en agua libre de cloro y las pupas se
recolectaron diariamente en vasos de plastico con aprox. 20 mL y se colocaban en

el interior de las jaulas de adultos hasta que todas maduraran.
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1.3 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD INSECTICIDA Y DOSIS DIAGNOSTICAS

Se realiz6 siguiendo los protocolos estandar de la WHOM, se evaluaron las
concentraciones de 1000, 300 y 30 ppm de los aceites esenciales, por cada
concentracion del aceite se hicieron 4 réplicas y un control, en las réplicas y en el
control se colocaron 5 larvas en estadio L3-L4 en vasos plasticos de 200 mL y se
afiadia 100 mL de volumen incluyendo la concentracion del aceite esencial, en el
control se aplicaba el mismo volumen pero en DMSO al 0,5%. Se hicieron lecturas
de mortalidad a las 24 y a las 48 horas luego de la exposicion. Este experimento
ayudo a determinar la actividad insecticida y proporcioné los pardmetros para
definir las concentraciones que nos permitieran mortalidades entre el 2 y el 98%
para cada aceite esencial. Se repiti6 el procedimiento 3 veces, se corrigio la

mortalidad con la férmula de Abbott cuando se hizo el registro de larvas muertas.

1.4 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD LARVICIDA DETERMINANDO
CONCENTRACIONES LETALES

Se realiz6 siguiendo los protocolos estandar de la WHO', se usaron mdltiples
concentraciones de cada aceite de acuerdo a los limites establecidos con el
experimento anterior, se hacian 4 réplicas y un control, metodologia exactamente
igual al procedimiento anterior pero usando 10 larvas en cada replica y en el
control. Se hicieron lecturas de mortalidad a las 24 y a las 48 horas luego de la
exposicion. Se repiti6 este procedimiento tres veces, los resultados fueron
analizados estadisticamente usando andlisis probability unit o analisis Probit?,

para definir las concentraciones letales de 50 y 95.

' WHO. Prevention and Control Dengue and Dengue Hemorrhagic Fever. Comprehensive
Guidelines WHO Regional Publication, SEARO, No 29. Geneva: World Health Organization. 1999
12 -

Ibid
B FINNEY D.J. Probit analysis. Cambridge University Press, 3" edn. 1971 174 p.
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1.5 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD OVICIDA

Se realizé siguiendo los protocolos estandar de la WHOM, se evaluaron las
concentraciones de 100 y 200 ppm, por cada concentracion se hicieron cuatro
réplicas y un control, mediante estereoscopio se seleccionaron 10 huevos por
cada replica y control se colocaron en papel filtro y se expusieron a las
concentracion, en el caso del control se usé DMSO 0,5%, después de un dia de
exposicion los papeles filtros con los huevos se colocaron en vasos plasticos de
200 mL con 100 mL de agua y alimento para peces para estimular la eclosion, la
lectura del nUmero de larvas eclosionadas se realiz6 24 h después.

1.6 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD PUPICIDA

Se realiz6 siguiendo los protocolos estandar de la WHO™, se evaluaron las
concentraciones de 100, 200, 250, 310 y 390 ppm, por cada concentracién se
hicieron 4 réplicas y un control, se seleccionaron 5 pupas de un dia de emergidas,
se colocaron en vasos plasticos de 100 mL y se aplicé un volumen final de 40 mL
de la concentracion por replica, en el control se us6 DMSO al 0,5%, se realizaron

lecturas de mortalidad a las 24 y 48 h, este experimento se realiz6 tres veces.

1.7 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ADULTICIDA

Se realizé siguiendo los protocolos estandar de la WHO¥, se evaluaron las
concentraciones de 30, 300 y 1000 ppm de los aceites esenciales con mayor
efecto insecticida de los resultados de la evaluacion de la actividad insecticida y

% WHO. Global Insecticide Use for Vector-borne Disease Control. Geneva: World Health

Organization. 2009
** Ibid
*® Ibid
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dosis diagnosticas, por cada concentracion se realizaron 4 réplicas y un control, se
seleccionaron 10 mosquitos de uno a dos dias de emergidos, se colocaron en
botellas Wheaton con tapa de rosca con capacidad de 250 ml previamente
impregnados con 1 mL de volumen final de la concentracion de cada aceite y
puestos a secar durante un dia, para el control se aplicé acetona GT, la lectura de
mortalidad se hizo luego de las 24 h de exposicion de los mosquitos. Se repitio el

experi mento tres veces.

1.8 EVALUACION DE COMPUESTOS MAYORITARIOS

Se realiz6 siguiendo los protocolos estandar de la WHO?, Se evaluaron los dos
compuestos mayoritarios del aceite esencial con mayor efecto larvicida que es el
C. flexuosus, estos compuestos son el citral con presencia en el aceite esencial

del 78,9% y el acetato de geranilo con presencia del 4,6% segun otras fuentes*® *°

20 21y para el presente trabajo se avaluaron los compuestos mayoritarios de los
aceites esenciales usados en este estudio usando cromatografia de gases y
espectrometria de masas (GC-MS) bajo direccion del CINTROP y se obtuvieron
en el aceite esencial de C. flexuosus un porcentaje de citral del 65,7% al unir los
porcentajes del neral y el geranial que son los compuestos que forman el citral y el
aceitato de geranilo en un porcentaje del 10%. Se evaluaron las concentraciones
de 5, 11, 16, 25, 39, 50 y 90 ppm que son las concentraciones que se usaron para

evaluar las concentraciones letales en este aceite esencial. Se realizaron 4

" Ibid

¥ GUPTA M.P.. 270 Plantas Medicinales Iberoamericanas. Editorial Presencia Ltda. Bogota. 1995.
pp. 559-560.

' ACOSTA DE LA LUZ L.L. y RODRIGUEZ FERRADA C.A. AGRINFOR.. Plantas medicinales:
bases para su produccién sostenible. Impresiones MINAG, La Habana, Cuba. 203 2006 pp. 91-92.
*° FERNANDEZ-POLA J. Cultivo de plantas medicinales, arométicas y condimenticias.. Ediciones
Omega. Barcelona, 1996 pp.32-35, 218-221.

*! RODRIGUEZ QUINTANILLA Raul, RUIZ NOVA Carlos, ARIAS MOYANO Ginna, CASTRO
SALAZAR Hans, MARTINEZ JAIRO y STASHENKO Elena. Estudio comparativo de la composicion
de los aceites esenciales de cuatro especies del género Cymbopogon (Poaceae) cultivadas en
Colombia. Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas 2012 11(1).
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réplicas y un control para cada concentracion, se usaron 10 larvas L3-L4 se
colocaron en vasos plasticos de 200 mL y un volumen final de 100 mL con la
concentracion, para el control se us6é DMSO al 0,5%. Se hicieron las lecturas de

mortalidad transcurridas las 24 y 48 h de exposicion.

1.9 EVALUACION DEL EFECTO RESIDUAL

Se realiz6 siguiendo los protocolos estandar de la WHO?*, se evaluaron los dos
aceites esenciales con mayor efecto larvicida, C. flexuosos y C. sinensis, se uso la
concentracion letal del 99%, realizando 4 réplicas y un control por aceite esencial
usando DMSO al 0,5%, se seleccionaron 10 larvas L3-L4 que se colocaron en
vasos plasticos de 200 mL y se le aplic6 un volumen final de 100 mL con la
concentracion letal del 99%, las larvas fueron removidas diariamente con papel
filtro registrando la mortalidad y afiadiendo el nuevo lote de larvas diario hasta que

la mortalidad decayo al 0.

>2\WHO. Global Insecticide Use for Vector-borne Disease Control. Geneva: World Health
Organization. 2009
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2. COMPETENCIAS DESARROLLADAS POR EL PASANTE:

e Crianza, manutencion y reproduccién de colonias de A. aegypti

e Preparacion, elaboracion y evaluacion de experimentos de determinacion
insecticida

e Preparacion, elaboracion y evaluacion de experimentos sobre actividad ovicida

e Preparacion, elaboracion y evaluacion de experimentos sobre actividad
larvicida y pupicida

e Preparacion, elaboracion y evaluacion de experimentos de determinacion
adulticida

e Preparacion, elaboracion y evaluacion del efecto residual en larvas

e Preparacion, elaboracion y evaluacion de compuestos mayoritarios

¢ Manejo del programa estadistico Probit

La metodologia de cada una de estas competencias se explicaron en materiales y
métodos, el analisis probit se realizo en el andlisis de la actividad larvicida, estas
metodologias fueron modificadas de las planteadas en el anteproyecto debido a

las necesidades y recursos de esta investigacion.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD INSECTICIDA

Como se observa en la tabla 1, en las concentraciones de 1000 y 300 ppm en

todos los aceites esenciales hubo una mortalidad del 100%, lo que permite inferir

gque todos los aceites esenciales tienen potencial insecticida al comparar con el

control de cada tratamiento. También los resultados permiten establecer las

concentraciones para evaluar cada aceite esencial de acuerdo a los resultados

obtenidos con la concentracion de 30 ppm, y establecer que C. flexuosus muestra

un mayor potencial frente a los otros aceites, seguido de E. citriodora y C.

sinensis.

Tabla 1. Dosis diagnosticas para evaluar la actividad insecticida

Aceite esencial

Concentracion

% Mortalidad

% mortalidad

(ppm) control
1000 100+0 0
Liopia alba 300 100+0 0
PP 30 0£0 0
1000 100+0 0
Lippia origanoides 300 100£0 0
ppia ong 30 0£0 0
1000 100+0 0
. 300 100+0 0

Eucal

ucalyptus citriodora 30 40 + 23,30 0
1000 100+0 0
Cymbopogon citratus 300 100+ 0 0
30 00 0

21



Aceite esencial

Cymbopogon flexuosus

Citrus sinensis

Cananga odorata

Swinglea glutinosa

Tagetes lucida

Mezcla de L.albay L.
origanoides

Concentracion

% Mortalidad

% mortalidad

(ppm) control
1000 100+0 0
300 100+0 0

30 73,33 £ 2,56 0

1000 100+0 0

300 100+0 0
30 40 + 2,56 0

1000 100+0 0

300 100+0 0
30 0+0 0

1000 100+0 0

300 100+0 0
30 33,33+11,8 0

1000 100+0 0

300 100+0 0
30 0+0 0

1000 100+0 0

300 100+0 0
30 20 + 2,56 0

22

3.2 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD LARVICIDA DETERMINANDO
CONCENTRACIONES LETALES

En la tabla 2 observamos que el aceite esencial con mayor actividad larvicida es
C. flexuosus con LCso de 17,16 alas 24 hy de 14,67 alas 48 h y una LCgys de 49,9
alas 24 h y de 55,59 a las 48 h; seguido de C. sinensis con una LCsy de 20,61 a



las 24 hy de 18,84 alas 48 hy una LCygs de 99 a las 24 h y de 102,12 a las 48 h.
El aceite esencial que mostro menor efectividad fue C. citratus con un LC50 de
123,3y 94,3 ppm a las 24 y 48 horas respectivamente y LC95 de 242,6 y 163 ppm
a las 24 y 48 horas respectivamente. La mezcla de L. alba y L. origanoides mostré
mas baja LC50 que cuando se evaluaron separadamente los aceites esenciales

de L. alba y L. origanoides.

Originalmente Kumar y Dutta (1987) y Osmani y Sighamony (1980) reportaron
actividad insecticida sobre mosquitos por parte del C. flexuosus; incluso el LC50
estimado por Kumar y Dutta (1987) fue mas alto que el de este estudio, siendo de
91,4 ppm en Anopheles stephensi Liston, 1901 (Diptera: Culicidae). En el trabajo
de Manimaran et al. (2012) se observé actividad insecticida prometedora ya que
hubo una mortalidad del 84% en la concentracion de 1000 ppm de este aceite
esencial sobre Culex quinquefasciatus Say, 1823 (Diptera: Culicidae). Tennyson
et al. (2013) observo una LC50 8 veces mas alta (138.36 ppm) para A. aegypti que

la observada en este estudio.

Cuando se compara las concentraciones letales obtenidas del aceite esencial de
C. sinensis en el estudio con los trabajos anteriores, las de este estudio son
mucho mas bajas. Ramar et al. (2013) observo una LC100 de 500 ppm, Tennyson
et al. (2013) observo una LC50 de 85,93 ppm, Warikoo et al. (2012) observo una
LC50 de 446,83 ppm y Murugan et al. (2012) observo una LC50 de 891,61 en
larvas de A. aegypti. Cavalcanti et al. (2004) reporto un LC50 de 538 ppm para C.
sinensis en Brasil, esta es al menos 26 veces mas alta que la encontrada en este
estudio. Mientras que Amusan et al. (2005) reporté que el C. sinensis de Nigeria
es mas efectivo que el de Colombia, una explicacion para esto es que en el trabajo
de Amusan et al. (2005) se evalu6 el extracto de la cascara de la fruta y en este

trabajo se evalud el aceite esencial de las hojas.
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Es el primer reporte de la actividad larvicida sobre A. aegypti del aceite esencial de
T. lucida contribuyendo con la informacion de una nueva planta que sirve como
modelo de estudio y puede ser usada en la lucha contra este vector. Otros
miembros de este género ya han mostrado actividad biocida como T. minuta L. y
T. erectes L. (Asteraceae) en A. aegypti y A. stephensi como mostré Shaalan et al.
(2005).

Este estudio indica una actividad insecticida promisoria del aceite esencial de E.
citriodora ya que se reporta un LC50 menor de 100 ppm, contrario a los otros
trabajos que se han realizado con esta planta, como el de trabajo de Makhaik et al.
(2005) en el que el LC50 fue de 1,5 % (15000 ppm) a los 60 minutos. El resultado
de Amer y Melhorn (2006) por otro lado apoya el resultado del presente estudio al

haber una mortalidad del 76,7% a los 50 ppm, siendo similar.

C. citratus fue el aceite esencial menos efectivo, pero al compararlo con el LC50
hallado por Cardenas et al. (2013) en la ciudad de Bogota, este fue del 1,07%
(10700 ppm). A pesar de ser del mismo género C. citratus mostré actividad
insecticida contraria a C. flexuosus que fue el aceite esencial mas promisorio. La
diferencia entre aceites esenciales del mismo género, familia o especie es debido
al hecho que contienen diversos compuestos actuando en el insectos en
diferentes vias y estos compuestos pueden estar en diferentes proporciones
dependiendo de la forma de cosecha, condiciones climaticas y los componentes
del sustrato donde crecen.

Cuando se mezclaron los aceites esenciales de L. alba y L. origanoides el efecto
larvicida fue potencializado, debido a las diferentes formas de accion de los
componentes de estas plantas que actian en el mosquito desempefiando un rol
sinérgico de estos aceites esenciales sobre los principales componentes de estos

aceites esenciales.
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Tabla 2. Evaluacion de la actividad larvicida evaluando las LC50 y LC95

Concentracion Letal

Aceites esenciales 24h 48 h

LCso LCos X2 LCso LCos X2
17,16 49,9 3,08 14,67 55,59 0,99

Cymbopogon flexuosus ~ (13,78-21,37)  (30,92-80,66) (10,13-21,23) (22,75-183,45)
20,61 99,0 2,22 18,84 102,12 3,87

Citrus sinensis (16,49-23,82)  (91,30-402,53) (14,03-22,22)  (68,19-254,49)
mezcla de L alba v L 40,13 79,77 6,36 37,55 62,48 6,51

o8t abayt. (37,76-43,26)  (68,63-99,23) (30,90-45,74)  (38,29-110,55)

origanoides

44,26 99,61 7,40 42,79 89,05 1,65

Lippia alba (4,58-47,01)  (89,24-114,70) (40,35-45,27) (10,05-142,32)
52,96 101,52 58 45,92 74,71 0,91

Cananga odorata (49,91-55,79)  (93,29-113,47) (43,55-48,13)  (70,11-80,94)
53,37 93,05 3,41 38,06 112,2 0,93

Lippia origanoides (50,60-56,60)  (83,57-107,86) (33,41-41,98) (94,81-196,05)
65,71 151,01 2,3 59,23 148,73 3,47

Swingle glutinosa (61,64-70,46) (131,01-182,72) (55,20-63,76) (128,16-181,36)
66,27 95,13 2,98 64,86 93,92 1,4

Tagetes lucida (63,7-68,7) (89,52-103,49) (62,24-67,32) (100,72-123,45)
71,22 288 2,66 52,51 312,34 2,86

Eucaliptus citriodora (63,91-81,62) (208,53-479,27) (44,49-62,50) (225,40-660,13)
123,30 242,69 0,96 94,31 163,0 3,08

Cymbopogon citratus ~ (114,17-138,60) (195,97-363,81) (89,33-99,30) (147,22-192,23)
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3.3 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD OVICIDA

Los resultados de la actividad ovicida no permitieron comparar la mortalidad
debido a que el control no fue informativo en ninguno de los diez aceites en las
concentraciones de 100 y 200 ppm posiblemente porque el material biolégico no
estaba en condiciones 6ptimas debido a que el tiempo de almacenamiento de los
huevos fue muy prolongado. Segun los resultados obtenidos los aceites
esenciales con mayor efecto ovicida son: S. glutinosa, C. odorata, T. lucida y la
mezcla de L. alba y L. origanoides; al obtener mortalidades del 100% en las

concentraciones de 100 y 200 ppm (Tabla 3).

Al comparar con el trabajo de Rajkumar y Jebanesan 2004 en que se evalud la
actividad ovicida de Solanum trilobatum frente a Culex quinquefasciatus, la
mortalidad ovicida en las concentraciones de 100 y 200 ppm estuvieron entre 0 y
70% y 8 y 78% respectivamente y en la actividad ovicida de S. trilobatum frente a
C. tritaeniorhynchus entre 0 y 59 % y 4 y 77% respectivamente para las mismas
concentraciones; y al comparardo con el trabajo de Samidurai et al 2009 en el que
se evalué la actividad ovicida de Pemphis acidula al usar 3 metodos de extracion
diferentes usando metanol, benceno o acetona frente a A. aegypti y C.
quinquefasciatus, para la extraccion usando metanol frente a A. aegypti las
concentraciones de 150 y 200, ppm tuvieron mortalidad ovicida del 0 y el 8%
respectivamente, para la extraccion usando benceno la mortalidad ovicida para las
mismas concentraciones fueron del 0% en ambas y para la extraccion usando
acetona la mortalidad ovicida para las mismas concentraciones fueron del 0% en
ambas; los resultados de nuestros aceites esenciales con mayor actividad ovicida:
S. glutinosa, C. odorata, T. lucida y la mezcla de L. alba y L. origanoides; con
estos dos estudios observamos que los aceites esenciales evaluados en este

estudio presentaron mayor actividad ovicida.
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Tabla 3. Evaluacion de la actividad ovicida en las concentraciones de 100 y
200 ppm, reflejando el niumero de huevos eclosionados en cada replicay en

el control.

. . ., % Mortalidad % Mortalidad
Aceite esencial [Concentraciéon

replicas control
Livia alba 100 85+0,76 100
P 200 88,5+1 52 90
Lipia origanoides 100 55x1,52 100
pia orig 200 80+1,52 70
Eucalyptus 100 62,5+0,28 50
citriodora 200 42.5+0,36 50
Cymbopogon 100 57,5+2,02 60
citratus 200 52,5+2,36 70
Cymbopogon 100 77,520 90
flexuosus 200 70+0,28 90
Citrus sinensis 100 100£0 100
200 97,510 100
Swingle glutinosa 100 100+1,15 100
ged 200 100+1,15 100
Cananga odorata 100 100+1 100
g 200 100+1,52 100
Tagetes lucida 100 100+0,28 100
g 200 100+1 100
Mezcla L. alba y 100 100+1,73 100
L. origanoides 200 100+1,15 100

3.4 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD PUPICIDA
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El aceite esencial que mostro mayor actividad pupicida fue L. origanoides ya que
en las concentraciones de 250 y 310 ppm la mortalidad fue del 93% vy la
concentracion de 390 ppm tuvo una mortalidad del 100%, el segundo aceite
esencial con mayor efecto pupicida fue C. sinensis que en las concentraciones de
200, 250, 310 y 390 ppm las mortalidades fueron de 20, 53, 66 y 80%
respectivamente y el tercer aceite con mayor efecto pupicida fue C. odorata que
en las concentraciones de 250, 310 y 390 ppm las mortalidades fueron de 6, 20 y
80% respectivamente. En el trabajo de Murugan et al 2012 en el que se evalud el
efecto pupicida del extracto de la cascara de naranja C. sinensis frente A.
stephensi, A. aegypti y C. quinquefasciatus, en concentraciones de 100 a 500
ppm, frente a A. stephensi los porcentajes de mortalidad fueron desde el 17 al
52% respectivamente; frente a A. aegypti los porcentajes de mortalidad fueron
desde el14 al 54 % respectivamente y frente a C. quinquefasciatus los porcentajes
de mortalidad fueron desde el 11 al 49 % respectivamente; en el trabajo de
Kovedan et al 2012 se evalu0 la actividad pupicida del extracto de hojas de Carica
papaya sobre A. aegypti en concentraciones de 100 a 500 ppm mostraron
mortalidades desde el 14 al 67 %; demostrando estos trabajos que los resultados
que se obtuvieron de los tres aceites con mayor efecto pupicida son mas efectivos
al compararlos y que el aceite esencial de C. sinensis de este estudio es mas
efectivo contra huevos de A. aegypti que el evaluado por Murugan et al 2012.
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Figura 1. Evaluacién de la actividad pupicida en las concentraciones de 100,
200, 250, 310y 390 ppm
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3.5 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ADULTICIDA

C. flexuosus mostr6 mayor actividad adulticida con el porcentaje de mortalidad a
los 1000 ppm de 96%, a los 300 ppm de 62% y a los 30 ppm de 40%, luego le
sigue C. sinensis que en las concentraciones de 1000, 300 y 30 ppm la
mortalidades fueron de 72, 62 y 52% respectivamente y en ultima instancia el
aceite esencial de E. citriodora en las concentraciones de 1000, 300 y 30 ppm la
mortalidades fueron de 30, 25 y 18% respectivamente (Figura 2). En el trabajo de
Murugan et al 2012 en el que también se evalué el efecto adulticida del extracto de

la cascara de naranja C. sinensis frente A. stephensi, A. aegypti y C.
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quinquefasciatus, en las concentraciones de 180, 260, 340, 420 y 500 ppm frente
a A. stephensi los porcentajes de mortalidad fueron 24, 50, 67 82 y 95 %
respectivamente; las mismas concentraciones frente a A. aegypti los porcentajes
de mortalidad fueron 21, 47, 62, 76 y 91 % respectivamente y las mismas
concentraciones frente a C. quinquefasciatus los porcentajes de mortalidad fueron
17, 37, 55, 72 y 86 % respectivamente, que comparado con los resultados de las
concentraciones de 300 ppm y 30 ppm de C. flexuosus y C. sinensis se observa
una mayor eficacia y que el aceite esencial de C. sinensis de este estudio es mas

efectivo contra huevos de A. aegypti que el evaluado por Murugan et al 2012.

Figura 2. Evaluacion de la actividad adulticida en las concentraciones de
1000, 300y 30 ppm
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3.6 EVALUACION DE COMPUESTOS MAYORITARIOS

En la evaluacion de los compuestos mayoritarios de C. flexuosus, el citral mostré
en las concentraciones de 5, 11, 16, 25, 39, 50 ppm una mortalidad del 0% y en la
concentracion de 90 ppm mortalidad del 5% (Figura 3) lo que evidencia que este
compuesto no tiene mayor actividad insecticida. Mientras que el acetato de
geranilo demostr6 una actividad insecticida muy eficaz teniendo las
concentraciones de 5, 11, 16, 25, 39 y 50 unas mortalidades de 0, 0, 2,5, 2,5,
7,5, 25 y 80% respectivamente (Figura 4), pero no se le puede atribuir todo la
actividad insecticida debido al bajo porcentaje en el que se encuentra dentro del

aceite esencial.

Figura 3. Evaluacion de la actividad larvicida del citral en las
concentraciones de 5, 11, 16, 25, 39,50y 90 ppm
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Figura 4. Evaluacion de la actividad larvicida del acetato de geranilo en las
concentraciones de 5, 11, 16, 25, 39,50 y 90 ppm
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3.7 EVALUACION DEL EFECTO RESIDUAL

El aceite esencial de C. sinensis mantuvo una mortalidad del 100% hasta el dia 2,
el dia 3 la mortalidad decay6 al 23% y el dia 4 la mortalidad fue del 0% (Figura 5),
para el aceite esencial de C. flexuosus la mortalidad también se mantuvo hasta el
dia 2 del 100%, el dia 3 decay6 al 46% y el dia 4 ya bajo al 0% (Figura 6),
concluyendo que los dos aceites esenciales presentan un efecto residual muy bajo
debido a los aceites esenciales estdn compuestos de volatiles que los caracteriza
por tener una gran tension de vapor y que su efecto sea de toxicidad fumigante

por lo que su efecto residual es muy bajo® 24 2° 26,

> Rice, P.J. y. Coats J. R.. Insecticidal properties of several monoterpenoids to house Ry (Diptera:
Musci- dae), red Rour beetle (Coleoptera: Tenebrionidae), and
southerncornrootworm(Coleoptera:Chrysomelidae).J. Econ. Entomol. 87: 1172D1179. 1994

** Toloza A. C., Zygadlo J., Mougabure Cueto G., Biurrun F., Zerba E. y Picollo M.I.
Fumigantandrepellent properties of essential oils and component compounds against permethrin-
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Figura 5. Evaluacion del efecto residual de C. sinesis
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Figura 6. Evaluacion del efecto residual de C. flexuosus
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resistant Pediculus humanus capitis (Anoplura: Pediculidae) from Argentina. J. Med. Ento- mol. 43:
889D895. 2006

> Alzogaray Raul , Sfara V. y Zerba E. N..Fumigant Insecticidal Activity and Repellent Effect of Five
Essential Oils and Seven Monoterpenes on First-Instar Nymphs of Rhodnius prolixus. J. Med.
Entomol. 46(3): 511BD515. 2009

*® Fournet A., Rojas de Arias A., Charles B. y Bruneton J.. Chemical constituents of essential oils of
Muiia, Bolivian plants traditionally used as pesticides, and their insecticidal properties against
Chagas' disease vectors. Journal of Ethnopharmacology 52 145-149. 1996
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4. CONCLUSIONES

En conclusion tenemos que si bien C. flexuosus presenta el mayor efecto larvicida
y adulticida de los aceites esenciales, C. sinensis presenta un eficaz efecto
insecticida en todas las fases de A. aegypti (larvas, pupas y adultos) siguiendo
muy de cerca en efectividad al C. flexuosus, por lo que seria interesante probar
una mezcla de estos dos aceites esenciales para potencializar su accién biocida,
el compuesto mayoritario acetato de geranilo en C. flexuosus podria ser un
prometedor compuesto insecticida que deberia ser evaluado con mayor
profundidad ya que contribuye bastante en el efecto biocida de este aceite, si bien
el efecto residual de los aceites esenciales evaluados fue muy bajo debido a que
estan compuestos de volatiles con gran tension de vapor haciendo que su efecto

sea de toxicidad fumigante y no residual.
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ANEXOS

Este trabajo investigativo tuvo dos ponencias en el congreso de la Sociedad
Colombiana de Entomologia, siendo finalista von la ponencia titulada Aceites
esenciales con actividad insecticida frente a larvas de Aedes aegypti (Diptera:

Culicidae) al premio a trabajo de investigacion nivel de pregrado.

Anexo A: Participacion en el 40° congreso de SOCOLEN como autor

ANDC CAnmrocen
%\
SOCOLEN

40'anos de Enfomologm

La Sociedad Colombiana de Entomologia SOCOLEN
Certifica que el trabajo

tividad insecticida frente a larvas de Aedes aegypti (Diptera:
Culicidae)

de los autores

Sharon Smith Vera; Diego Zambranoa; Stelia Carolina Méndez Sanchez; Fernando Rodriguez Sanabria; Elena E.
Stashenko; Jonny E. Duque L.

fue presentado en el

40° Congreso Sociedad Colombiana de Entomologia SOCOLEN, los
dias 42 de julio de 2013, realizado en Bogota D.C. - Colombia

% Mo—l.e{m
Comité Org
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Anexo B: Participacién en el 40° congreso de SOCOLEN como ponente

La Sociedad Colombiana de Entomologia SOCOLEN
Certifica que

Diego F. Zambrano

Participé como Expositor de la ponencia oral titulada

“Actividad pupicida, adulticida y repelente de aceites esenciales frente a Aades aegypti
(Diptera: Culicidae)”

enel
40° Congreso Sociedad Colombiana de Entomologia SOCOLEN, los
dias 42 de julio de 2013, realizado en Bogota D.C. - Colombia

Se anexa el articulo que se publicé en base a los resultados de esta pasantia en la

revista alemana parasitology resource.
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Anexo C. Articulo publicado

Parsail Res
DR 148 1007 SiN0-56-001 4-391 T-6

ORIGINAL PAPER

Essential oils with insecticidal activity against larvae
of Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

Sharon Smith Vera - Diego Fernando Lambrano « Stelia Carolina Méndez-Sanchez
Fernando Rodriguer-Sanabria - Elena E. Stashenko - Jonny E. Dugque Lona

Received: 18 March 2004/ Accepie: 11 Agril2014
i Sqwinger-Verlzy Bedin Heidelbery 2014

Abstract Insccticidal activity of the essential oils (ECOs)isolated
from Trgeres ludida, Lippia atha, Lippiz onganoides, Ewcalyp-
tuy citrindora, Cymbopogon citratus, Chmbopogon flecuosus,
i sinenas, Swinglen ghisnosa, and Canange odomi an-
matic plants, grown n Colombia (Bucaramanga, Santnder),
and of a mivture of L. aba and L orgamide BOs wene
evaluated on dades (Stegomnia) aegypti Rockefeller larvae.
The EOs were extracted by microwave-assisted hydrodist | ation
and charactermed by gas chromatography—mass spectrometry
(GC-MS). The mam components of the BOs were identified
using their lingar retention mdices and mass spoctrm. The lethal
concentrations (LCs) of the BOs wene determined between the
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third and fourth instar of 4 aegypd. LCsa was determined by
probit anabyds using mortality mies of bicassys. All essential
oils tested showed msccticdal activity, The following values
wiore obtained for O flemosus (LC=17.1 ppm); . sinensis
(LCo=206 ppm); the mixtur: of L. afa and L. ariganoides
(LCsp=401 ppm}); L. alba (LCxp=422 ppm); C. odorai
(LCs=529 ppm); L. origanoides (LCsp=53.3 ppm);
& glutinosa (LCep=65.7 ppm); T ludds (LCe~66.2 ppm);
E. atrodore (LC =712 ppm); and C. citrats (LC o=
1233 ppm). The EQ from C. flerwosus, with citral
(geranial+neral) a5 main component, showed the highest
larvicidal activity.

Keywords Essential ol - Laricidalactivity - Mosguit
control - Geranial

Intreduction

Dengue is the most important disesse tmnsmitted by arthro-
pods in the world; more than 2.5 billion people are at risk of
contracting the vins by shanng an area of spatial distibution
with the vector dedes (Stegomyia) aegypri (L., 17632)
(Guzman et al. 2010). Although this mosquito can also trans-
mit other arboviral infections such a5 encephalitis, yellow
fever, and hemorrthagic fevers, among others, none of these
ailments compares to dengue when it comes to morbidity and
maortality (Bhatt et al. 2013). A phenomenon of the problem
faced with this vector is that the mumber of cases morcases
every year as a result of the simultancous circulation of the
four serotypes DENV-1, DENV-2, DENV-3, and DENV=
(Laughln et al 2012; Simmons o al. 2012).

Since more than 50 millon people are infecied with dengue
each year, and this leads to the death of a significant percent-
age of the people infected due to dengue complications, there
are periodic health campaigns to find solutions for the

ﬂﬂprirt;cr
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problem. Mevertheless, these activities are carried out in
accordance with the policies of the countries affected by
the problem. However, in one way or another, they are
all focused on the population decline of the vector.
Actions involve environmental sanitation, removal of
breeding areas, elimination of potential contamers, and
the application of chemical and biological insecticides
(Dugue et al. 2009; Guzman et al. 2000). Despite the
efforts in environmental samitation and vector control, it
has bem observed that what is being done does not
have a significant impact on case reduction, which is
why it is said that the problem remains unresolved
(CGuzman o al. 2010; Simmons et al. 2012}

A consensus among cxperts on the topic 1s that denguewall
not be eliminated until the vaccine is created to act againg the
fiour serotypes of the dengue virus (Simmons et al. 2012). To
this effect, the discovery of other alternatives for protecting
from the mosquito & crucial, as is the discovery of new
imsecticides to replace the taditional organophosphates (or)
and pyrethroids (Pr)that cause advers effects on man and the
environment. Particularly, smee there are countless reconds
that these msecticides have generated populations of 4.
aegypti resistant to these commercial products (Grisales
etal. 2012; Hamks et al. 20140; Lima ctal. 2001).

Under this perspective, new molecules must be found to
control insect pests that will replace synthetic insecticides.
You could say that there 15 now a good source of mformation
on products that have an effect on 4. asgypri. Thanks to the
studics of many rescarchers on the semiochemical manifesta
tions of different plants in terms of their extracts and essential
ails (ECE), we now have kmowledge of insecticidal activity,
growth inhibition, and repellent, antifeedant, and deterrent
actions, among others (Hakkali o al. 2008; lsman 2006;
Shaalan et al 2005). In addition, ther: are a mimber of benefits
that make the explomtion of botanical insecticides for pest
control atractive, such as low environmental persistence, little
or no foxicty to mammals, and the different forms of action on
the msect (Kishore ot al 2011; Mullai et al 2008; Sibva et al.
2008).

Although the use of plant-based pmoducts has been kmown
for centuries, mamy of the studies that evaluate plants and ther
by-products applicd on mosquitoes are no more than one
hundred years old That is because maost of this research has
been conductad on agrcultural pests. However, curent lier-
ature shows an increasing intercst in discovering new plants
with insecticidal action, which is reflected in at least 44 plant
families with confimed insecticidal activity, including an
effect on the reduction of the dengue vires (Abd et al. 2013;
Kishore et al. 2011; Neim etal. 2010},

That & why we intend to contnbute information about
plants and majority compounds that have biocidal action on
mosquitoes by evahiating the insecticidal effect of the EO of
Tagaes lucide Cav (Astermcene), Lippiz abba (Mill) M.E.Br.

ﬂﬂ]:n.u;!r
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ex Britton & P. Wilson, Lippia origanoides Kunth
(Verbenaceae), Euncalypies citriodora (Hook.) KLDHIll &
L.AS. Johnson (Myrtacene), Cyvmbopogon citrates (DC.)
Stapf, Cvmbopogon flexwosus (Mees ex Stend) Wats
(Poaceac), Citrus sinensis Osbeck, Swinglea glitinosa
(Blanco) Merm. (Rutaceae), Cananga odorata (Lam.) Hook.
F & Thomson (Amnonaceas), and a combination of L alba
and L. origanoides on larvae of 4. aegypti.

Materials and methods
Colony of mos quitoes

To conduct the experments on insecticidal action, 4 aegvpti
mesquitoes Rockefeller colomy were kept in breeding cages
(40= 40 =40 am ) in an insectary at 25 £5 °C, mmidity of 70+
5 %, and phowperiod (12:12). Female 4. asgypti were per-
manently offered a sugary solution of honey at 10 %, and
when larvae were neaded for the experments, they were fed
by insertmg the forearm of ane of the researchers for 15 minu
with prior knowled ge of the ethics commites as per CEINCE-
UIS, Mimutes Mo, 3 2013, Once the females were fod, they
rested in the same cage allowing them to carmy out oviposition
in acontiner kept inside the cage tined internalty with filter
paper, which served as an oviposition substmate,

Obtaining the casential oils

All the plants used in the study were collectad in the Depart-
ment of Santander, Colombia The material was identified up
to the species level, and the exsiceatae were deposited m the
Mational Herbarnum (Table 1), The extmaction of the cssential
oils, 25 well as the chemical composition thersof, was carned
out hased on the protocol reported by Stashenko et al. (2004,
The essential oils were obtained by simple hydmdistillaton
(HDY} and microwave-assisted hydmodistllation (MWHI).
HD was conducted i a mound-bottomed flask (5 L) with
500 g of plant matenial and 4 L of water using an electric
heater (boihng water) for 2 h. The o1l was decanied from the
condensate, previously saturated with NaCl, and dried with
anhydrous sodium sulfate. For MWHD, the hydmdistillaton
unit was placed m a domestic microwave oven
(245 GHz, 500 W) with a hole on the side through
which an extemal glass condenser was commected to the
round-bottomed flask containing the plant material
(500 g) and water (0.2 L) inside the oven. The unit
was operated for 30 min at maximum power, which
caused the water to boil vigorously, maintaining the reflux
thersof. The EQ was accumulated in a Dean-Stark trap and
was later decanied from the condensate and dned with anhry-
drous sodium sulfate:
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Table 1 Yield ol essentizl ol

plece of collection of the plani, Soentilic neme Clanrmmon mame Viucher o Colleded m Yield %% (FF)

aml regstration number {vwrucher)
Cymbapogan fleneas Lemmn grass 53113 Bucamarmemga L]
Eucalypars citrivdsna Bucahyplus C-446 Bucararmemgs 0.7
Camamgm odorain ¥ by Y lamg 5312 Bucarammemgs 04
Swingrlear ghrfinowa Alfican lemm 521530 Bucararmmgra 0z
Citrus sinensis Ornge C-455 Bucararmemgs 02
Tageies hurida Winler trragom 512074 Bucarammemgs 04
Lippia origanoides Wikl ovmmpramo 5171 Bucararmmgra 14
Lippia alba Cuock reliel’ S12478 Bucaramamy s LIE
Cymbopogron cifrans Lemum grass 5194986 Bucararmemga 0.5

Dietermination of major components

To esmblish the chemical composition of the essential oils, an
Agilent Technologies 6890 Plus gas chromatograph equipped
with an HP-5 M5 capillary columm (30 m=0.25 mm [D=
(.25 m, df) was used, along with a mass selective detector
Agilent Technologies MSD 5973, An clectron impact ioniza-
tion sysiem at T eV was used for deteotion by gas chromatog-
raphy—mass spectrometry (GC-MS). Helium was the camier gas
ataflow mate of | mL/min. The tempemumes of theinjector and
the transfer lme were set at 250 and 285 °C, respectively.
Column temperature was initally set to 50 “C and then gradu-
ally increased up to 150 C, at a speed of 3 *C per mnuts; itwas
mamtined for 10 mimand finally increased to 250 %C at 10°C
per mimite. The diluted samples (1 20wy in CHCly) wene
imected at 1 pl in splitiess mode. The components wers
identified by companng their relative retention times and mass
spectm with those of standard compounds; data from NIST,
Wiley, and ADAMS of the GC-MS system wene used along
with data from literature,

Detemmination of insecticidal actreity

After feeding the female mosguitoes with blood for 3 days, the
oviposition continers that were in the breeding cages were
removed. To synchromize hatching, the filier paper was re-
moved and left to dry for 3 days at room temperature for the
embryos to mature; following this peniod, hatchng was stim-
ulated to obtam the larvae for the expenments. When they
reached the larval stage, between the third and fourth instr,
they were counted, sepamted, and tmnsferned with Pasteur
pipettes to plastic cups with 100 mL of the s ame water without
chlorne, where a diagnostic assay (DA) was conducted,
which determined the concentrations that cause mortality
between 2 and 98 % in the larvae of 4 asgypr. For the
experiment D4, a toml of 120 larvae distributed in three
concentrations (1,000, 300, and 30 ppm) wene used with four
replicas each, along with contmol treatment without the evalu-
ated ol and with DMS0 at 005 %, Mortality was assessed by
recording the larvae that were unable to reach the surface of

the water when the beaker ofthe experiment was tapped; they
were considerod dead (WHO 1981, 1992), Subsequently, five
concentrations were established for each oil. In each, four
replicas wene conducted per concentmtion in addition to the
control treatment, which was the same as that employed o
determine those of the DA Each completed experiment was
repeated three tmes on different days. Larval mortality read-
ings were taken at two times, one at 24 hand the other at 48 h,
The results of mortabty and survival of the bicassay wen
subjected to probit analysis (Fnney 1971).

Hesults

The EOQ obtained by simple hydrodistllation of T hicda,
L. alha, L origanoides, £ citripdora, C. citratus, C_flesosus,
. sinensis, & glutinosa, and O odorata leaves had different
yiekds of extmction. Among them, L. origanoides had the highest
performance with 1.4 % of the EO, and the ones with the kowest
viek were 8 glutinosa and O sinensiy, with 02 % cach, OF all
the compounds identified, metvyl chavicol was obmined with the
highest percentage (92.1) whilke lnakl was the least abundant
10.3 %4; they are both components of BOY T fucide (Table 2),

The kowest concentration established in the experments of
mortality m larvasof 4. aegypd was 5 ppmat 4.7 and 7.5 %, at
24 and 48 h, respectively, for O flemass. The maximum
concentration established was 132 ppm, at 24 and 48 h, at
100 % for . aitratus. The porcentage of mortlbity of all BO
evalunied showed insecticidal activity when compared with
each of the control treatments (Table 2). Lethal concentrations
are LiCsq 17.1 and LCos 499 and LCsq 14.6 and LCss 555 at
24 and 48, respectively, indicating that the EO of C. flevuosus
showed the most insecticidal activity, when comparad to other
oils, The mocture of L. alha and L. origanoider showed lower
LCsp than when the EO of L alba and L origanoides wene
evaluated sepamtely (Table 4).

The major compounds identified from the AE of
. flemosus were geranial, neml, geranyl acetate, gemniol,
and trans-Fcaryophyllens. On the other hand, the EQ of
. ditratus was less effective as it presented the highest LC

@ Springer
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Table 2 Chermical oompos ton of the esentizl oils

Metzhal e Yool ol

Coodorai O fenoms O oiraus O snensis E citmodora L alba L oripeides S gluinosa T hicida

B ananyl acetsle 152

Choviny] ik 100

eyl bemmae

Methy] benmats

B xyel ceesiquaphelland reme

fr-Baorrtmens frans-
f-camyophyllene

Cavacsl

123
10

R 20

Carvime

FPegymene

1,84 mear]

Cirmmellal

Citronellol

Pocpeinl methyl ether EA

Cierama 375
20

260
Creramiol 29
Ciermacene [} TH

oe-Hummulene mopulewn]
Lamomene

Lamaksl

Mahy] chavicol
f-Mymome

Meral

Memal

Trans - faocimens n-octmal

14.1 18

2K.2

m-Pinene 15
Fr=Pinene piperitenone
Piperilane

ni
54 29 a3

30

a0
13 25 15

120
34 30
493
130

k.1

129 14
31K 4.4

921

28 39

120
48 44
256

16 11.0

of the entire study LCaq 12223 and 94.2 and LCys 242.6 and
163 ppm at 24 and 48 h, respectively: the compounds ident-
fied in this oil were lmonene, F4mvreene, linalol, sabinene, y-
terpinens, and r-octano L

Discussion

According to the results of this study, it can be concluded that
all the plants collected in the city of Bucaramanga enabled us
to obtain EO) that showed high insecticidal activity against the
A. aegpn mosquito, One explination for this effect & the
major compounds found in each of te oils that wene extmct-
ed. To this effect, a contribution has been made to the knowl-
edge of now molecules with msecticidal action, which can
serveds a replacement for the taditional synthetic insecticides
{Kishome e al 2011},

Qﬂpnu‘!r

Im a strict order of effectivencss, O femoss had the best
larvicidal activity against 4 aegypd, when compared with the
other EOs evaluated. This confirmed that the plant provides
insecticidal action agamst mosquitoes as was ongmally re-
ported by Kumar and Dutta (1987) and Osmani and
Sighamomy ( 1980); even the estimated LCsq ane lower than
those of Kumar and Dutta (1987) with LCs 914 ppm m
Anopheles stephensi Liton, 1901 (Diptera: Culicidae). In
maone recent pub ications, it was also noted that he plant has
promising msectcidal activity, compared to the results of
Mammaran ot al. (2012) with an 84 % mortality at
1000 ppm in Clex guinguefisciates Say, 1823 (Diptem:
Culicida). Termyson ot al. (2013 observed that LCe, was
eight times higher (138,36 ppm) for 4. asgypti than that
presented herein, The high level of msechcidal acthaty of
the EQ of C_ flemosus collected in Bucaramanga & possibly
due o the higher concentration of the major compounds
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Tablke 3 Mordily rale of each oonoentration of each EX) evalusied m
larvae ol A oo sl 24 and 48 h

Esential aal Concentration”  Maortality mie® (% +DS)
{ppm)
Mh 48h
Lippia alba 3 311 6429
30 30412 23414
48 616 6017
L] LT H B546.2
a0 940 95421
Cemirol L] ]
Lippia ovfgancides 3 250406 5415
iz 94:3.1 14435
43 21+75 30ER0
5H THE3.S THES 0
0 B:13 82413
Cemirol L] ]
Ewcalypaus ciriodara 9 5423 13458
3 11442 30414
45 26432 5016
w0 LT H S0£19
] 53412 6413
a7 2417 B0£17
Cemirol L] L]
Cymbepogrn ciratus &l 5415 11436
a5 29447 4570
120 49486 B+ E
128 B1+93 89445
132 1023 100423
Cemirol L] L]
Cymbopogon fouons 5 412 B2 0
11 1612 1750040000
16 51445 67421
L] 7749 84435
k. BHE1.0 0£17
Cemirol L] L]
Citraur rinensgs 12 1046 14464
18 14 S0E16
3 610 5R49.5
45 TR0 B0+1E
i3 1023 100423
Cemirol L] 1]
Camangs sdorata i2 254058 2154058
4 2H:4.7 3949.1
a5 W16 B6:49.1
= 10 98£1.7
aa AN+6.4 99240 58
Cemirol L] 1]
Swingdea pudnos 3 0.B:0.58 621
kL 9425 10431
45 7+29 46478

Talde 3 {oombmual )

Esential ol Conoenbration”  Maoriality ste® 0 £05)

{pm)
24h 45 h

i} 491610 72465
el flE18 Rl 18
@) W20 B2
Camitrod 1] 1]

Tagreter hicida 32 00400 3412
54 2145.1 23456
a5 41495 S0k 12
¥ B 19 Rk 19
95 100423 123
Camitrod 1] 1]

Ligpialba-l. srigmoides 18 1.3 440058 134058

e n 13463 20436

bt 2149 % 20110
37 30414 Al 14
45 W12 7011
Comitrel (1] (1]

" Each ol the dilutons mude with the solvent DMS0

* Martality rle el damlard deviation of e replicas of esch conoentra-
Lo evalused

germnl, neral, and geranyl acetate found in the analysis by
GO-MS. The difference between the LC.q, of the EOs can be
attributed to the fact that the (. flemosys Bucammanga has
different major compounds than the O fexwosus of ndia
(Citral a and Citral b), according to Makhaik et al (2005).

. sinensis was the second EO in terms of larvicidal activ-
ity, a5 was . femosur. When compared to similar smdies, it
i5 also noted that lower LCs were found. This was observed m
a study in India conducted by Ramar etal. (2013) with a LC g0
of 500 ppm. Tenmyson et al. (2013 ) reporied with the LT, of
§5.93 ppm, Warkoo et al. (2012), a LCs of 446 84 ppm, and
Murugan et al. (2012 ) with a LC g, of 891,63 ppmin larvae of
A. asgwpri.

The same effect was observed in meports of the same
contnent such as the case of O sinensiz of Bmazl with a
LCsa of 538 ppm, at least 26 times higher than ours
(Cavalcanti ot al. 2004). In this case, the difference in action
is not explamed by place of orgin, & both te Baziian plant
and the Colombian have the same limonens component (Bra-
zil=98 %, Colombia=71.3 %). There may be a synergist
effiect in the other components of the ECQ) of Bucammanga that
boosts the insecticide action. However, Amusan et al. {2005)
showed that the C. sinensis of Migeria was mone effoctive than
that of Colombia. This result can be atmbuted to the fact that
in Migeria, the extract from the peel of the fruit was evahiated,
rather than the EC) from the leaves as was the case in this
study. Another explanation of'this effect according to Amusm

@Spr.i.ng{r
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Table 4 Larvicklal tvily {in ppm) of the dilTerent BDs agama bovae of A aegnpni

Essenbial aal Mh 48 h

L L ¥ LCwm LiCys ¥
Cymbepogen fenms 17.16 (13.75-21 37) WOG09TB066) 30K MET(I0I3-2133) S559(ZKA5 0%
Ciram smenss 20161 {16.49-23 82} 9907 (M 30402535 2227 1EB(14.03-2227) 10212 {6H.19-25449) 357
L alhg and L. ongamoidermine 40013 (37.76-43.26) T9.77 (6H.63-99.23) 663 3755 (3090-4574) 6248 (3B29-110.55) 651
Lippia alba 44.26 (41 SEA7.100 ) 9961 (B924-114.70) 740 42799 (Q35-452T) B90S5 (1605-14232) 1.45
Camanga odorata 5204 (4991-5570) 10152 (9329-11347) 58 4540 (4R55-4R13) 7471 {M01-8094) 09
Lippi aripansides SLIT(S060-5660)  9L0S (BST-107H6) 341 MO06GILA-4195) 1121 (WE1-19%605 0.9
Swingdea ghidnosa 635,71 (6164 46) 1510 {131LM-182.72) 23 9.3 (552-6376) 14H73 (12R16-18L36) 347
Tagetes bicida 6627 (63.7-68.7) 9513 (B952-10349) 298 6186 (62 24-6732) 9392 (1MMLT2-123.75) 14
Ewrabps cirisdora TL22 ((381-K1A2)  2ERO(AESI-AMIT) 266 5251 (444-6250) 31234 (Z2540-660.13) 286
Cymbspogen ciran 123,30 (1141713560 24260 (195.97-363.81) 0.96 9431 (FO.-9930) 1630(14722-192.33) 348

LiC g 15 the lethal concentration thal cases mortahity o the 50 % exposed to irestment. LC,,, 15 the leihal concentration thal cases mosahty to the 50%
ex e 1o trestmenl 95 % exposed Lo treatment. The oo fdence mierva & given m parentheses. The dalmbeal sl yes was well 2djuited o the proba

madel (Fmmney 1971)
x* chi-sgusre

et al. (2005) is that the major components of the African
species werne imonene and hinalol. Another aspect that high-
lights the importance of this plant as a possible insecticide is
the fact that in Asian countries, it has been regisened as an
adulticide in Aedes abopicas Skuse, 1894 (Diptera: Culici-
dae). In Pakistan, a LCsy of 223 % (223,000 ppm) was
reported, in the Hinckley variety and 21.14 %
(211,400 ppm) in the Cassa gmnds vanety. This confirms
the potential that can be offered by this plant in mosquito
control (Hafeez o al 2010).

Unlike the ECr of O flecwosus and O sinensiz, the EQ of
L. atha has not been evaluaed with the same inensity & an
insecticide for mosquitoes. However, the LC obtained in this
study indicate that the plant has strong biocidal action when
compared to other EOQ and extmcts from other medicinal and
aromatic plants m several coumines (Kishore et al. 2001;
Gletser et al. 2011). On the other hand, the EO of L. aba,
. simensis, C. odorata, L. origanaides, and £ citviodora can
provide protection against ofer mosquitoes of medical inter-
est, other than 4. aegypti, such as O guinguefasciates and
Anapheles dirus Peyton & Hamison, 1978 (Diptem: Culici-
dag). This effiect 15 significant, because it helps in the fight
against the vector ( Amer and Meh thorn 2006b ; Jarmmilk et al.
2012, Phasomkusolsil and Soomwera 2011). To this effea,
products that offer pmiction agamst mosquito bite s hould
also be studied becmse up to now, there is no product that
commeraally equabizes N M-diethyl-m-toluammde (DEET) as
an effective mosquito repellent (lsman 2006).

As for the EOQ of T fecida, it may be the first recond
published on its action as a lanvicide against 4. aegypr.
Therefore, mformation of a new plant has been contributed,
whose EQ searves as a model of study and can beused m the
fight against the vector. Also, there is the hypothesis that its

Qﬂpri.n‘u

effect may be attributed to its major compound, methyl
chavicol, which was present in the sample at 92.1 % It 15 no
surprise that the ECQ) had an insecticidal effect, as there are
records of other species of the Taperes genus with biocidal
potential in insects such as Tagetes minuta L. and Tageres
erectes L. (Asteraceas) i 4 aegypti and 4. srephensi as
shown by Shaalan et al (2005).

E. citriodora has not been considered promising from the
insecticidal sandpoint in many studies, probably becase it
never showed low LC s, however, in this study, the LCey of
the EQ weore less than 100 ppm, which indicates that it is
promising. This is clear in several studies such a5 Amer and
Mehlhorn (2(06a), where the larvae of 4 aegypti had a
T6.7 % maortality at 50 ppm. Basically, the smdy of Amer
and Mehlhorn had LC similar to those presemted herein,
although the £ citriodora used by them was collected in
CGrermany. On the other hand, £ citriodara from India resulted
ina LC s of 1.5 % (15,000 ppm) at 60 min. For this specific
case, the difference & not explamed by the major compound,
becanse the spedes in India and in Colombia have citroneral
{Makhaik et al 2005), Thercfore, there should not be such
large differences between the LCs. In this paper, the insect-
cidal activity of the compounds was not analyzed separatehy
from the EO. Unforimately, many papers do not include a
chermical analysis of the components of the plants evaluated as
insecticides, and this makes it more difficult to understand the
differences shown between studies,

. citranis was the least effective EO according to the data
of the study, since it LCs, were the highest when compared
with the other EQ analyzed. However, compared to a
chemotype from the same country, C cirams collected m
the city of Bogota by Cindenas et al (201 3) shows that the LC
in this study are significantly lower, as Cardenas o al (2013)
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had a LCsq of 1LOT % (10,700 ppm). In addition, we do not
kmow the chemical composition of the EQ from Bogota,
because the major compounds presented are from another
paper (Bassoke et al. 2011). In the case of O citratus, it has
been extensively reseanched in various arthropods, and based
on it activity, it is considerad an effective insecticide agamst
other mosquitoes such a5 Anopheles arabiensiz Patton, 1905
([Diptera: Culicidae) in exract LC gy 74.02 ppm. Moreover, it
iz a repellent (Karunamoorthi and Ilango 2010;
Phasombasolkil and Soomaera 20115,

In the results shown in this research, the msecticidal activ-
ity of . citrares was contrary © C. flevuoses, although they
are from the same gemus. This difference 15 nomally between
ECkofplants fom the same gemus, family, orspeces, and itis
due o the fact that they contun diverse compounds that can
act on the insect in a different way, Smilarly, the compounds
can be found in different proportions, as a result of the condi-
tions of production such as harvest date, siomge time, climaie,
and 501l factors (Balkkali et al 2008)

Whenthe EQs of L abha+ L. origanoides were mixed, the
larvicidal effect was boosted. This effect was due to the
different forms of action of the components of these plants
that act on the mosquito. So far, the synergistic roles of the
wvarious ECk, in comparison with the action of one or two mam
compaonents of the oil, are not understandable, a5 reseanch is
required in order to evalate the action of the mixune, with
only components and with varmtions in accordance with the
concentrations of cach compound. This is also the case be-
cause the insccticide effiect can be modulated by the other
minar components that may be m the EC.

Fimally, and as a recommendaton of study, fow sudies
have analyzed EOs in relation to the mechanism of action.
They have been shown o have a cyiotoxic, mutagenic effect,
they are genemtors of apoptosis, and they inhibit cellular
respiration and other forms of action at the cellular level
(Bakkali et al. 2008, Rattan 2010). This action should take
the lead in creating new molecules to replace traditional
insecticides.

Conclusions

The larvae of 4 asgvpri weme susceptible to all the ECs
evaluated in this study, in particular the essential oil of
C. fMecwosus, To this effect, they can be comsidered insect-
cides, The LCs of this study were low in most cases when
compared with other studies that evaluate EQs against

A. aegypii.
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