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RESUMEN

Los productos naturales de origen vegetal con actividad biocida, se han convertido en una de
las alternativas mas viables para el control de insectos como reemplazo de los plaguicidas
sintéticos convencionales. El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto inhibidor
del aceite esencial y extractos acuoso, etandlico y etéreo del tallo y hoja de Mansoa standleyi
sobre larvas de 111y 1V instar del mosquito Culex spp. La metodologia consistio en realizar una
destilacion por arrastre de vapor del material vegetal fresco para obtener el aceite esencial y su
hidrolato, a partir del cual se realizaron las diluciones en ppm para el aceite y en porcentaje para
el hidrolato con las cuales se evalud la mortalidad larvaria, adicionalmente se determind
presencia de aliina por cromatografia de capa fina en el hidrolato a fin de determinar su
influencia en la mortalidad larvaria. Para los extractos se utiliz6 las hojas y tallo secos y molidos
de Mansoa standleyi y se aplicé la extraccion por bafio de ultrasonido obteniendo los extractos
acuosos, etanolico y etéreos a partir del cual se realizaron las diluciones en ppm y se determiné
la inhibicion del crecimiento de pupa, adicionalmente se realizO una determinacion de
polifenoles en los extractos. La fase experimental consistio en colocar 10 larvas de Culex spp.
en tubos de ensayo que contenian 20 mL de agua y se aplico 1 mL del preparado vegetal. Para
el aceite e hidrolato las lecturas de mortalidad se llevaron a cabo luego de 24, 48 y 72 horas y
se calculd la dosis letal DL50 y la DL90 mediante el método de analisis Probit. El aceite esencial
de la hoja a 649 ppm mostro actividad larvicida a las 24 horas mientras que el tallo a 478 y 400
ppm. El hidrolato al 50 y 30% de concentracion de hoja y tallo mostraron 100% de efectividad
después de las 36 horas. El extracto acuoso mostro una reduccién de desarrollo de pupa de 7
dias, mientras que el etandlico y etéreo provocaron un alargamiento del tiempo de vida de la
larva en més de 20 dias. Los diez tratamientos evaluados muestran control sobre las larvas en el
tercer y cuarto estadio de Culex spp. En condiciones de laboratorio el aceite esencial de tallo
muestra mayores niveles de control con una mortalidad del 100% en el 86% de las disoluciones,
el aceite esencial de hoja mostro un 100% de efectividad solo en el 40% de las disoluciones; el
hidrolato de tallo muestra mayores niveles de control con una mortalidad del 100% en el 80%
de las disoluciones, el aceite esencial de hoja mostro un 100% de efectividad solo en el 60% de
las disoluciones. Se observd inhibicion de la larva tanto para el aceite esencial como para el
hidrolato; los extractos etanolicos y etéreos inhiben el crecimiento normal de las larvas de
mosquito, prolongando su ciclo de vida.

PALABRAS CLAVES: Mansoa standleyi, Culex spp., aceite esencial, bafio de ultrasonido,
dosis letal, hidrolato, extractos polifenoles, aliina.



ABSTRACT

Natural products of vegetable origin with biocidal activity have become one of the most viable
alternatives for the control of insects as a replacement for conventional synthetic pesticides. The
objective of the present investigation was to evaluate the inhibitory effect of the essential oil
and aqueous, ethanolic and ethereal extracts of the stem and leaf of Mansoa standleyi on larvae
of 1l and 1V instar of the Culex spp mosquito. The methodology consisted of conducting steam
distillation of the fresh plant material to obtain the essential oil and its hydrolate, from which
dilutions were made in ppm for the oil and in percentage for the hydrolate with which the
mortality was evaluated. larvae, additionally presence of alliin was determined by thin layer
chromatography in the hydrolate to determine its influence on larval mortality. For the extracts,
the dry and ground leaves and stems of Mansoa standleyi were used and the ultrasound bath
extraction was applied, obtaining the aqueous, ethanolic and ethereal extracts from which the
dilutions were made in ppm and the growth inhibition was determined. pupa, additionally a
determination of polyphenols was made in the extracts. The experimental phase consisted of
placing 10 larvae of Culex spp. in test tubes containing 20 mL of water and 1 mL of the vegetable
preparation was applied. For the oil and hydrolate the mortality readings were carried out after
24, 48 and 72 hours and the lethal dose DL50 and DL90 were calculated by means of the Probit
analysis method. The essential oil of the leaf at 649 ppm showed larvicidal activity at 24 hours
while the stem at 478 and 400 ppm. Hydrolate at 50 and 30% concentration of leaf and stem
showed 100% effectiveness after 36 hours. The aqueous extract showed a pupal development
reduction of 7 days, while ethanolic and ethereal caused a lengthening of the larval life time in
more than 20 days. The ten treatments evaluated show control over the larvae in the third and
fourth stages of Culex spp. In laboratory conditions the stem essential oil shows higher levels of
control with 100% mortality in 86% of the solutions, the leaf essential oil showed a 100%
effectiveness only in 40% of the solutions; the stem hydrolate shows higher levels of control
with a 100% mortality in 80% of the solutions, the essential leaf oil showed a 100%
effectiveness only in 60% of the solutions. Larval inhibition was observed for both essential oil
and the hydrolate; the ethanol and ethereal extracts inhibit the normal growth of the mosquito
larvae, prolonging its life cycle.

KEY WORDS: Mansoa standleyi, Culex spp., essential oil, ultrasound bath, lethal dose,
hydrolate, polyphenol extracts, alliin.
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CAPITULO |

1.1. Introduccion

Los aceites esenciales, poseen un gran valor y son utilizados como materia prima, en
industrias como la cosmética para elaborar perfumes, en fitoterapia para los aromas y en la
industria culinaria para la elaboracién de especies. Todo esto ha despertado interés en las
diferentes areas cientificas, llegando a centrar el estudio en las propiedades de las plantas,
asi como los efectos producidos por sus metabolitos secundarios (Condori et al., 2013).
Diversos estudios han logrado analizar la efectividad de aceites esenciales obtenidos de
especies aromaticas tales como Piper auritum, Piper aduncum, Pimenta racemosa y
Dysphania ambrosioides han demostrado efecto larvicida contra Aedes aegypti (Leyva et
al., 2009). Estudios realizados sobre géneros de Bignoneaceas como Adenocalymma
alliacium, Petiveria alliacea (Zoghbi et al., 2002); Pseudocalymma alliaceum (Tomaés et al.,
2014) y en la Mansoa alliacea (Ruiz et al., 2011), demostraron efecto larvicida en géneros
de la familia de las Dipteras. La familia Culicidae ha ganado gran importancia en virtud de
que las hembras son vectores de las enfermedades metaxénicas, las que son prevalentes en
zonas tropicales y subtropicales, asi como también en lugares con problemas de acceso al
agua potable y al saneamiento (Organizacién Mundial de la Salud, OMS, 2017). Entre las
enfermedades de mayor importancia a nivel mundial encontramos: Fiebre amarilla, dengue,
virus del Nilo, virus de San Luis, chikungunya, zika y paludismo. (Organizacion Mundial de
la Salud, OMS, 2017); la presencia de enfermedades metaxénicas representan una regresion
en el desarrollo de un pais, por lo que es necesario desarrollar nuevas técnicas efectivas para

el control de vectores.

Hasta el momento el control de vectores se realiza con el uso de plaguicidas quimicos, su
uso indiscriminado genera diferentes impactos como los altos costos de produccion, la
resistencia que presentan los vectores y principalmente el alargamiento del efecto residual
en el ambiente, asi como la afectacion a la salud humana. En la Gaceta Epidemiologica 20
del Ministerio de Salud del Ecuador se reportan 146 casos de intoxicacion por plaguicidas.
(Gaceta Epidemioldgica, SIVE Alerta, 2018). Una alternativa adelantadora para el control
de vectores se basa en el uso de insecticidas de origen botanicos debido a su efectividad, su

bajo efecto residual en el ambiente y facil degradacion; la mayoria de estos insecticidas basan



su efecto en las propiedades de los aceites esenciales obtenidos de plantas, (Conti et al.,
2010). La potencialidad de los aceites esenciales utilizados como larvicidas varia segin la
especie vegetal, entre los componentes mas relevantes de Mansoa standleyi tenemos:
ligninas, terpenos, alcoholes, aldehidos, polifenoles, disulfuro de alilo, aliina, alicina o
sulfuro de dialilo los que son considerados como responsables de su actividad insecticida
(Leyva et al., 2009; Karr & Cotas 1998; Araujo et al., 2003).

En base a lo expuesto, el presente estudio pretende dar una respuesta amigable a una
problemaética local al analizar su capacidad de inhibicion larvaria en individuos de la Familia
Culicidae que se conoce son vectores de enfermedades de importancia humana como es el

Culex spp.
1.2. Problema cientifico

En la provincia de Pastaza, ciudad de Puyo, no se han realizado estudios que demuestren
como inciden los derivados de Mansoa standleyi en la inhibicion de larvas de Culex spp. y

que sirvan como alternativa natural para su control
1.3. Hipotesis de la investigacion

Es posible lograr un nivel de inhibicion de larvas de Culex spp. si se logra caracterizar el
efecto larvicida de los derivados de Mansoa standleyi en dosificaciones que no sobrepasen
las 600 ppm frente a tiempos de exposicidn inferiores a las 72 horas.

1.4, Objetivo general

Determinar el efecto larvicida de los derivados de Mansoa standleyi sobre las larvas de

mosquito del género Culex spp.

1.5. Objetivos especificos

e Determinar el efecto larvicida del aceite esencial e hidrolato de Mansoa standleyi
frente a larvas de Culex spp.

e Determinar la inhibicion del desarrollo de pupas de Culex spp. por parte de extractos
acuosos, etanolicos y etéreos de Mansoa standleyi.

e Determinar en la fase del destilado la presencia del metabolito aliina.

e Determinar en los extractos evaluados el contenido de polifenoles totales.



CAPITULO II

REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Plantas medicinales

Las plantas medicinales contienen principios activos que ejercen una accion farmacoldgica
beneficiosa o perjudicial sobre el organismo del hombre, es basicamente utilizada como
principio activo en medicamentos para palear la enfermedad o los sintomas de la misma.
(Castro et al., 2013) Las plantas aromaticas son aquellas de donde se extraen los aceites
esenciales y aromas de sus partes constituyentes los mismos que son utilizados por la
industria farmacéutica, cosmética y culinaria (MIA et al., 2001). Duke ( 1989) compil6 una
lista de las 250 especies de plantas medicinales mas importantes del mundo, de las cuales la
mitad corresponde a plantas tropicales, esta lista incluye a plantas silvestres o cultivadas de
la region, las que se mencionan a continuacion: Ananas camosus, Banisteriopsis capi,
Brumfelsia sp. Camelia sinensis, Cannabis sativa, Carica papaya, Catharanthus roseus,
Cephaelis ipecahuana, Chenopodium ambrosoides, Chondodendron tomentosum, Cinchona
Cissampelus pareira, Citrus spp., Copaifera sp., Cotalaria sessiliflora, Curcuma longa,
Datura stramonium, Digitalis spp., Erythroxylum coca, Jatropha curcas, Melissa officinalis,
Momordica charantea, Mucuna pruriens, Musa sp., Myroxylon balsamum, Nicotiana
tabacum, Papaver somniferum, Passiflora spp., Paullinia cupana, Physalis spp., Pilocarpus
spp., Plantago spp., Quassia amara, Rauvolfia spp., Ricinus conmunis, Ruta graveolens,
Smilax spp., Strychnos spp., Tabebuia spp., Tecoma stands, Theobroma cacao, Zea mays y
Zingiber oficinales. En Ecuador, Rios et al., (2007) registra especies utilizadas como
medicinales que incuyen Artocarpus altilis, Brosimum utile, Brunfelsia chiricaspi, Carica
papaya, Citrus lemon, Columnea nariniana, Cordia nodosa, Costus sp., Croton lechleri.
Cymbopogon citratus, Cyperus luzulae, Erythroxylum sp., Fimbristylis littoralis, Grias
neuberthii, Guadua angustifolia,, Heisteria acuminatta, Illex guayusa, Inga edulis var.
edulis, Jacaranda glabra, Mansoa alliacea, Maranta amazonica, Maytenus krukovii,
Melissa officinalis, Mentha sp., Nicotiana tabacum, Ocimum basilicum, Plantago major,
Potalia amara, Psidium guajava, Sambucus nigra, Scoparia dulcis, Smilax sp.,

Stachytarpheta cayennensis, Tabernaemontana sanano, Verbena officinalis, y Witheringia



solanacea. Abril R. et al., (2016) pudo determinar en su estudio que un total de 34 familiay
52 especies de plantas medicinales que son utilizadas por las familias encuestada en Pastaza,
Mera Santa Clara y el uso de las mismas variaba dependiendo del lugar en que se realizo la

encuesta.
2.2 Familia bignoniacea

Esta familia se caracteriza por ser maderera principalmente, aunque también es utilizada
como ornamental, por estudios realizados se conoce que existe 100 géneros y unas 800
especies, las mismas que son de distribucion tropical y subtropical (Rzedowski, 1993) Este
género se caracteriza por ser muy aromaticas con un sabor a ajo caracteristico el mismo que
le sirve para defenderse de los depredadores; este olor es debido a la presencia de compuestos
como alilidisulfoxido, aliina, alicina y sulfuro de dialilo ente los mas caracteristicos. (Zoghbi
et al., 1984; Lopez, 2010) Entre las 11 especies mas estudiadas se encuentra M. alliacea
(Lam)A.H. Gentry, M. angustidens (DC) Bureau & K. Schum., M difficilis (Cham) Bureau
& K. Schum., M. glazoivii Bureauu & K Schum., M. hirsuta DC., M. hymenacea (DC) A.H.
Gentry, M. lanceolata (DC.) A.H. Gentry, M. onohualcoides A. H. Gentry, M. parviflora
(A. H. Gentry) A.H.Gentry, M. sandleyi (Steyerm) A.H. Gentry y M.vurrucifera (Schltdl)
A.H. Gentry. (Lohmann, 2007).

2.2.1. Taxonomia y habitat

El género Mansoa abunda en clima seco y humedo de Brasil y desde Argentina hasta el sur
de México (Lohmann, 2007). En la Figura 1 podemos observar la distribucion a nivel

mundial de la Familia Bignoniacea.

De acuerdo a Revilla (2001) la Mansoa alliacea crece en suelo sélido, que no esté cerca de
cuerpos de agua, en areas ocultas de poca vegetacion y en bosques primarios. No es comun
que crezcan en areas inundadas o en areas abiertas. Generalmente crecen en areas tropicales
con lluvia de 1800 — 3500 mm/por afio a temperaturas que se encuentran entre los 20 a 30°C.
La Mansoa hymenaea es una planta nativa del Brasil y del Pert (Thetburanatham, 1987) de

acuerdo a Chirunthorn et al., (2005) también crece en algunas partes de Tailandia.

Mansoa standleyi (sin6nimo Pseudocalymma standleyi Steyerm, Pachyptera standleyi
(Steyerm) A.H. Gentry) se encuentra presente en las municipalidades de Pard, y es conocida
por su nombre comun de ajo de monte. La Mansoa standleyi es cultivada en los jardines y

en lugares donde abundan el bosque secundario. (Zoghbi et al., 2009)



Es un bejuco con un fuerte olor a ajo, de un gran valor ethomedicinal, cuyos hombres méas
comunes son hosmeca, hierba ajo, ajo sacha, ajo de monte, bejuco de ajo y boens (Tang,
2007; Gentry A.H. 1992). Es una especie que se distribuye en América Tropical, en zonas
con un rango de precipitacion de 1800 a 3500 mm/afio y temperaturas entre los 20 a 26°C,

en suelos de tipo arcillosos con abundante materia orgénica. (Stevens, 2001)

Figura 1 Distribucion de las Bignonidceas

Fuente: Plantas Vasculares, S. (2013).

2.2.2. Usos tradicionales
Mansoa alliacea: las hojas secas son utilizadas en infusion en Surinan para tratar la fiebrey

los dolores reumaticos (Hasrat et al., 1997) El uso de las hojas secas en Peru incluye el
tratamiento para la tos y laneumonia, en la malaria y como insecticida y como antireumatico
(Desmarchelier et al., 1997; Pérez 2002; Arana, 2005; Itokawa et al., 1992).

Mansoa hymenaea: En Sudafrica la utilizan tradicionalmente para tratar la artritis
reumatoidea y como relajante musculas (Luna, 1984).En Tailandia es utilizada como una
planta ornamental porque suele dar flores de color violeta que son consideradas muy

atractivas (Chirunthorn et al., 2005)

Mansoa hirsuta: Segun estudios llevados a cabo por Chaves & Reinhard (2003); Agra et al
(2007 y 2008) reportan que la planta es utilizada como antiflngica, antihipertensiva,

diuretica y antitumoral y también para el tratamiento de la diabetes.

Mansoa standleyi: En el norte de Brasil es utilizada como una planta ornamental.La
decoccion de las hojas son utilizadas para lavados externos y para tratar la fatiga y dolores
del lumbago en la Guyanas (Guayana, Surinam y Guyana Francesa) en las Guyanas

Francesas utilizan el macerado de las hojas como un insecticida contra las hormigas (Atta



sp.) en Ecuador los Waorani lo utilizan stems y hojas para tratar la artritis, fiebre y dolores
musculares mientras que en Colombia utilizan las hojas para las fiebres y dolores de cabeza
(Defilipps et al., 2007)

Posee atributos muy semejantes a los del ajo (Allium sativum L.) como el aroma y el sabor,
ademas de las sustancias quimicas que presentan propiedades anticancerigenas, antilipidica,
antihistaminicas y antitrombdticas (Moraes, 2008). En Brasil es cultivada por las

poblaciones tradicionales como condimentos o para usos medicinales.

Trindade et al., (2008) indica que las hojas constan de compuestos activos triterpénicos,

flavonoides, naftoquinonas, aminoacidos y sulfatos.

2.2.3. Descripcion botanica

Tabla 1 Descripcidn botanica de Mansoa standleyi

REINO Plantae

DIVISION Magnoliophyta

CLASE Magnoliopsida

ORDEN Lamiales

FAMILIA Bignoniaceae

GENERO Mansoa

NOMBRES COMUNES M. sandleyi (Steyerm) A.H. Gentry

SINONIMOS Pseudocalymma standley Steyerm
Pachyptera standley (Steyerm) A.H. Gentry (Pérez,
2002)

Fuente: Suarez (2015)



Figura 2 Aspecto morfoldgico de las flores de Mansoa standleyi (Steyerm.) A. H. Gentry

Fuente: Jardim & Lépez (2008)

En la tabla 1 se puede apreciar la descripcion boténica de la especie. Poseen una zona
interangular  glandular; que presentan  pseudoestipulas ovaladas de casi
de 5 mm; los foliculos son opuestos, a veces en forma eliptica u ovalados con 17 x 7,5 cm,
pudiendo el &pice ser obtuso a obtuso acuminado. La base puede ser aguda o redondeada
obtusa ya veces desigual, los margenes pueden ser crenados u ondulados. La superficie
superior es glabra, con la venia del tipo penninervia. El peciolo tiene alrededor de 1,5 x 2
cm. Las flores son andrdginas pediculadas dispuestas en racimos axilares; los pedicelos
poseen cerca de 7-10 mm, las gabitas probablemente provengan del tallo, con una dimension
aproximada de 21 cm. (Figura 2). El céliz es simple gamo, con una media de 5-8 mm, la
corola es gamopétala, membranacea, productora de néctar, accion omorfica con coloracion
violeta y aspecto infundibuliforme y poseen cerca de 7,5-9 cm. Los I6bulos son redondeados,
los estambres son en numero de cuatro y un estaminodio son homodinamicos; sus filos estan
soldados en la mitad inferior, a veces presentando un pistilo no fértil. El pedicelo de la flor
mide 0,5 mm; el estilete tiene 1,8 mm de longitud; el ovario es super, rudimentario y
cilindrico con 0,2 x 0,4 mm, bilocular con cerca de cuatro dvulos y se distribuyen a los pares
en los l6culos. El disco nectario es redondeado y el fruto es del tipo alargado lineal (Andrade
& da Costa, 2012).



2.2.4, Composicion guimica del aceite de Mansoa

standleyi
Maria das G.B. Zoghbi et al., 2014 determin0 la presencia de diallil sulfuro, metil allil

disulfuro, 1-octeno-3-ol, 3 octanona, di allil propil disulfuro, diallil disulfuro, cis-diproponil
disulfuro, trans- diporponil disulfuro, allil methil trisulfuro, 3-vinil-1,2 diti-5 n, metil
salicilato, 3-vinil-1,2-diti-4 n, propenil propil trisulfuro, diallil trisulfuro, diallil tetrasulfuro;

la composicion de la hoja y del tallo se puede observar en la tabla 2.

Tabla 2 Componentes identificados en aceites de varias partes de M. standleyi

Aceite de la
Componentes Aceite | Aceite | Aceite | Aceite de |Aceitede | pulpa del
de Hoja | de tallo | de Raiz | zarcillo semilla fruto
sulfuro de diallilo 0,9 0,8 0,1 0,8 0,3 0,5
metil allil disulfuro 0,7 0,4 1,1 0,4 0,6 0,3
1-octeno-3-ol 3,5 0,1 4 0,4 - -
diallil propil disulfuro 0,2 0,3 0,3 0,1 0,2 -
diallil disulfuro 60,2 60,2 51,1 55,9 78,1 70,2
cis-dipropenil disulfuro 0,4 0,1 0,3 0,1 0,1 -
trans-dipropenil disulfuro 0,3 - 0,1 0,3 - -
3-vinil-1,2-diti-5-n 0,3 0,1 0,1 1,2 0,2 0,4
metil salicilato 0,1 - - 0,1 - -
3-vinil-1,2-diti-4-n 1,2 1,1 1,2 1,4 0,6 0,8
propenil propil tridisulfuro 0,2 - 0,1 - - -
diallil trisulfuro 29,7 29,8 34,5 32,7 14,8 24,2
diallil tetrasulfuro 4,2 4,3 2,7 3,6 1,7 2,1

2.2.5.

Fuente: Zoghbi et al., (2014)

Aliina o sulfoxido de s-alil-cisteina (aminoacido

azufrado)
La aliina es una sustancia inodora e inestable, a bajas temperaturas se mantiene inalterable,

mientras que la planta o bulbo que la contenga si es machacado o triturado, se transforma en
alicina y otros compuestos azufrados (tiosulfinatos), por la accion de la enzima alinasa; esta
actividad se la puede observar en la Figura 3. Estos ultimos son muy inestables y se
transforman con extrema rapidez en otros compuestos 6rgano sulfurados: sulfuro de dialilo,
disulfuro de dialilo (mayoritario en la esencia de ajo), trisulfuro de dialilo y ajoenos, todos
ellos solubles en medio oleoso. Se considera que 1 mg de aliina equivale a 0,45 mg de alicina
(Luengo 2007).



La alicina es muy reactiva y produce derivados quimicos como los ajoenos y las ditiinas
(Santoyo, 2004)
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Figura 3 Descomposicion de la alicina en ajoenos

Fuente: Santoyo (2004)

2.2.6. Alicina

La alicina cuya formula molecular es CeH100S. y su peso molecular de 162.27 g/mol, es un
liquido de color amarillo con una densidad de 1,112 g/ml e indice de refraccion de 1,561 a
20°C; posee un pH cercano a 6,5, y es soluble en agua, en alcohol, éter y benceno. Es muy
inestable en alcali caliente, pero muy estable en acidos (Lépez, 2007).

Las hojas y flores contienen esteroides de accién antiinflamatoria y antibacteriana, beta-
sitosterol, estigmasteriol, ducosterol y fucosterol (Technical Data Report, 2006). También
estan presentes otras sustancias quimicas como los carbohidratos, proteinas, alcaloides,
falvonas, saponinas, naftoquinonas derivadas del Lapachol, vitamina C, E y minerales como

el Selenio y el Cromo. (Calero, 2012)

2.2.7. Actividad bioldgica de los compuestos azufrados
Aliina: Hipotensora, hipoglucemiante

Ajooeno: Previene la formacion de coagulos y ayuda a disolverlos. Antinflamatorio,
vasodilatador, hipotensor y antibiotico.

Alicina y tiosulfinatos: Antibiotica, antifingica, antiviral.

Alil  mercaptano: Hipocolesterolemiante, previene la arterosclerosis, antitumoral,
antidiabética e hipotensora.

Sulfuro dialilo y afines: Hipocolesterolemiante, aumento de la produccion de enzimas
desintoxicantes, anticancerigeno y previene dafios quimicos del DNA.

S-alil-cisteina y compuestos al ¥-glutamico: Hipocolesterolemiante, antioxidante, quimio
protectora contra el cancer. Favorece la accion desintoxicante del higado frente a sustancias

quimicas. (Garcia et al., 2000)



2.3. Extraccion de componentes bioactivos

La extraccion de componente bioactivos de las plantas es un proceso que se utiliza desde la
antigiiedad y que ahora es aprovechada en las industrias farmacéutica, cosmética y de
alimentos. Los métodos tradicionales tales como la extraccion con disolventes como la
maceracion, obtencion de aceite esencial por destilacion con arrastre de vapor la que se
puede realizar con alta presion hidrostatica elevada y a contracorriente (Corrales et al., 2009;
Loginova et al., 2011) las mismas se caracterizan por el empleo de gran cantidad del
solvente, actualmente se aplican nuevos métodos de extraccion como la extraccion asistida
por ultrasonido, la extraccion con fluidos supercriticos y la extraccion acelerada con
microondas.( (Belova et al., 2009; Reverchon & De Marco, 2006; Chan et al., 2011)

2.3.1. Maceracion
En este proceso de extraccion influyen aspectos tales como naturaleza de la planta, tamafio

de la particula, humedad y las caracteristicas del solvente utilizado para la extraccion.
Existen dos tipos de extraccion la estatica y la dindmica; en la estatica se deja en reposo el
material en estudio por un periodo determinado de tiempo mientras que en la dindmica se

somete a movimientos constantes. (Sharapin, 2000)

2.3.2. Destilacion por arrastre de vapor
Es un método utilizado para separar sustancias organicas que se encuentran presentes en las

plantas aromaticas y cuyas moléculas son volatiles, se aplica el punto de ebullicion alto y la
presion de vapor baja. Generalmente esta técnica es empleada para extraer la mayoria de los
aceites esenciales, en la misma se obtiene una mezcla de dos liquidos que no son solubles
entre si y consiste en una vaporizacion a una temperatura que es menor a la de ebullicion de
cada uno de sus componentes volatiles por efecto de una corriente directa de agua fria, la
misma que ejerce doble funcion la de ingresar al sistema para calentar la mezcla hasta su
punto de ebullicion y a la vez proporciona tension de capor al de los compuestos volatiles
del aceite esencial; los vapores una vez que salen atraviesan por la cAmara extractora y se
enfrian en el condesador de vapor donde vuelven a adquiri su fase liquida, los dos productos
que se obtienen el agua y el aceite luego son separados en un embudo de decantacion
(Bandoni, 2000).
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2.3.3. Cromatografia de capa fina
Se basa en el reparto de dos sustancias en donde la fase estacionaria es un sélido adsorbente

(silica gel) y la fase maovil es inerte con la estacionaria de tal manera que Is moléculas fluyen
por capilaridad. (Suarez, 2015) La relacién entre la distancia recorrida por el compuesto de
analisis y el disolvente desde el origen del cromatograma se lo conoce como factor de
retencion; hay que recalcar que cada compuesto tiene un valor constante lo que permite

identificarlo a través de la bibliografia.

2.3.4. Extraccion asistida por ultrasonido
El ultrasonido (US) se basa en el fenémeno de la cavitacion que se da por la formacion,

crecimiento y colapso de burbujas de vapor o gas debido a la accion del campo ultrasonoro
dentro de un liquido. El tiempo de vida de la burbujas es de unos microsegundos, su
implosion violenta genera, de manera localizada y transitoria (Arora et al., 2004;
Ashokkumar et al., 2007) Las particulas sélidas y liquidas del medio vibran y se aceleran
ante la accién ultrasonica, como resultado, el soluto pasa rapidamente de la fase solida al
disolvente. El uso en la extraccion de productos naturales se debe a la propagacién de la
onda de presién ultrasonica a través del disolvente, lo que genera la cavitacién, asi como
efectos térmicos y mecanicos, esto mejora la eficacia de la extraccion. Debido al espacio
limitado en el envase gque lo contiene, la mayoria de las burbujas que se forman colapsan de
forma asimétrica lo que genera intensas turbulencias y un aumento de circulacion de la
corriente liquida. La cavitacién también erosiona la superficie del material vegetal y provoca
la ruptura de las particulas en la superficie erosionada.( Vinator et al., 2001)

Para lograr una mayor extraccion de los metabolitos secundarios de una especie vegetal se
debe utilizar una cantidad de energia ultrasonica que favorezca este proceso. Por ello la
frecuencia, el tiempo y la intensidad de la radiacion ultrasénica son parametros que siempre
deben ser evaluados en cada estudio de extraccidn. (Zalua et al.,2014). Para la extraccion
de principios activos asistida por ultrasonido, se emplean temperaturas inferiores a los
métodos tradicionales. Es asi como para la extraccion de acido tartarico y méalico de semillas
de uva se ha realizado en el intervalo de 25 a 50°C (Palma & Barroso, 2002) Las propiedades
quimicas del disolvente, su concentracion y la relacion soluto-disolvente, que normalmente
es conocida en productos naturales como una relacién droga-menstruo, son aspectos
esenciales para lograr una extraccion eficiente. En general, la intensidad de la cavitacion es
mejor y aumenta cuando se utilizan disolventes de baja tension superficial, presion de vapor
y viscosidad (Slater et al., 2010; Azuola & Vargas, 2007; Wu et al., 2010)
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2.4, Aceites esenciales

Los aceites esenciales, también conocidos como esencias, aceites volatiles, aceites etéricos
0 aetheroleum, son productos naturales formados por varios compuestos volatiles (Sangwan
et al., 2001). Segun la Organizacion Internacional Normativa de Aceites Esenciales (ISO
9235 2013) definen como aceite esencial al producto obtenido a partir de materia prima
vegetal por hidrodestilacion, destilacion a vapor o destilacion seca 0 por un proceso
mecanico para la obtencion de un producto. Los aceites esenciales son los productos que
resultan del metabolismo de las plantas aromaticas, desde el punto de vista fisiologico actian
como reguladores del agua en la planta lo que evita la deshidratacién de la misma; esto
explicaria la variacion en la concentracion de los aceites durante un ciclo fenoldgico; se
caracterizan principalmente por ser sustancias de origen natural y que poseen un olor
caracteristico ademas de ser muy volatiles (Pala P. et al., 2001). Los aceites esenciales estan
formados por una mezcla de al menos 20 a 60 compuestos entre los que encontramos a los
alcoholes, esteres, aldehidos, fenoles, cetonas, hidrocarburos y &cidos (Bruneton, 2001). Los
aceites esenciales difieren de los aceites fijos 0 aceites grasos, tanto en propiedades quimicas
como fisicas. Los aceites grasos contienen glicéridos de acidos grasos y dejan una mancha
permanente en el papel de filtro, mientras que los aceites esenciales contienen compuestos
volatiles y desaparecen rapidamente sin dejar ninguna mancha. (Trampe y Morales, 2017)
Basandose en su origen biosintético los metabolitos secundarios pueden ser divididos en tres
grandes grupos como son los flavonoides y compuestos polifenolicos; los terpenoides y
alcaloides dentro de los cuales encontramos a los compuestos nitrogenados y sulfurados.
(Rodriguez, 2010). De acuerdo a la definicion anterior esto suele excluir otros productos
tales como aromaticos/volatiles obtenidos por diferentes técnicas como la extracciéon con
disolventes, extraccion de fluidos supercriticos y extraccion asistida por microondas. Los
flavonoides poseen una estructura quimica de dos o mas anillos aromaticos, cada uno con
uno o mas grupos hidroxilos ligados por un puente de carbono y entre ellos podemos
encontrar a las flavonas, flavonoides, isoflavonas (Han et al., 2007). Los polifenoles son los
metabolitos secundarios producidos por las plantas en respuesta a la radiacion UV, al ataque
de insectos y organismos patdgenos, asi como para atraer polinizadores (Manach et al.,
2004). Los tiosulfinatos son compuestos organosulfurados y consisten en dos atomos de
azufre ligados a una molécula de oxigeno, son compuestos altamente reactivos y se
transforman en sustancias derivadas de la degradacion (Benkeblia & Lanzotti, 2007). El ajo,

la cebolla y otros vegetales de la especie Allium son fuentes ricas en tiosulfinatos. Diversos
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estudios llevados a cabo con estos vegetales han demostrado sus diversos efectos
antimicrobianos, farmacolo6gicos, antioxidante, antitumoral, antifungico, antiviral vy

antiasmatico (Lanzotti, 2006)

2.4.1. Principales usos de los aceites esenciales
La eficacia de los aceites esenciales y sus constituyentes varia segun el perfil fitoquimico

del extracto vegetal y el objetivo entomoldgico. La gran mayoria suelen reportar respuesta
en insecto blanco, ejerciendo efectos insecticidas o reduccion e interrupcion en el
crecimiento de los insectos en varias etapas de la vida, la mayoria de los estudios
relacionados muestra efectos inmediatos (toxicidad aguda o repelencia) de los aceites
esenciales sobre un nimero de artropodos, frecuentemente sobre la base de ensayos que
duran menos de 48 h. (Trampe y Morales, 2017). Como ejemplo de las plantas y partes
utilizadas se pueden mencionar los estudios realizados por Liang et al., (2017) con la
Artemisa dubia la parte utilizada las flores como insecticida natural contra el Tribolium
casteneum y Liposcelis bostrychophila. Guo en el 2017 realizé un estudio en la Juniperus
formosana la parte utilizada las hojas como insecticida y repelente contra Tribolium
casteneum y Liposcelis bostrychophila; también hay estudios de Feitosa-Alcantara (2017)
en donde utilizo las hojas de la H. pectinata con la posibilidad de uso como nuevo insecticida
contra la Atta texdens y rubropilosa Forel. Tabari M.A. (2017) determind la capacidad de
control de plagas del fruto Allium sativum; Tabari M.A. (2017) también realiz6 un estudio
sobre la capacidad repelente de mosquitos y larvicida de la Pelargonium roseum utilizando
las hojas frescas contra el Culex pipiens; Oliveira B.M (2017) realizé un estudio de la
capacidad insecticida de las hojas de la Aristolochia trilobata contra el Atta texdens y
Acromyrmex balzani esto por mencionar unos pocos estudios que se han realizado con
aceites esenciales. Una de las grandes desventajas de los aceites esenciales, s que en su gran
mayoria se desconoce su modo de accion, existe una gran cantidad de bioensayos realizados
que ayudan a conocer en qué etapa del insecto que es utilizando como blanco objeto de
estudio y los mismos suelen tener efectos, pero se desconoce su forma de accion (Liao et al.,
2016)

2.4.2. Forma de accion de los aceites esenciales
Los aceites esenciales suelen penetrar combinados y aumentar la biodisponibilidad. La

mayor propiedad relacionada es que disrumpe la bicapa lipidica de las células. Algunos

tienen forma de accién especificos que los convierten en buenos sinergistas, los derivados
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semisintéticos tienen un factor sinérgico de dos a seis veces cuando se combinan con
Insecticidas botanicos (Belzile et al., 2000), pero las piperamidas tienen un notable factor de
sinergia de 11 cuando se combinan con piretrina tienen profundos efectos sobre el
transcriptoma del citocromo P450 (Jensen et al., 2006). Los monoterpenos aciclicos o
monociclicos son moléculas volatiles pequefias, por lo tanto, estdn implicados en la
transmision de sefiales aerotransportadas desde las plantas hasta los insectos (Lichtenthaler
HK. 1999). Priestley et al., (2003) en su estudio demostrd que varios monoterpenos son
neurotoxicos para los insectos. Algunos receptores descritos son las neuronas GABA-gated
y GABA asociados a canales de cloro, los cuales suelen alterar la sinapsis de GABA Un
ejemplo de esto es el eugenol actla a través del sistema octopaminérgico activando
receptores para la octopamina, que es un neuromodulador (Enan E.E., 2005). Algunos otros
monoterpenos actlan sobre la acetilcolinesterasa inhibiéndola, perturbando asi mas
eficazmente la actividad celular y los procesos bioldgicos de los insectos. (Millsetal et al.,
2016).

2.5. Radicales libres y estress oxidativo

De acuerdo a Atrous et al., (2015) y Starlin & Gopalakrishnan (2013) los radicales libres
son atomos, moléculas o iones con electrones desapareados los cuales con muy inestables y
tienen la capacidad de reaccionar con otras moléculas. Derivan de tres elementos basicos
como Oxigenos, nitrégenos y azufre, creando de esta manera especies reactivas de oxigeno
conocidas como ROS; especies reactivas de nitrogenos conocidas como RNS y especies
reactivas de azufre RSS. Carocho & Ferreira (2013) y El-Bahr (2013); realizaron una
descripcidon de la composicion de ROS e indican que estos incluyen los radicales libres como
el anién superdxido (O2), radical superhidréxido (HO.), radical hidroxilo (OH) el radical de
oxido nitrico (NO), el peroxido de hidroégeno(H20.); el oxigeno molecular (O2), &cido
hipocloroso (HOCI) y peroxinitrito (ONOO). Los RNS en cambio derivan de NO por
reaccion con Oz y la formacion de ONOO-. Los RSS se forman facilmente a partir de la

reaccion de ROS con los tioles.
2.6. Polifenoles

En la naturaleza existen muchos compuestos que presenta una estructura molecular la misma
que se caracteriza por la presencia de anillos fendlicos; estos compuestos se llaman
polifenoles y se originan en las plantas las mismas que sintetizan una gran cantidad como

parte de sus metabolismos secundario. Algunos polifenoles son parte de las funciones
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fisioldgicas de las plantas; otros los utilizan como un mecanismo de defensa. (Quifiones &
Aleixandre 2012) Los principales grupos de polifenoles son: acidos fenolicos (derivados del
acido hidroxibenzoico o del &cido hidroxicindmico) estilbenos, lignanos, alcoholes fenolicos
y flavonoides. (Quifiones & Aleixandre 2012) El proceso de biosintesis de los polifenoles
como producto del metabolismo secundario de la planta tiene lugar a través de dos rutas
primarias: la del acido shiquimico y la de los poliacetatos (Bravo, L 1998). La ruta del &cido
shiquimico depende de la luz. La condensacion de dos productos fotosintéticos como la
eritros-4fosfato (que se origina en la via de las pentosas fosfato) y el fosfoenolpiruvato
(originario de la glucalisis) se inicia en los plastos; luego de las modificaciones se obtiene
el &cido shiquimico del que derivan algunos fenoles. (Quifiones & Aleixandre 2012). La via
del acido siquimico continua con la adhesion de una segunda molécula de fosfoenolpiruvato
lo que da lugar a la fenilalanina, el cual es un aminoacido esencial propio del metabolismo
primario de las plantas. La fenilalanina forma parte del metabolismo secundario por accion
de la enzima fenilalanina amonioliasa, la que cataliza la accion de la enzima fenilalanina
amonioliasa, que cataliza la eliminacion de un grupo amonio, transformando la fenilalanina
en el &cido trans-cinamico. Posteriormente este acido se transforma en acido r-cumarico por
que se incorpora un grupo hidroxilo a nivel del anillo aromaético. La coenzima A(CoA) la
CoA-ligasa, transforma el acido p-cumaérinico en p-cumaroilCoA, que es conocido como un
precursor activo de la mayoria de fenoles de origen vegetal. (Quifiones & Aleixandre 2012)
La ruta de los poliacetatos comienza a partir de una molécula inicial de acetilCoA y luego
de una serie de condensaciones se originan los poliacetatos. Luego de una reduccién de los
poliacetatos se forman los &cidos grasos y por ciclacion posterior se forma una gran variedad
de compuestos aromaticos. (Quifiones & Aleixandre 2012) En la Figura 4 podemos entender

mejor el esquema de la ruta biosintética de los polifenoles en plantas CoA= Coenzima A.

2.6.1. Propiedades de los polifenoles
Efectos Vasodilatadores: Estudios realizados en ratas demostraron que los compuestos

polifenolicos presentes en el vino tinto inducen una relajacion del endotelio-dependiente.
Pérez et al ., 2006; Zenebe & Pechanova, 2003)
Efecto antilipémico y antiterogénico: Tiene la propiedad de mejorar el perfil lipidico, de

este modo puede prevenir el desarrollo y aparicion de la arterosclerosis. (Aviram et al., 1994)
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Efecto antitrombdtico: De Gaetano et al., 2002 en su estudio demostraron que el efecto
antiagregante puede asociarse con una menor incidencia y prevalencia de la enfermedad

cardiovascular.

Efecto antiinflamatorio: Se han realizado diversos estudios que implican a las células y a
las moléculas relacionadas con la respuesta inmunoldgica en el proceso de la lesidn vascular
asociado a la arterosclerosis. (Hansson & Hermansson, 2011; Crescente et al., 2009).
Efecto apoptotico y antipoptotico: La apoptosis o muerte celular programada es una forma
conocida de suicidio celular que esta genéticamente definida y que tiene lugar de forma
fisiologica durante la morfogénesis y la renovacion tisular. Las células en proceso de
apoptosis reducen su tamafio y fragmentan el tejido genético. (Alves & Checler 2001,
Erusalimsky JD 2009)

2.6.2. Metodos para determinar polifenoles
Los métodos que existen son cualitativos y cuantitativos.

2.6.2.1. Cualitativos

Perfil biodimensional de los polifenoles: Es realizado por cromatografia bidimensional en

capa delgada de celulosa de acuerdo a la metodologia estandarizada (Markham, K.R. 1982)

Analisis de flavonoides y acidos hidroxinamicos: Se emplea el sistema de solventes TBA
(terbutanol- &cido acético-agua 3:1:1) para la primera dimension y &cido acético para la

segunda dimensién Wagner & Bladt, 1996)

Proantocianidinas: Se realiza por cromatografia bidimensional empelando como solventes
secBAA (butanol secundario-acido acético-agua, 6:1:2) para la primera dimensién y acido

aceético al 6% para la segunda dimension (Markham, K.R 1982)

2.6.2.2. Cuantitativos

Cuantificacion de fenoles totales: Ricco & Wagner (2015) establecieron en su estudio
gue estos analisis permiten cuantificar el contenido de hidroxilos fendlicos presentes en el
material a analizar (extractos), independientemente de la naturaleza de cada componente.
Los métodos mas utilizados son los de Método de Fohlin Ciocalteu y el Método de Price y
Butler

Meétodo de Fohlin Ciocalteu: El i6n fenolato es oxidado mientras que el reactivo es

reducido, formando un complejo color azul (cromdforo) (Quifiones & Aleixandre 2012).
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Método de Price y Butler: El ion fenolato es oxidado mientras que el ion férrico es
reducido a ion ferroso, que se detecta mediante la formacion de un complejo azul con el
reactivo ferricianuro de potasio, el que se conoce como azul de Prusia. (Quifiones &
Aleixandre 2012)
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Figura 4 Ruta biosintética de los polifenoles en plantas

Fuente: Quifiones & Aleixandre (2012)

2.7. Enfermedades transmitidas por vectores

Las principales enfermedades humanas transmitidas por vectores son el paludismo, el
dengue, la filariasis linfatica, la enfermedad de Chagas, oncocercosis, leishmaniasis, fiebre
chikungufa, enfermedad por el virus de Zika, fiebre amarilla, encefalitis japonesa y la
esquistosomiasis. Desde 2014 se han producido grandes brotes de dengue, paludismo, fiebre
chikunguia, fiebre amarilla y enfermedad por el virus de Zika a nivel mundial. (OMS, 2017)
Las principales enfermedades transmitidas por vectores representan alrededor del 17% de la
carga mundial estimada de enfermedades transmisibles y causan mas de 700.000 muertes al
afio. Las zonas tropicales y subtropicales son las mas afectadas. Mas del 80% de la poblacion
mundial vive en zonas en las que hay riesgo de contraer al menos una de las principales
enfermedades transmitidas por vectores. El riesgo de infeccion es particularmente elevado

en pueblos y ciudades, donde los mosquitos Aedes y Culex proliferan gracias a un habitat
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favorable y donde hay mucho contacto con los seres humanos. (Minai & Ohta, 2003)

De acuerdo al Servicio Nacional de control de enfermedades transmitidas por vectores
artropodos (SNEM, 2017) las enfermedades de mayor prevalencia en la provincia de Pastaza
eran Dengue, Paludismo, y Fiebre amarilla cuyo agente transmisor es el mosquito

adicionalmente se presentan casos de Leishmaniasis y Chagas.

Mosquitos. Orden Diptera: Culicidae

Los mosquitos (Diptera: Culicidae) a la cual pertenecen los cominmente denominados
zancudos 0 mosquitos y cuenta con 42 géneros y 3477 especies en el mundo; 131 de estas
especies pertenecen a los géneros: Anopheles, Aedes psorophora y Culex (Badii, 2006); son
considerados como vectores importantes de la emergencia y re-emergencia de enfermedades
de importancia mundial como la fiebre amarilla, zika, paludismo, dengue, encefalitis equina

el virus del Nilo Oriental. (Navarro et al., 2015)

Como podemos observar en la Figura 5 poseen una Proboscide larga, los machos tienen
antenas plumosas, presentan ausencia de ocelos, sus alas son alargadas con escamas a lo
largo de las venas marginales, la vena subcostal (SC) se encuentran bien desarrollada la
misma que finaliza mas alla de la parte media del ala, la vena RS posee tres escamas y

finalmente la vena C se proyecta cerca del apice (Gualdron L. J., 2007).

CABFZA Proboseiz = = = = = = = z
Flagelomeros- - - - -
Palpog- - - - - - - - -}
= Antepronotumtt- « « = « »
TORAX Scutum- - < - e on e
— Halterios- - - - - - - - -
ABDOMEN
Cercoz == =======+ Xl ’
v A\ X
\ ™
\ \

Figura 5 Esquema del mosquito con sus principales apéndices

Fuente Gualdrén L. J., 2007
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Las hembras son hemat6fagas y es necesaria la hematofagia para realizar la ovipostura de
huevos; sus habitos de alimentacion son diurnos, generalmente en cercania a los domicilios
de los humanos, con gran afinidad a realizar la alimentacion sobre el hombre, los machos se
alimentan del néctar de las flores (Salvatella, 2009). Los estados inmaduros se desarrollan
preferiblemente en depdsitos de agua y los criaderos son variados, constituidos por agua con
un alto grado de materia organica, con detritos en proceso de fermentacion, en ambientes

sombreados, cercanos a los lugares de descanso del hombre. (Brewer et al., 1987)

2.7.1. Ubicacion taxonomica
La ubicacion taxondmica se la puede apreciar en la Tabla 3.

Tabla 3 Jerarquia taxondémica del Culex

ORDEN Diptera
FAMILIA Culicidae
SUBFAMILIA Culicinae
TRIBU Culicini
GENERO Culex

Fuente: Gualdron L. J., 2007

2.7.2. Distribucion geografica del mosquito
La distribucién de los culicidos y el desarrollo de las arbovirosis estan influenciadas por

temperatura, lluvia, condiciones geograficas, humedad, topografia, huéspedes, reservorios
los que son factores determinantes para la distribucion de Culex spp. Los mismos que
pueden influir en la capacidad de los mosquitos para transmitir arbovirus (Fernandez et al.,
2013; Guhl et al., 2007; Lira-Noriega & Peterson, 2014). Algunas especies invernan en la
etapa de huevo, los mismos que fueron depositados por la Gltima generacion de adultos de
la temporada, o como hembras adultas ya apareadas que pasan el invierno en sitios
protegidos (Rey, 2001).

De acuerdo a la Gaceta del Ministerio de Salud del Ecuador publicado de la Semana
epidemioldgica 45 el afio 2015 fue un afio epidémico a causa del dengue, luego se ha
presentado un decremento de los casos reportados, las provincias en donde se presenta mayor
incidencia de casos confirmados hasta la fecha son Manabi, Guayas, Santo Domingo, el Oro,
Los Rios y Orellana donde se concentran el 89,99% de los casos (Gaceta epidemioldgica del
Ministerio de Salud Publica Sive Alerta, 2017).
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2.7.3. Ciclo biologico del mosquito
El mosquito durante su desarrollo pasa sucesivamente por las siguientes fases: huevo, larva,

pupa e insecto adulto este proceso recibe el nombre de ciclo de vida (Gualdréon L. J., 2007).

2.7.3.1. Huevos

Figura 6 Huevos de mosquito

Fuente Kauffman et al., 2017

Después de la copulacién y de haberse alimentado la hembra suele reposar en lugares
tranquilos preferiblemente en rincones libres de luz donde tenga un facil acceso a fuentes de
agua para colocar sus huevos en llamados paquetes o balsas de 100 a 200 huevos los mismos
que son fecundados durante la postura, para lo cual puede hacer posturas parciales, dando
origen a varios focos de infeccién (Gualdrén L. J., 2007). Tras la postura los huevos flotan
en el agua y forman una especie de balsa que los mantiene unidos sobre la superficie. Son
de contorno oval, eliptico y alongado dotados de simetria bilateral. Presentan una capa que
se denomina exocdrion, que le da proteccion al huevo rente al medio ambiente (McGavin
2002) Estos paquetes tienen de 3 a5 mm de largo de 2 a 3 dias para lo cual necesitan mucha
humedad cerca. En épocas tropicales, el periodo de incubacion, o desarrollo del embrién, es
corto, generalmente dos o tres dias, pero puede prolongarse hasta por mas de 5 dia si la
temperatura es baja. Se puede observar en la Figura 6 que son pequefios, oscuros y
dificilmente visibles, resisten la desecacion por muchos meses (hasta 2 afios) Cuando el
huevo desecado es mojado la accidn bacteriana de la materia organica contenida en el agua
disminuye la tension de oxigeno y proporciona el estimulo necesario para que se produzca
la eclosion (Nelson, 1986; Gualdron L. J., 2007).
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2.7.3.2. Larvas

Figura 7 Larva de mosquito.

Fuente: Rey, 2001

Luego de eclosionar, la larva del mosquito pasa por varias etapas de crecimiento mientras
se alimenta continuamente y se transformara en un insecto que pasa de su forma natatoria
acudtica, a una volante terrestre. Debido a que las larvas estan cubiertas con una dura
cuticula protectora, necesitan pasar por una serie de mudas para poder crecer (Rey, 2001).
Tiene el cuerpo alargado, dividido en 3 partes (Cabeza, Torax y abdomen) lo cual se puede
apreciar en la figura 7. La larva necesita pasar por 4 fases, cada una de éstas es mayor que
la que le precede (I, II, 111, IV). El pasar del periodo de larva | a Larva IV estadio, toma
aproximadamente 5- 7 dias a una temperatura que oscilan entre 25 y 30°C, a medida que
crecen cambian de piel. Las larvas se alimentan de detritus organicos suspendidos en el agua
(Gualdron L. J., 2007).

2.7.3.3. Pupa

Transcurrido el estadio cuarto el desarrollo del mosquito adulto comienza, para esta fase
tiene el cuerpo dividido en dos partes: céfalo-térax y el abdomen, en el dorso del cefalotérax
se encuentran los dos (2) tubos respiratorios pequefios y gruesos, en esta fase tiene forma de
coma como se observa en la figura 8, poseen movimientos que se pueden manifestar por
saltos y una locomocion lenta, el abdomen es un poco curvo y esta separado del céfalo-torax.
En esta fase no se alimentan y el proceso dura aproximadamente 2 dias a una temperatura
entre 25 y 39°C (Gualdron L. J., 2007).
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Figura 8 Pupa de mosquito

Fuente: Rey, 2001

2.7.3.4. Adulto

Generalmente el mosquito macho suele emerger primero, y se queda cerca del sito de crianza

esperando a que las hembras salgan. En promedio, los mosquitos hembra viven de 3-6

semanas, pero pueden vivir hasta 5 meses; la vida de los machos es mucho mas corta.

En regiones de clima tropical, los mosquitos adultos se mantienen activos durante todo el
afio, sin embargo, en otros sitios la actividad cesa cuando la temperatura disminuye a menos
de 60°F (Rey, 2001). Generalmente el modo de posar es en forma paralela a la superficie
también lo puede hacer en las paredes, muebles y en los objetos colgantes como la ropa. El
mosquito en esta etapa posee un periodo de vida de 3 a 8 semanas. El tiempo de evolucion

de huevo a adulto dependen de las condiciones de temperatura y la alimentacién de la larva;

podemos observar en la figura 9 como se produce este proceso; el mismo que puede oscilar
entre los 12 a 15 dias (Gualdrdn L. J., 2007).

Figura 9 Emergencia del mosquito adulto

Fuente: Rey, 2001
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2.7.4. Control de vectores
Los métodos para el control de vectores son quimicos, bioldgicos y botanicos (Organizacion

Mundial de la Salud, OMS, 2017).

2.7.4.1. Tratamientos quimicos
Los tratamientos quimicos se clasifican de acuerdo a su toxicidad, naturaleza quimica y

segun su funcion.

2.7.4.1.1. Segun toxicidad

Para su clasificacion se tiene en cuenta la dosis letal 50 (DL50), la cual se define como la
cantidad de una sustancia que al ser suministrada a animales de experimentacion mata al
50% de esa poblacién (Eddleston et al., 2005).

2.7.4.1.2. Segun su naturaleza quimica
La clasificacion de los plaguicidas segun su origen quimico y sus caracteristicas y pueden

ser de origen natural, hasta totalmente sintéticos. Entre estos tenemos: Inorganicos, vegetales
extraidos de diversas partes de vegetales, Organosintéticos y microorganismos Vivos.
(Fernandez & Fernandez, 2010)

Inorganicos: Fabricados a partir de metales como cobre, plomo, arsénico

Vegetales Extraidos De Diversas Partes De Vegetales, como las piretrinas
Organosintéticos: Sintetizados por el hombre en el laboratorio (organoclorados,
organofosforados, carbamatos)

Microorganismos: Vivos Virus, bacterias y hongos utilizados en el control biologico de

plagas

2.7.4.1.3. Segun su funcion
Pueden ser insecticidas, fungicidas, herbicidas y rodenticidas (Guidelines for Legislation on

the Control of Pesticides Food and Agriculture Organization of the United Nations.,1989.).

2.7.4.1.3.1. Insecticidas

Organoclorados: endrin, aldrin, DDT, lindano, toxafeno

Organofosforados: paration, clorpyrifos, diazinon, diclorvos, malation, dimetoato
Carbamatos: aldicarb, carbofuran, propoxur, car-baril.

Piretrinas y piretroides:resmetrina, bioresmetrina, aletrina, decametrina, permetrina.

Otros: lvermectina.
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2.7.4.1.3.2. Fungicidas

Sales de cobre: oxicloruro de cobre y sulfato de cobre.
Derivados de la ftalimida: captafol
Dinitrofenoles: dinitro-orto-cresol

Dithiocarbamatos: maneb, zineb, mancozeb.

2.7.4.1.3.3. Herbicidas:
Bipiridilos: paraquat, diquat Glifosato

2.7.4.1.3.4. Inorgéanicos:

Sulfato de télio, anhidrido arsenioso, fosfuro de aluminio, fosfuro de zinc.
2.8. Mecanismo de accion de los organofosforados

Los organofosforados desarrollan su toxicidad a través de la fosforilacion de la enzima
acetilcolinesterasa en las terminaciones nerviosas. Los pesticidas organofosforados
reaccionan con la zona esterasica de la enzima colinesterasa formando una union estable
que, si no se rompe mediante el tratamiento, se hace irreversible, quedando la enzima
inhabilitada para su funcién normal. La pérdida de la funcién enzimatica permite la
acumulacion de acetilcolina en las uniones colinérgicas neuro efectoras causando efectos
muscarinicos, en las uniones mioneurales del esqueleto y los ganglios auténomos
produciendo efectos nicotinicos y en el sistema nervioso central (SNC) (Eddleston et al.,
2004; Eldefrawi et al., 1983).

2.8.1. Manifestaciones clinicas por intoxicacion
Las intoxicaciones con compuestos organofosforados pueden generar tres cuadros clinicos:

la intoxicacion aguda, el sindrome intermedio y una neurotoxicidad tardia.

Intoxicacion aguda genera un conjunto de signos y sintomas denominados sindrome
colinérgico el cual se presenta como consecuencia de la excesiva estimulacion de los
receptores de acetilcolina, y que se caracteriza principalmente por cambios en el estado de
conciencia, debilidad muscular y excesiva actividad secretora. La aparicion de este cuadro
varia entre pocos minutos hasta doce horas posterior al contacto con el toxico, dependiendo
de la edad del paciente, la cantidad ingerida y la toxicidad intrinseca del organofosforado

(Direccion Seccional de Salud de Antioquia, Universidad de Antioquia 2005) en los nifios
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los efectos nicotinicos se observan con mayor frecuencia que en los adultos (Opawoye &
Haque T. 1998).

El sindrome intermedio aparece posterior a los efectos agudos, es decir 24 - 48 horas
después de la exposicion, pero antes que la neuropatia retardada; se caracteriza por debilidad
de los musculos proximales de las extremidades, flexores del cuello, lengua, faringe y
musculos respiratorios, con compromiso de la funcidn respiratoria, disminucion o ausencia
de los reflejos miotendinosos y compromiso de pares craneales (Direccion Seccional de
Salud de Antioquia, 2005.) En Colombia se ha observado que los agentes mas asociados a
la aparicion de este sindrome son el fention, dimetoato, monocrotofos y metamidofos
(Instituto Nacional de Salud Colombia- Subdireccion de Vigilancia y Control. Intoxicacion
Aguda por Plaguicidas. Primer Semestre de 2007; Instituto Nacional de Salud - Subdireccién
de Epidemiologia y Laboratorio Nacional de Referencia, 2018)

La neurotoxicidad tardia se presenta principalmente con los compuestos que contienen
flGor; puede iniciarse entre una a cuatro semanas después de la exposicion aguda al téxico.
Dentro de los organofosforados que mas se han asociado se encuentran el leptofox, mipafox,

clorpirifox, triclorfon, fention y diazinon. (Salvi et al., 2003)

Todos estos plaguicidas son efectivos, pero su fabricacion representa elevados costos,
elevada actividad residual que significa dafios al ambiente y a la salud de las personas, y los
vectores estan desarrollando tolerancia a estos productos. Esto esta llevando a la busqueda

de alternativas eficaces que minimicen los efectos colaterales. (Salazar et al., 2017).
2.9. Tratamientos botanicos

Conti et al., (2010) en su estudio demostraron que el uso de insecticidas botanicos basados
en aceites esenciales obtenidos de plantas es una alternativa muy beneficiosa debido a su
efectividad, rapida degradacion y pocos efectos adversos en el medio ambiente. Las especies
con mayor actividad como biocidas son: Allium sativum, Mansoa alliacea, Petiveria
alliacea, Gallesia integrifolia, Capsicum annuum y Chenopodium ambrosioides. (Salazar et
al., 2017; Muioz et al., 2014).

Neem (A. indica) Es un arbol originario de la India el cual es reconocido por sus propiedades
insecticidas; crecen en zonas tropicales y subtropicales de Asia, actualmente se cultiva en
regiones calidas de México. Son capaces de provocar diversos efectos en los insectos, tales
como inapetencia, retraso del crecimiento, disminucién de la capacidad de fecundacién,
trastornos en las fases de muda, defectos morfoldgicos y cambios de comportamiento
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(Gajmer et al., 2002; Banchio et al., 2003; Wandscheer et al., 2004).

Abdelouaheb et al., (2009) llevo a cabo un estudio donde verificd que las concentraciones
neem de 0,35 mg/L afectaron de manera significativa el desarrollo y la estabilidad de las
larvas del género de los culicidos, también logro obtener la reduccién de la fecundidad de
las hembras y pocos adultos sobrevivieron, disminuyo la duracién de los estadios larvales y

el tiempo de desarrollo del insecto.

Ajo (A. sativum) La obtencion de esencias y extractos del ajo da lugar a la obtencién de la
alicina la misma que tiene una vida media de horas hasta dias en funcion del disolvente de
extraccion utilizado y del pH del medio, en condiciones acidas la alinasa, enzima responsable
de la formacidn de alicina se inactiva, en Asia Central, se ha encontrado que en el ajo existen
diferentes compuestos que presentan efectos en la actividad antimicrobiana, antinflamatoria,
antiasmatica, fungica y larvicida (Malkeja et al., (1990); Nasir et al., (2015) llevo a cabo un
estudio en el que pudo determinar la inhibicion larvicida y pupicida del mosquito.

Tabaco (N. tabacum) Es utilizado en diferentes partes del mundo ya que posee propiedades
fungicida, insecticida y acaricida; las mismas que son atribuidas a su componente principal;
la nicotina, dicho metabolito actia de manera toxica en el contacto e ingestion, también
muestra afinidad por los receptores colinérgicos-nicotinicos, a los que estimula generando
paralisis sostenida y muerte del vector. (Fuentes-Contreras et al., 2007).

Eucalipto Tiene muchas propiedades benéficas para la salud humana y animal asi como para
el control de plagas debido en gran medida a sus principios activos entre los que se
encuentran el eter oxido terpénico cineol o b-pineno, g-pineno, p-cimeno, camfeno, a-
felandreno, b-felandreno, limoneno, mirceno, asi como también hidrocarburos
sesquiterpénicos (1% de aromadendrenos, b-cariofileno, a-gurjuneno), alcoholes
monoterpénicos, sesquiterpenicos y aldehidos alifaticos (Alonso, 1997; Hmamouchi et al.,
1990)

Mansoae alliacea Posee propiedades antiinflamatorias y antibacterianas; le han podido
determinar presencia de estigmasterol, B sitosterol, daucosterol y fucosterol. (Monserrate,
2014). Uno de los componentes sulfurados importantes es la Aliina que por oxidacion
enzimatica se transforma en aliicina, el cual es un producto intermedio en la formacion de
los derivados disulfurados de alilo constituyentes finales del aceite esencial; cuando es
cortado o triturado libera una enzima llamada alinasa y esta enzima convierte a la aliina en
alicina (Sanchez et al., 2016), la misma que se encuentra presente en la Mansoa.

Curcuma longa (L)(Zingiberales: Zingiberaceae): conocida vulgarmente como “yuquilla”
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0 raiz de madras. Nativa de las indias orientales. EI rizoma contiene un aceite esencial rico
en monoterpenos y sesquiterpenos a los que se le atribuyen propiedades anti escleréticas,

diureticas y antiinflamatorias. (Leyva et al., 2008)
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion

El trabajo experimental se realizo en los laboratorios de biologia y quimica ambiental de la
Universidad Estatal Amazoénica ubicada en el Km2 %2 via Napo (paso lateral), en la ciudad de
Puyo, provincia de Pastaza. Las condiciones ambientales que posee el Puyo son: Altitud de
954 m.s.n.m, sus coordenadas son 1°28'02"S 77°59'50"0, la humedad relativa que caracteriza
a la zona es del 85%, su temperatura es de 25,9°C y la pluviosidad es de 45000 mm/afio. El

tiempo del estudio fue de 8 meses. Estas caracteristicas se observan en la Figura 10.
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Figura 10 Georreferenciacion de Universidad Estatal Amazdnica

3.2.  Tipo de investigacion

Para evaluar el efecto larvicida de extractos Mansoa standleyi sobre larvas de mosquito Culex
spp. se utilizo la investigacion experimental y de observacion en condiciones de laboratorio.
Se desarrollo en los laboratorios de Biologia y de Quimica del Departamento de Ciencias de

la Vida de la Universidad Estatal Amazdnica.
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3.3. Meétodos de investigacion

Observacion El estudio comenz6 con la observacion e identificacion en el
Estereomicroscopio de la larva objeto de estudio: la observacion continua durante todo el

tiempo que duro la inhibicion larvaria.

Experimental Al producto de la destilacion (hidrolato) se le realizo una cromatografia de
capa fina para la identificacion de la aliina. A los extractos acuosos, etéreo y etandlico se le

realizo una determinacion de polifenoles.

Medicion. Durante todo el estudio se observaba de manera diaria para confirmar el
comportamiento frente a los diferentes tratamientos analizando el comportamiento y

realizando la lectura de la inhibicién.

3.4. Material vegetal

3.4.1. Localizacién y muestreo
Se realiz6 un muestreo en una plantacién privada en la parroguia Tarqui como se observa en

la Figura 11, se seleccionaron plantas de tres afios de edad, a fin de poder recabar suficiente
material para la extraccion. Se tomaron muestras compuestas de las partes aéreas (3 kg
aproximadamente) a fin de analizar: extractos en diferentes solventes, aceite esencial y el

hidrolato.
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Figura 11 Georreferenciacion de sitio de muestreo de planta
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3.4.2. Clasificacion taxonémica
Las partes aéreas de M. standleyi fueron recolectadas en la Parroquia Tarqui de la provincia

de Pastaza, Ecuador. La identificacion taxondmica fue realizada por el especialista, Dr.
David Neill y un especimen entregado al herbario ECUAMZ con la coleccién nimero David
Neill 18407, una muestra se conserva para referencias futuras.

3.4.3. Obtencion del aceite esencial de Mansoa

standleyi
Un 1 kg de hojas frescas de Mansoa standleyi se sometié a destilacion por arrastre de vapor

con 4 litros de agua, durante ciento veinte minutos, para lo cual se utilizé el equipo extractor
por arrastre con vapor de agua hecho de material de acero inoxidable del Laboratorio de
Quimica de la Universidad Estatal Amazénica. El condensado fue recolectado en un embudo
de decantacion para separar el aceite de la fase acuosa o hidrolato, los mismos fueron
almacenados en frasco ambar y almacenado a 4°C por separado, para luego evaluar su
capacidad inhibitoria frente a las larvas. EI mismo procedimiento se utilizé para 1 kg de tallo

de Mansoa standleyi.

3.4.4. Determinacion del rendimiento del aceite de

Mansoa standleyi
Para la determinacion del rendimiento se tomd en cuenta el peso total de la materia vegetal

destilada y la cantidad de aceite esencial obtenido. El resultado fue obtenido aplicando la
siguiente férmula :

M1
% Rendimiento = M2 x 100

M1 = Masa final del aceite

M2 = Masa inicial de la parte de la planta

100 = Factor matematico
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3.4.5. Preparacion de las concentraciones del aceite

esencial y del hidrolato de Mansoa standleyi
Una vez obtenido el aceite se aplico la metodologia de Carlos Granados-Echegoyen et al.,

(2014) para preparar la disolucion del aceite esencial de la hoja de M. standleyi a partir de
los 0,00649 ml y la disolucion del aceite esencial del tallo de M. standleyi a partir de los
0,004787 ml de aceite obtenidos, este aceite se diluyé con 10 ml de agua destilada que
contenia polisorbato 20 al 0,01%, el mismo que sirvié como emulsionante de la solucion, se
sometio a bafio de ultrasonido por 30 minutos para facilitar la dilucion del aceite, se obtuvo
una concentracion de 0,0649 % o 649 ppm para aceite de hojay 0,0478 % o 478 ppm para
aceite de tallo. A partir de esta disolucion inicial tanto de hoja como de tallo se realizaron
las siguientes diluciones de 400, 300, 200 y 100 ppm; las que se utilizaron para el bioensayo

con larvas de Culex spp. del tercer y cuarto instar.

Para el hidrolato se aplicé la metodologia de Carlos Granados-Echegoyen et al., (2014) para
preparar las diferentes concentraciones del hidrolato tanto de hoja como de tallo se tomaron
5 ml del material obtenido y se diluyé en 10 ml de agua destilada de esta concentracion
inicial del 50% de esta disolucion inicial se realizaron las diluciones de 40%, 30% y 20%

de, se utilizaron para el bioensayo larvas del tercer y cuarto instar.

3.4.6. Preparacion de extractos crudos de Mansoa

standleyi
El material vegetal se secé en una estufa de aire forzado a 35°C (hasta tener peso constante)

luego se moli6 el material por separado en un molino y se almaceno la muestra para los
analisis respectivos. Para preparar los extractos crudos se pesé 2 g de material seco molido
de hoja como de tallo en forma separada y se le afiadié 100 ml de los solventes objeto de
estudio (agua destilada, etanol y eter de petroleo) en un Erlenmeyer. Cada uno de los
extractos con sus respectivos solventes fueron sometidos a un bafio de ultrasonido a 35°C
por 30 minutos utilizando el equipo Bransonic ultrasonic Bath. Al utilizar este tipo de
extraccion se aprovecha la capacidad del disolvente de absorber y transmitir la energia de la
onda ultrasonica, determina la eficiencia del proceso (Rodriguez et al., 2014). Transcurrido
el tiempo se realiz6 una filtracion para separar el liquido del sélido utilizando papel filtro y
se elimind el remanente. El solvente obtenido fue removido del extracto utilizando un
rotavapor con presion reducida del Laboratorio de Bromatologia de la Universidad Estatal
Amazonica, esto se realizé del solvente menos polar al mas polar de acuerdo a su temperatura

de ebullicion. Este extracto foliar seco de etanol y éter de petroleo obtenido serd diluido en
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agua o en agua con polisorbato 20 al 0,01% vy el extracto acuoso solo fue diluido con agua.
Todos fueron llevados a bafio de ultrasonido por 30 minutos a 35°C. El extracto fue
almacenado en frasco ambar a temperatura de refrigeracion y este fue considerada la

solucion biocida inicial en ppm, a partir de la cual se realizaron las demas diluciones.

3.4.7. Identificacion aliina: Cromatografia de capa
fina

El hidrolato se analizé en el laboratorio de quimica de la Universidad Estatal Amazonica
mediante cromatografia de capa fina, siguiendo la metodologia de Kanaki & Rajani (2005);
Sabha (2011), para lo cual se realiz6 la preparacion de la capa mdvil con etanol, acido
acetico glacial y agua destilada en proporcién de 2:1:1. Una vez que se saturo la camara se
procedio a realizar una linea base en la silica gel a 1 cm de la base. En esta linea se colocaron
aproximadamente 10 pl de la muestra, se esper0 a que se seque Yy se la concentro hasta unas
3 veces. Una vez seca se procedi6 a colocarla en forma perpendicular en la cdmara saturada
y se la dejo hasta que el recorrido ascendiera hasta las 2/3 partes de la placa
(aproximadamente 20 minutos). Transcurrido ese tiempo con ayuda de un atomizador se le
aspergea ninhidrina y se deja secar en la estufa. Se tom6 como referencia el Rf de la aliina
ante la falta de un estandar.

Para calcular la Rf se aplico la siguiente férmula:

Rf = Distancia recorrida por el compuesto

Distancia recorrida por el disolvente

3.4.8. Determinacion de Polifenoles totales: Método de

Folin-Ciocalteu
Los extractos acuoso, etéreo y etanolico se analizaron cualitativamente en el laboratorio de

quimica de la Universidad Estatal Amazoénica, y se realizé la identificacion de polifenoles
en cada uno de los extractos, para lo cual se siguié la metodologia de Radice et al., (2017)
se coloco en matraces aforados de 10 ml 40 ul de cada extracto y 0,1 ml del reactivo
preparado de Folin- Ciocalteu se esperd 10 minutos y de afiadio en cada envase 500 pl de
carbonato de sodio, se cubri6 con papel de aluminio sin obstaculizar la linea de enrase, luego
se procedid a enrasar a 10 ml con agua destilada se procedié a homogenizar bien y se dejé
en reposo por dos horas protegido de la luz, transcurrido ese tiempo se realizd la lectura

espectrofotométrica a 765 nm de longitud de onda en el Espectrofotdmetro marca Spectronic
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tanto de extractos como de blanco por duplicado. Los resultados se expresaron en mg/L, a
través de la expresion basada en el modelo de calibracion de acido gélico.

(A+0,0028)
0,0734

Donde:
C = concentracion en mg/L

A = absorbancia de las diluciones de la muestra

3.5. Actividad larvicida

3.5.1. Coleccion y mantenimiento de larvas

Para la coleccion de los individuos se siguié la metodologia aplicada en de Lester & Pike
(2003), un conjunto de trampas para postura (Ovitrampas) fueron utilizadas para la coleccion
de dipteras. Cada frasco experimental (boca ancha de aproximadamente 500 ml) consto de
una paleta de fibra prensada, colocada en posicion vertical con el lado aspero expuesto. Las
trampas de postura fueron colectadas en el transcurso de tres dias posteriores a su colocacion,
al quinto dia y luego de una semana, debido que él crecimiento esta influenciado por las
condiciones climaticas, al frasco se le coloco agua encontrada en el sitio del muestreo,
suficiente (Salazar & Moncada, 2004) para facilitar la ovoposicion, las tarrinas se colocaron
en lugares tranquilos, sombreados, protegidos de la lluvia y animales. Las ovitrampas se
instalaron tres veces en el afio, considerando los meses en los que se hayan presentado mas
casos de enfermedades metaxénicas. Una vez colectadas las trampas, se colocaron a las
larvas en un envase plastico para su posterior analisis taxondmico en laboratorio para ser

separadas de acuerdo a su estadio larvario.

3.5.2. Identificacion de las larvas

Las larvas obtenidas fueron llevadas al laboratorio Biologia de la Universidad Estatal
Amazonica y fueron mantenidas en un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad

en el laboratorio, se les proporciono comida para peces hasta que lleguen al tercer y cuarto
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instar. Se realizd la identificacion de las larvas obtenidas de acuerdo a las claves de WRBU
website http://wrbu.org/mqlD/mq_gnra/culex.htm (Walter Reed Biosystematics Unit, 2001
) y Amy E. Snell ( 2005) y con ayuda del Estereomicroscopio electronico; se analizaron las
caracteristicas referentes a la cabeza, térax y sifon, asi como la forma caracteristica de
respirar. Se determino que los palpos maxilares fueran de menor tamafio que la probiscide,
las cerdas postespiculares se encontraran ausentes; el halterio tenia forma de corazon y las

pleuras toraxicas fueran sin escamas blanquecinas .

Una vez identificadas las larvas, se las colocaron en un recipiente de plastico con
aproximadamente 500 ml de agua, libre de cloro, con una temperatura controlada que se
encuentre entre los 20 y 30°C, en un ambiente tranquilo, libre de luz y se les proporciono
alimento para peces para garantizar el desarrollo larvario. (Ventosilla et al, 2001, Rojas et
al., 2002). Esta actividad se realiz6 para garantizar el crecimiento hasta el tercer o cuarto

instar larvario.

3.5.3. Actividad larvicida

La actividad larvicida se evalué midiendo la mortalidad efectiva en el tercer y cuarto instar
larvario del Culex spp. se determind alas 12, 24, 36, 48 'y 72 horas posteriores a la aplicacién
de los tratamientos, se sigui6 la metodologia aplicada por Carlos Granados-Echegoyen et
al., (2014).

Para establecer el bioensayo se utilizaron grupos de 10 larvas las que fueron seleccionadas
y colocadas en los tubos de ensayo con 20 ml de agua destilada con tween y 1 ml del
tratamiento. Los bioensayos con varias concentraciones fueron realizados siguiendo la
metodologia descrita en World Health Organization. (1981); Alvarez-Londofio et al., (2013)
se realizaron tres réplicas totalizando 90 larvas por tratamiento (esta actividad dependi6 en
gran medida de las larvas vivas que se podian capturar en cada trampa y principalmente de
las condiciones ambientales que predominaron durante este trabajo que en muchos casos
alargo el proceso de captura de larvas. (Mas, et al., 2009) para determinar mortalidad larval
entre 50 y 95 %. Se llevo el control con agua destilada con tween 20 al 0,01% (Control
Negativo) y otro temephos al 1 % (Control Positivo) (Alvarez-Londofio et al.,2013), esto se
lo puede observar en la tabla 4. Se comparo el movimiento de la larva con el control negativo.
Las larvas fueron consideradas muertas cuanto se las tocaba y no mostraban movimiento

alguno en respuesta al estimulo presentado.
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Tabla 4 Disefio experimental para determinar de la Actividad Larvicida del Aceite esencial e Hidrolato

) CONCENTRACION

CONCENTRACION TRATAMIENTO %
TRATAMIENTO pmm

50
649

40
400

30

300 T9

20

T7 200
Polisorbato
100
Control
Polisorbato
50
Control

40
478

30

400 T10

20

300
T3 Polisorbato
200
Control
100
Polisorbato
Control

3.5.4. Inhibicion del desarrollo de Pupa

Una vez que han transcurrido de 5-7 dias, tiempo en el cual la larva Culex spp. alcanza su
desarrollo, se convierte en pupa. En esta actividad se determind cuanto tiempo el extracto
fue capaz de alargar el proceso de transformacion de larva a pupa, esta actividad se evalu6

por mas de 20 dias posterior a la aplicacion de los tratamientos.

La fase experimental consistidé en tubos de ensayo con 20 ml de agua destilada para el
extracto acuoso y 20 ml de agua con tween para los extractos etandlico y etéreo. Cada unidad
experimental se le adiciono 1 ml de del tratamiento utilizando tres replicas. Fueron evaluadas
en las concentraciones obtenidas que se obtuvieron, dandole principal énfasis a las
concentraciones de las 300ppm, 200 ppm y 100 ppm. Se llevo el control con agua destilada
con tween 20 al 0,01% (Control Negativo) y otro temephos al 1 % (Control Positivo) esto se
puede observar en la Tabla 5. (Alvarez-Londofio et al.,2013). Se controlo en forma diaria si
la larva 0 pupa sin movimiento aparente 0 no mostraron un movimiento normal cuando

fueron estimuladas. EI nimero de larvas utilizados por tratamiento fue de 90. La viabilidad
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de larva y pupa se estimo por el contaje de nimero de individuos que se convirtieron en pupa
y se expresa en porcentaje acorde al numero inicial de individuos tratados, se siguio la

metodologia aplicada por Carlos Granados-Echegoyen et al., (2014).

Tabla 5 Disefio experimental para determinar de la inhibicion del desarrollo de Pupa en los extractos

CONCENTRACION CONCENTRACION
TRATAMIENTO ppm TRATAMIENTO ppm
920 770
750 500
600 300
400 200
T1 300 T4 100
200
100
Polisorbato Polisorbato
Control Control
390 140
300 100
. 200 IS 80
100 40
Polisorbato Polisorbato
Control Control
430 340
300 300
200 200
T3 100 T6 100
50
Polisorbato Polisorbato
Control Control

3.6. Tratamientos de datos

3.6.1. Disefio experimental
En la presente investigacion se utilizé el método de extraccion con arrastre de vapor para la

obtencion del aceite esencial de Mansoa standleyi. Se realizaron 3 repeticiones.

Para la preparacion de los extractos se utilizo el método de bafio de ultrasonido y concentrado
en rotavapor por duplicado. Se realizaron en total 10 tratamientos con tres replicas, teniendo
como resultado 30 experimentos de hoja como para tallo. El ensayo fue establecido bajo un

disefio aleatorio.
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3.6.2. Tratamiento aplicado
Segun el disefio experimental se realizaron diez tratamientos con sus respectivas

combinaciones descritos en la tabla 6.

Tabla 6 Tratamientos

TRATAMIENTOS CODIGO
T1 AcH
T2 AcT
T3 EtH
T4 EtT
T5 EH
T6 ET
T7 AH
T8 AT
T9 Hh
T10 Ht
3.6.3. Unidades experimentales

Segun el disefio experimental se obtuvieron 30 unidades experimentales detalladas en la
tabla 7.

Tabla 7 Disefio experimental de aceite y extractos

Numero de tratamientos 10
Numero de repeticiones 3
Numero de unidades 30
experimentales

3.6.4. Analisis estadistico
Se llevo a cabo la comparacion de la, DLso y DLoo, la efectividad larvicida de cada

tratamiento, la susceptibilidad de la larva y el intervalo de confianza fueron calculados
utilizando la regresion Probit a través del programa IBM SPSS Statistics version 22.2013.

3.6.5. Variables
3.6.5.1. Variables dependientes

Actividad Larvicida

Inhibicion del desarrollo de pupa

3.6.5.2. Variables independientes

Concentracion del aceite esencial, hidrolato y extractos.
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3.7. Recursos humanos y materiales
Lugares Equipos Reactivos | Utensilios | Humano
Laboratorio | Estereomicroscopi | Petroleum 100 tarrinas de | Dra. Génova
de Biologia | o electrénico benzine, for | polipropileno | Cabrera
de la analysis (Didmetro de | Estudiante  de
Universidad boiling range | boca de 125 | postgrado
Estatal 40-60°C ACS, | mm, una altura | Responsable de
Amazonica ISO  Merck | de 48 mm una | ejecutar el
KGaA,64271 | base de 103 | proyecto
mm y un
volumen de
460 ml)
Laboratorio | Estufa de | Ethanol 100 paletas de | Dr. David Neill
de Quimica | ventilacion forzada | absolute  for | fibra prensada, | PhD.  Docente
de la| marca  Memmert | analysis 3 goteros de | Investigador
Universidad | Modelo  SFE700 | EMSURE plastico Responsable de
Estatal Serie G7100031 ACS, ISO, | capacidad 3| la identificacion
Amazonica Reag, Ph Eur | ml, Linterna taxonémica
Merck, KGaA
64271
Laboratorio | Molino Marca | Agua Pinzas Ing. Ricardo
de Thomas  Modelo | Destilada entomoldgicas | Abril PhD
Bromatologi | 33752-e15  Serie , malla para | Docente
a de la| 60407 mosquito  de | Investigador
Universidad plastico Responsable de
Estatal la  recoleccion
Amazonica técnica del
material vegetal
Equipo  Extractor | Tween 20 | Contenedores | Ing. Pedro Rios
por Arrastre con | CssH14O2 de pléstico con | Msc.  Docente

tapa de

Investigador
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Vapor de agua de

acero inoxidable

capacidad 10
litros

Tutor
responsable del
seguimiento del
proyecto,
direccionamient
0 en la coleccion

e identificacion

larvaria

Bransonic Temephos 500 tubos de | Dr. Luis Bravo

Ultrasonic Bath | proporcionad | ensayo con | PhD.  Docente

CPX Series Modelo | o por SNEM | tapones de | Investigador

Branson 3800 algodon, 7 | Cotutor

Gradillas Responsable de

del seguimiento
del proyecto vy
direccionamient
0 en la
destilacion y los
analisis de
Polifenoles y
Cromatografia
de capa fina

Rotavapor con | Acido Acético | 12 matraces

presion  reducida | Glacial aforados  de

marca Yamato capacidad de

modelo RE 200 100 ml

Balanza electronica | Ninhidrina al | Cabina de

marca OHAUS | 2% vidrio para

Capacidad 4000 g cromatografia,

placa consilica

gel
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Balanza Analitica
Marca OHAUS
Modelo PIONER

Frasco

spray

de

Espectrofotémetro
marca  Spectronic
Modelo Genesys 5
Long de onda 765

nm
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Rendimiento del aceite

La destilacién por arrastre de vapor de la hoja nos dio un aceite de color amarillo y un fuerte
olor a ajo. En cambio, la destilacion del tallo nos dio un aceite de color transparente con un

marcado olor a ajo y a lefia himeda.

El rendimiento de la hoja fue de 0,000649 % vy el rendimiento del tallo fue de 0,000478 %
lo cual es relativamente bajo en comparacion al 0,05% concordando con el trabajo de Zoghbi
et al., (2002) cuya especie fue recolectada en el estado de Para-Brasil. En contraste con el
trabajo de Olivera et al (2013) cuya especie vegetal fue recolectada en el bosque himedo
tropical del Instituto de Investigacion de la Amazonia Peruana (IIAP), que reporta un
rendimiento de 0,6 % a partir de hojas frescas, siendo el reporte mas alto de rendimiento
para esta especie. Condori et al., (2013) obtuvo un rendimiento de 0,006428% para la hoja
y 0,00000005 % para la corteza de Mansoa alliacea comparando con nuestro estudio su
rendimiento es mucho mas bajo en la corteza del tallo que el de nuestro tallo, en todos estos
estudios se utilizo el equipo clevenger lo que pudo haber influido en facilitar un mejor
rendimiento. Sin embargo, el bajo rendimiento seria debido a los factores como, el tipo y
edad de las hojas, factor ambiental y los tratamientos silviculturales (Mantero et al. 2007).
Cuyo rendimiento corresponden al lugar donde crecen las plantas, el clima ejerce gran
influencia en lo que respecta a los principios activos, la luz, temperatura y precipitaciones

tienen un efecto marcado sobre su presencia en las plantas. (Fluck H. ,1955)
4.2. Identificacion aliina: Cromatografia de capa fina

En las cromato placas del subproducto acuoso del aceite esencial de hoja y tallo podemos
observar la presencia del compuesto objeto de estudio que indica que el proceso de
extraccion permite la obtencion de compuestos de interés. El resultado obtenido se puede

observar en la Figura 12, la presencia del compuesto es notable, la separacion es adecuada.
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Figura 12 TLC de hidrolato de hoja y tallo de M. standleyi para evidenciar presencia de aliina

El Rf reportado para la aliina es de 0,45 por Kanaky & Rajani (2005) en el ajo de bulbo.
Para el analisis de materias material vegetal y preparaciones a base de las mismas, el Thin-
Layer Chromatography (TLC) es superior a otras técnicas analiticas instrumentales porque
es simple y econémico y requiere una limpieza minima de la muestra. A pesar de ser una
técnica muy sensible, el resultado que se obtuvo fue de un Rf hoja de 0,83 y el Rf tallo fue
de 0,8 lo que discrepa del obtenido en el ajo de bulbo reportado por Kanaky & Rajani (2005)
y la coloracion reportada por Shaalan et al., (2005) cuya investigacién nos indica que la
coloracion caracteristica de la corrida de aliina es rosada a roja. Pero esta dentro de los rangos
reportados por Roja & Rojas (2017) en la raiz de la Petiveria alliacea cuyo resultado es as
cercano al nuestro y concluyo que al tener un Rf de 0,89 probablemente el compuesto
mayoritaria seria el dibencil trisulfuro el mismo que ha sido ha sido estudiado y se ha
demostrado que posee efectos citotoxicos, inmunoestimulantes y antiparasitario. De acuerdo
a Calero, A (2012) se podria asumir que conforme avanza la madurez en las hojas de Mansoa
alliacea, se incrementa la presencia de aliina, y podria ser el estado ideal de corte de la hoja
en la cosecha, para lograr el maximo contenido del principio funcional. Probablemente en
nuestra muestra al tratarse de partes tomadas del principio de la planta, la hoja el tallo se
encontraron menos maduras dando por resultado que la cantidad de aliina fue muy baja para

la sensibilidad del método.

4.3, Identificacion polifenoles totales: Método de Folin-

Ciocalteu

Los extractos acuoso, etéreo y etandlico se analizé en el laboratorio de quimica de la
Universidad Estatal Amazonica, y se realizé la identificacion de polifenoles. Esta actividad
la aparicion de color violeta, azul o azul oscura se consider0 positiva, la lectura se realiz a
765 nm. Como podemos ver en la Tabla 8 y Figura 13 se puede observar una mayor presencia
de polifenoles en el acuoso hoja, acuoso tallo y etandlico tallo etandlico hoja y en etéreo la

sensibilidad del método proporciono una lectura muy baja, en un estudio realizado por

42



Silveira, G.D. (2014) logro establecer el limite de deteccion para el Acido Galico de 0,098

mg/L.
Tabla 8 Cdlculo del contenido de polifenoles
EXTRACTO AcH AcT EtH EtT EH ET
Calculode C 3,015 2,606 4,602 1,537 0,038 0,038

Concentracién
mg/L 753 651 11,5 384 0,09 0,09

Polifenoles totales en extractos

800
700
600
500
400
300
200

Concentracion mg/L

100
O —

AcH AcT EtH EtT EH ET

Extractos

Figura 13 Contenido de Polifenoles totales en extractos de Mansoa standleyi

Verma et al., (2011) pudieron demostrar que la forma de actuar del extracto acuoso es
produciendo hipolipidemia y estos efectos se los atribuyen a los compuestos
organosulfurados, flavonoides y polifenoles presentes en el extracto. Silveira, G.D. (2014)
en su estudio encontré compuestos como acido feralico 0,0679 mg/L, acido p — cumarico
1,302 mg/L y acido Resveratrol (estilbenoide) los mismos que fueron cuantificados, frente
al radical superdxido la fraccion acetato de Mansoa alliacea demostré tener una mejor
actividad antioxidante in vitro (70,85+4,06%). También hay que recordar que, ademas, la
especie Mansoa alliacea tiene compuestos 6rganos sulfurados en su constitucion lo que
también puede contribuir a la mayor actividad antioxidante de esa especie frente a ese
radical.

E. Plazas-Gonzalez (2015) realizO un ensayo de toxicidad en Artemia salina de los
compuestos fendlicos presentes en fruto, hojas y flores de Cavendishia bracteata Hoerold,
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Gaultheria erecta Vent, Thibaudia floribunda Kunth, Macleania rupestris (Kunth) A.C. Sm,
Bejaria resinosa Mutis ex L. f. y Disterigma alaternoides (Kunth) Nied obteniendo como
resultado que los extractos de los frutos de M.rupestris y G.erecta poseen un CL 50 superior
a 1000 ppm, mostrando que a la mayor concentracion ensayada no se afecto a la mitad de la
poblacion de este crustaceo. Esta informacion, permite constatar que la toxicidad presentada
por los extractos polifendlicos probada en animales es relativamente baja sobre todo en el

caso de una ingesta moderada. Esto podria deberse a su baja absorcion y a su metabolismo

rapido.
4.4, Actividad larvicida

La tabla 9 nos muestra el resultado de la susceptibilidad del tercer y cuarto instar larvario
del Culex spp. frente al aceite esencial de las hojas de M. standleyi. Las concentraciones
evaluadas fueron de 649 a 100 ppm. EI comportamiento luego de las 24 horas de aplicacién
de las 649 ppm muestra el 100% de efectividad lo cual causo el 100% de mortalidad; con
valores de la DLso y DLgo de 359,20 y 617,33 respectivamente. EI comportamiento luego de
las 36 horas de la DLso y DLgo de 354,51 y 604,21 respectivamente se observo que iba
bajando de forma gradual. Luego de las 48 horas de aplicacion los valores de la DLso y DLgo
de 239,40 y 469,21 respectivamente. Y finalmente el comportamiento luego de las 72 horas
de valores los efectos toxicos de las 649 y 400 ppm se alcanzo el 100% de efectividad lo que
causo el 100% de mortalidad; los valores de la DLsg y DLgo de 189,86 y 303,67

respectivamente estos valores bajaron considerablemente comparados con el de las 24 horas.

Tabla 9 Actividad Larvicida por 72 horas consecutivas del aceite esencial de hojas de M. standleyi en larvas del 3er y 4to
instar de Culex spp.

) % muerte | % muerte | % muerte | % muerte
CONCENTRACION 24 36 48 72

ppm HORAS | HORAS HORAS | HORAS | Control | Polisorbato
649 100 100 100 100 0 0
400 47 50 77 100 0 0
300 27 27 57 77 0 0
200 17 17 57 73 0 0
100 0 0 0 0 0 0

DL 50 359,20 354,51 239,40 189,86

DL 90 617,33| 604,21 469,21 303,67

La tabla 10 nos muestra el resultado de la susceptibilidad del tercer y cuarto instar larvario
del Culex spp. frente al aceite esencial de tallo de M. standleyi. Las concentraciones
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evaluadas fueron de 478 a 100 ppm, el comportamiento luego de las 24 horas de aplicacion
de las 478 y 400 ppm muestra el 100% de efectividad lo cual causo el 100% de mortalidad,
con valores de la DLso y DLgo de 77,901 y 385,999 respectivamente. EI comportamiento
luego de las 36 horas de aplicacion de las 478, 400 y 300 ppm muestra el 100% de efectividad
lo cual causo el 100% de mortalidad, sus valores de la DLso y DLgo de 23,207 y 268,537
respectivamente. EI comportamiento luego de las 48 horas de aplicacion de las 478 a 150
ppm muestra el 100% de efectividad lo cual causo el 100% de mortalidad efectividad y

valores de la DLso y DLoo Se mantenian constantes.

Tabla 10 Actividad Larvicida por 72 horas consecutivas del aceite esencial del tallo de M. standleyi en larvas del 3er y 4to
instar de Culex spp.

) % muerte | % muerte | % muerte | % muerte
CONCENTRACION 24 36 48 72

ppm HORAS HORAS HORAS | HORAS | Control | Polisorbato
478 100 100 100 100 0 0
400 100 100 100 100 0 0
300 50 100 100 100 0 0
200 50 76 100 100 0 0
150 47 70 100 100 0 0
100 23 53 75 100

DL 50 77,90 23,20 23,20 23,20

DL 90 385,99 268,53 268,53 268,53

A partir de los hallazgos encontrados, acepto la hipdtesis que establece que es posible lograr
un nivel de inhibicion de larvas de Culex spp. si se logra caracterizar el efecto larvicida del
aceite esencial de Mansoa standleyi en dosificaciones que no sobrepasen las 600 ppm frente
a tiempos de exposicion inferiores a 72 horas. El aceite esencial de hoja a las 48 horas
presenta una DL50 de 239,40; sin embargo, el tallo presenta una DL50 de 23,20 a las 36
horas demostrando de esta manera ser mas toxico que la hoja. En la Figura 14 se puede
observar el comportamiento de la DL50 el aceite esencial de hoja y el del tallo. Granados-
Echegoyen et al., (2014) lograron una inhibicién larvaria con 800 ppm de aceite esencial de
la hoja de Mansoa alliacea y una DL50 de 267,33. Sin embargo Pérez-Pacheco et al., (2004)
obtuvieron resultados menos alentadores ya que sélo obtuvieron un 20% de mortalidad como
méaxima mortalidad. Las larvas que murieron en su estudio tendieron a emerger deformes de

la pupa quedando atrapados dentro de la cavidad de la piel del insecto.
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Figura 14 Comportamiento de la Dosis Letal 50 del Aceite esencial de Hoja y Tallo de Mansoa standleyi

De acuerdo a un estudio de Murty et al., (1997) que realizo en adultos de Culex
quinquefasciatus. Tabasusum et al., (1993) observo que los extractos de las plantas afectan
la morfologia del produciendo una pigmentacion en la larva y alteraciones en el abdomen y
cabeza. Estudios de Misra T.N. (1991 y 1995) en su estudio determinaron que el disulfuro
de dialilo y el trisulfuro de dialilo poseen actividad larvicida para Culex pipiens los mismos
que se encuentran presentes en el aceite esencial tanto de tallo como de hoja de acuerdo al
estudio de Maria das G.B. Zoghbi et al., 2014 los que determinaron la presencia de diallil
sulfuro, metil allil disulfuro, 1-octeno-3-ol, 3 octanona, di allil propil disulfuro, diallil
disulfuro, cis-diproponil disulfuro, trans- diporponil disulfuro, allil methil trisulfuro, 3-vinil-
1,2 diti-5 n, metil salicilato, 3-vinil-1,2-diti-4 n, propenil propil trisulfuro, diallil trisulfuro,

diallil tetrasulfuro.

Tabla 11 Actividad Larvicida del hidrolato de hojas de M. standleyi en larvas del 3er y 4to instar de Culex spp.

) % muerte | % muerte | % muerte | % muerte
CONCENTRACION 24 36 48 72

% HORAS HORAS HORAS | HORAS | Control | Polisorbato
50 0 100 100 100 0 0
40 0 100 100 100 0 0
30 0 100 100 100 0 0
20 0 83 83 97 0 0
10 0 47 47 63 0 0

DL 50 0 10,81 10,81 8,64

DL 90 0 20,46 20,46 15,15
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El hidrolato de las hojas M. standleyi fue evaluado en larvas del tercer y cuarto instar larvario
en concentraciones de 50 a 10% lo que se observa en la Tabla 11. Ninguna de las
concentraciones evaluadas mostro actividad a las 24 horas. Los tratamientos de 50 al 30%
mostraron 100% de efectividad a las 36 horas de inoculacién, con una DL50 de 10,81 y una
DL90 de 20,462. A las 48 horas de inoculacion el tratamiento al 20% mostro mas del 83%
de efectividad con una DL50 de 10,81 y una DL90 de 20,46. A las 72 horas de inoculacion
el tratamiento al 20% mostro mas del 97% de efectividad y una DL50 de 8,64 y una DL90
de 15,15. Durante todo el anlisis se obtuvo nula formacion de pupa en todas las

concentraciones.

Tabla 12 Actividad Larvicida del hidrolato del tallo de M. standleyi en larvas del 3er y 4to instar de Culex spp.

) % muerte | % muerte | % muerte | % muerte
CONCENTRACION 24 36 48 72

% HORAS | HORAS HORAS | HORAS | Control | Polisorbato
50 0 100 100 100 0 0
40 0 100 100 100 0 0
30 0 100 100 100 0 0
20 0 73 90 100 0 0
10 0 70 73 73 0 0

DL 50 0 7,90 6,92 7,86

DL 90 0 21,24 16,28 12,78

El hidrolato del tallo M. standleyi fue evaluado en larvas del tercer y cuarto instar en
concentraciones de 50 a 10% lo que se observa en la Tabla 12. Ninguna de las
concentraciones evaluadas mostro actividad a las 24 horas. Las concentraciones de 50 al
30% maostraron 100% de efectividad a las 36 horas de inoculacién, DL50 de 7,90 y una DL90
de 21,94. A las 48 horas de inoculacion la concentracion al 20% mostro méas del 90% de
efectividad con una DL50 de 6,96 y una DL90 de 16,28. A las 72 horas de inoculacion las
concentraciones de 50 al 20% mostraron 100% de efectividad y una DL50 de 7,86 y una
DL90 de 12,78. Durante todo el analisis se obtuvo nula formacion de pupa en todas las

concentraciones.

En la Figura 15 se puede observar el comportamiento del hidrolato de hoja y el del tallo.
podemos observar la Granados-Echegoyen et al., 2014 en su estudio determiné que el
hidrolato de la hoja de otra especie de Mansoa obtuvo que al 20 y 10 % lograba inhibicién
del 100% luego de las 24 horas lo cual no concuerda con este estudio en el que posterior a
las 24 horas la inhibicion a los 20 y 10% es de 83 y 47% respectivamente; sin embargo, los
resultados al 20% del tallo a las 36 horas se obtuvo el 73 y 70% de inhibicién. Uno de los
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factores que influyen en esto es que en el tallo que fue utilizado para este estudio fue tomado
de las partes aéreas en donde se encuentras la parte mas joven de la planta donde segun
estudios de Aguilar et, al 2005; Zhao, 2010 determinaron que los niveles enddgenos de
auxina son mucho mayores en tejidos jovenes las mismas que participan en la defensa contra
patdgenos, Los resultados obtenidos nos permiten considerar que el subproducto del aceite
esencial tanto de tallo como de hoja pueden ser utilizados como una alternativa para el

control de este mosquito.

Hidrolato DL 50 Hoja- Tallo

12

| I I I I
0 I I
24 36 48 72

Tiempo en horas

Dosis Letal 50
N [e)] [o0]

N

W DL 50 Hoja mDL50 Tallo

Figura 15 Comportamiento de la Dosis Letal 50 del Hidrolato de Hoja y Tallo de Mansoa standleyi

4.5. Inhibicion del desarrollo de Pupa

Los extractos de las plantas lograron una inhibicion cuando se aplicaron las concentraciones
utilizadas. En el T1 podemos observar que en una concentracion de 300 ppm mostré una
inhibicidn del crecimiento del 0% mientras que los T3y T4 mostraron una inhibicién de 100
%, el T5 en la concentracion de 140 ppm mostro una inhibicion del 100% Estos tratamientos
mostraron una inhibicion del crecimiento larvario comparado con el control. En el control
sin aplicacion de tratamiento la formacion de pupa fue del 100% en 13 dias. EI numero de
larvas muertas y vivas fue contado, mostrando que las larvas de Culex spp. son mas
susceptibles a los extractos de T4, TS5 y T6 como podemos observar en la Figura 17 en
comparacion con el T1. En la Tabla 13 podemos observar el porcentaje de pupa formada en
cada tratamiento. El T1 y T2 muestra cero mortalidades comparado con el T3, T4, TS5y T6

a concentraciones de 200 y 100 ppm.
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Tabla 13 Extractos acuosos, etandlico y etéreo y su efecto en el desarrollo de pupa

CONCENTRACION DURACION | % PUPA
TRATAMIENTO ppm N2 LARVAS DIAS FORMADA
920 30 14 0
750 30 14 100
600 30 14 100
400 30 14 100
T1 300 30 14 100
200 30 14 100
100 30 14 97
Polisorbato 30 13 100
Control 30 0 0
390 30 18 100
300 30 18 100
T 200 30 18 100
100 30 18 100
Polisorbato 30 13 100
Control 30 0 0
430 30 27 0
300 30 27 0
T3 200 30 27 0
100 30 27 0
Polisorbato 30 13 100
Control 30 0 0
770 30 28 0
500 30 28 0
300 30 28 0
T4 200 30 28 0
100 30 28 0
Polisorbato 30 13 100
Control 30 0 0
140 30 28 0
100 30 28 0
TS 80 30 28 0
40 30 28 0
Polisorbato 30 13 100
Control 30 0 0
340 30 28 0
300 30 28 0
200 30 28 0
T6 100 30 28 0
50 30 28 0
Polisorbato 30 13 100
Control 30 0 0
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El extracto acuoso tanto de hoja como de tallo, a concentraciones de 300 y 200 ppm no
mostraron mayor reduccion en la formacién de pupa comparada con el control sin embargo
alargaron la vida de la larvaen un 47% enel AcHyun63%enel AcCT.EIEtHYET T a
concentraciones de 300 y 200 ppm mostraron mayor reduccién en la formacion de larva
comparada con el control sin embargo alargo la vida en un 90% en hoja y un 93% en tallo.
El extracto etéreo de hoja y tallo a una concentracion de100 ppm muestra mayor reduccion

en la formacion de pupa comparada con el control sin embargo alargo la vida en un 93%.

COMPORTAMIENTO DE LA LARVA EN LOS EXTRACTOS
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Figura 166 Viabilidad del tiempo de vida larvaria el porcentaje de desarrollo de pupa

El efecto de los extractos polares en el crecimiento y desarrollo de la larva del mosquito no
ha sido investigado de manera profunda. Shaalan et al., (2005) en su estudio determino que
los metabolitos secundarios de muchas plantas muestran efectos en el crecimiento y
desarrollo de los estados larvarios, causando un alargamiento del tiempo del estadio de larva

a pupa, inhibicién de la motilidad, anormalidades morfol6gicas y mortalidad.

De acuerdo a Mulla M.S (1991) la inhibicion de la regulacion del crecimiento es atribuida a
la presencia de compuestos que minimizan la hormona juvenil en los artrépodos, en su
estudio demostré que los inhibidores del crecimiento muestran un alto margen de seguridad
para los organismos acuaticos. La duracion del impacto es relativamente corta. Sharma et al.,

(2011) en su estudio determinaron que el extracto de hexano logro tener un mayor potencial como

larvicida

50



En este estudio podemos observar que extracto etandlico de tallo y el etéreo de hoja y tallo
alargaron el tiempo de vida a 28 dias guardando relacion con el estudio de Sharma &

Srivastava (2011) quienes obtuvieron una buena eficacia larvicida de los extractos de hexano y de

éter de petréleo, estos resultados los obtuvieron después de las 48 horas de exposicion a los extractos.
Chirunthorn et al., 2005 en su estudio sobre Mansoa hymenae determinaron que los extractos
del éter de petroleo y etandlico presentaban citotoxicidad sobre los camarones en salmuera

y presentaban una gran capacidad antioxidante.
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4.6, Conclusiones

En este estudio se comprobo la actividad larvicida luego de la aplicacion el aceite esencial y
del hidrolato tanto de tallo como de hoja, se pudo observar que existe una mejor actividad
del tallo atribuido a sus componentes, adicionalmente se realizar la cromatografia de capa
fina para poder determinar la presencia de aliina en la fase acuosa del destilado (hidrolato),
también se logré determinar el contenido de polifenoles en los extractos acuosos, etandlico

y etéreo.

Una vez analizados los resultados se puede aceptar la hipétesis, ya que se logré evidenciar
el efecto larvicida del aceite esencial y del hidrolato en dosificaciones que no sobrepasaron

las 600 ppm en tiempos de inhibicion menores a las 72 horas de exposicion.

Los diez tratamientos evaluados muestran control sobre las larvas en el tercer y cuarto
estadio de Culex spp. En condiciones de laboratorio el aceite esencial de tallo muestra
mayores niveles de control con una mortalidad del 100% en el 86% de las disoluciones, el
aceite esencial de hoja mostro un 100% de efectividad solo en el 40% de las disoluciones; el
hidrolato de tallo muestra mayores niveles de control con una mortalidad del 100% en el
80% de las disoluciones, el aceite esencial de hoja mostro un 100% de efectividad solo en el
60% de las disoluciones. Los extractos con mayor actividad de inhibicion larvaria fueron los
de tallo y hoja tanto de etanol como de éter, los que alargaron su tiempo de desarrollo 6 veces
mas de lo normal y finalmente produciendo la muerte de la larva. Dicho control es variable

en proporcion directa a la concentracion, tipo de extracto y tiempo de exposicion.

Se realiz6 la cromatografia de capa fina para determinar la presencia de aliina en el hidrolato,
sin embargo, los resultados mostraron que se encontraba en una concentracion que no
permitio su lectura. Se pudo cuantificar los polifenoles totales en los extractos en donde se
obtuvo que en el extracto acuoso de hoja la concentracion fue de 753 mg/L y en el etéreo
tanto de tallo como de hoja fue 0,09 mg/L sin embargo, los estudios sobre la M. alliacea
atribuyen su capacidad antioxidante a los organosulfurados, es necesario realizar mas
estudios sobre el comportamiento de los polifenoles en la inhibicion del desarrollo de la pupa
ya que hasta ahora se ha podido demostrar que tienen actividad antioxidante como la de

inhibir el crecimiento de células del cancer.

Finalmente, este estudio se convierte en un pilar importante para el desarrollo de un

preparado vegetal con efecto inhibidor en larvas Culex spp, que ha permitido aprovechar las
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potencialidades de una especie vegetal propia de la provincia, y que al desarrollarse el
estudio en campo dandole el enfoque agroindustrial no alimenticio, permitird fomentar y

dinamizar la economia de la provincia.
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4.7, Recomendaciones

e Al haberse llevado a cabo en ambiente controlado y escala laboratorio hay que
realizar la segunda fase que consiste en la ejecucién a nivel de campo; tomando en
cuenta su resistencia a la deshidratacion, temperatura ambiental y evitar realizar este
trabajo en época de lluvia ya que influye en la eclosion de la larva, por lo que se
recomienda realizar el estudio a nivel de campo con el habitat de su desarrollo para

calcular los tiempos de inhibicion y alargamiento de vida larvaria.

® En este proyecto no se ha realizado un estudio sobre la toxicidad y los riesgos en la
salud humana lo cual se deberia de realizar previo a su uso comercial.

e Este tipo de investigacion es preferible realizarla en épocas de poca lluvia para tener
una buena coleccion de larvas para que no se alargue el trabajo.

e Para la verificacion de larvas en las trampas y posterior coleccion es recomendable
realizarla con un equipo que permita optimizar el tiempo.

e Encaso de no contar con el equipo, fuera de mucha utilidad realizar un estudio sobre
los diferentes métodos de destilacion y cudl de ellos brinda mayor rendimiento de
aceite para Mansoa standleyi.

e Existen estudios de inhibicion larvaria sobre la especie M. alliacea y muy pocos
sobre la M. standleyi, se sugiere realizar un estudio comparativo entre las dos

especies para poder demostrar cual posee mejor capacidad inhibitoria.
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