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Resumen

La presente investigacion se enfoca en evaluar la actividad larvicida e inhibitoria de
crecimiento del aceite esencial a base de Eucalyptus globulus sobre Aedes aegypti, el
vector responsable de transmitir enfermedades como el Dengue, el Zika y la fiebre
amarilla. Utilizando métodos de extraccion de aceite esencial a hojas de E. globulus, se
llevaron a cabo pruebas de bioensayo para determinar la efectividad de dichas
concentraciones en la mortalidad de larvas de A. aegypti y en la inhibicién de su
crecimiento. Los resultados obtenidos revelaron una mortalidad significativa dentro de
las primeras 24 horas en concentraciones elevadas, de igual forma presentando un 95%
de mortalidad en las 48 horas posteriores a la aplicacion; El aceite esencial demostro
tener un efecto inhibidor sobre el crecimiento y desarrollo de las larvas, los instares
larvales Il se vieron afectadas en un 100% bajo concentraciones de 600 a 800 ppm, las
concentraciones después de las 24 horas disminuyeron, lo que sugiere una menor
toxicidad del aceite. Estos hallazgos sugieren el potencial de E. globulus como una
herramienta eficaz en el control de poblaciones de A. aegypti, ofreciendo una alternativa
natural y sostenible para el combate de mosquitos vectores de enfermedades. Este
estudio contribuye al campo de la salud publica al proporcionar evidencia sobre el uso
de recursos vegetales para el control de vectores de enfermedades, promoviendo asi

estrategias de control mas seguras y respetuosas con el medio ambiente.

Palabras clave: aceite esencial, mosquitos, mortalidad, inhibicién, concentracién.
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Abstract

The present research focuses on evaluating the larvicidal and growth inhibitory activity of
Eucalyptus globulus essential oil abase on Aedes aegypti, the vector responsible for
transmitting diseases such as Dengue, Zika and yellow fever. Using methods of extracting
essential oil from E. globulus leaves, bioassay tests were carried out to determine the
effectiveness of these concentrations in the mortality of A. aegypti larvae and in inhibiting
their growth. The results obtained revealed a significant mortality within the first 24 hours
at high concentrations, as well as 95% mortality within 48 hours after application; the
essential oil showed an inhibitory effect on the growth and development of larvae, the
larval instars Il were affected by 100% under concentrations of 600 to 800 ppm, the
concentrations after 24 hours decreased, suggesting a lower toxicity of the oil. These
findings suggest the potential of E. globulus as an effective tool in the control of A. aegypti
populations, offering a natural and sustainable alternative for disease vector mosquito
control. This study contributes to the field of public health by providing evidence on the
use of plant resources for disease vector control, thus promoting safer and

environmentally friendly control strategies.

Key words: oil essential, mosquitoes, mortality, inhibition, concentration.
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INTRODUCCION

El presente documento se desarroll6 en el Centro Interdisciplinario de Investigacién para
el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR), Unidad Oaxaca del IPN; en el marco del
proyecto de busqueda de alternativas naturales para el control de insectos vectores de

enfermedades de importancia en salud publica, como los mosquitos.

El mosquito Aedes aegypti vector de Dengue, Zika y Chikunguya, es un insecto
omnipresente que desempeifian un papel crucial en el equilibrio ecoldgico y, a su vez,
representan una amenaza significativa para la salud humana. Este insecto pertenece al
orden Diptera y a la familia Culicidae, y se caracteriza por presentar un aparato bucal
picador succionador con el cual chupan la sangre de su hospedero (Porto y Gardey,
2020). A lo largo de los afios, la investigacion en torno a estos pequefios vectores ha
cobrado importancia debido a la capacidad de las hembras para transmitir diversas
enfermedades, que afectan a millones de personas en todo el mundo (Blasco, 2016).
Segun la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA, por sus siglas en
inglés), estos también pueden transmitir varias afecciones y parasitos a los que tienen

predisposicién de contagio perros y caballos (EPA, 2024).

En las ultimas décadas, la creciente preocupacion por la resistencia de los mosquitos a
los insecticidas convencionales (Buehler, 2019), asi como los potenciales efectos
secundarios asociados con su uso ha llevado a una busqueda constante de alternativas
mas seguras y sostenibles. En este contexto, los aceites esenciales han emergido como
una opcién prometedora al control de mosquitos (Andrade et al., 2017), ofreciendo una
alternativa natural y respetuosa con el medio ambiente. El aceite esencial del Eucalipto
blanco Eucalyptus globulus (Myrtales: Myrtaceae), ha sido identificado como poseedor
de propiedades insecticidas, repelentes, antiséptico, expectorante, antiinflamatorio,
balsamico, antipirético (Gonzélez et al., 2016). Poseedor de compuestos se encuentran
principios amargos y resinas. Como también es posible encontrar monoterpenos y
aldehidos. Destaca su contenido en aceite esencial, cuyo principal constituyente es el
eter Oxido terpénico, terpineol,carburos terpénicos, alcoholes alifaticos vy

sesquiterpénicos, aldehidos (butirico, valeridnico, caprdico) y cetonas. Posee ademas




taninos, pigmentos flavénicos y un heterépsido fendlico complejo, el caliptdsido, acidos
fendlicos, resina y un principio amargo (Carbonell, 2019).

Este estudio se enfoca en investigar la actividad larvicida e inhibitoria de crecimiento del
aceite esencial de E. globulus sobre larvas de Ae. aegypti, la comprension de las
interacciones entre el aceite esencial y las etapas tempranas del ciclo de vida del
mosquito, como la fase larval, es esencial para evaluar su eficacia como agente de
control y aportar a la base cientifica que respalda la utilizacion de aceites esenciales en
estrategias de control vectorial. Y asi contribuir al desarrollo de métodos mas sostenibles
y seguros para mitigar la propagacion de enfermedades transmitidas por mosquitos y
favorecer la salud publica y la preservacion del equilibrio ambiental. Por lo cual dicho

documento se encuentra estructurado por capitulos descritos a continuacion.

Dentro del capitulo 1, planteamiento del problema, se establece el contexto general de
la actividad del mosquito Ae. aegypti, presentando una revisién breve de la literatura
relevante para el estudio definiendo el problema, estableciendo la pregunta de
investigacion donde se formula si dicho aceite cumple con lo planteado, justificando la
importancia del estudio y presentando los objetivos tanto generales como especificos

donde se delimita el alcance del trabajo.

En el capitulo 2, marco tedrico, se ofrece una revision mas detallada de la literatura
relacionada con la importancia del mosquito, generalidades y cémo influye en el factor
salud y agropecuario. Presentando marcos de referencia relevantes. Donde se presentan
estudios anteriores y se identifican las areas en el conocimiento que motivan la

investigacion sobre la implementacion de aceites esenciales como método de control.

El Capitulo 3, materiales y métodos el cual esta integrado por la descripcion de los
métodos utilizados para llevar a cabo la investigacion, abarcando el proceso de obtencion
del aceite esencial, detallando el disefio de investigacion, incluyendo el enfoque
cualitativo o cuantitativo, explicando los procedimientos y las técnicas de recoleccion de

datos y discutiendo los métodos de andlisis utilizados.

El Capitulo 4, resultados y discusion presenta los hallazgos obtenidos durante la

investigacion, plasmando los datos recopilados de manera objetiva y clara a través de la
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utilizacion de tablas o graficos para organizar y presentar los datos. Los resultados se
resumen en cuanto a los objetivos del estudio, la interpretacion de los resultados en el
contexto de la literatura revisada, el analisis de los resultados, sus limitaciones en

relacion con las teorias y modelos presentados sobre una base tedrica.

El Capitulo 5, conclusiones y recomendaciones presenta un resumen de los principales
hallazgos obtenidos a lo largo de la investigacion, destacando su relevancia para el
campo de estudio. Se evalua el cumplimiento de los objetivos planteados inicialmente y
se discuten las implicaciones préacticas y teoricas de los resultados. Se ofrecen
recomendaciones para futuras investigaciones, identificando éareas adicionales de
estudio y posibles aplicaciones practicas de los hallazgos. Ademas, se reconocen las
limitaciones del estudio. En conjunto, este capitulo cierra la investigacion reafirmando la
contribucion de los hallazgos al conocimiento existente y sefialando caminos para futuras

exploraciones en el tema.
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Capitulo 1
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El mosquito es un importante vector de enfermedades transmitidas por arbovirus como
el Dengue y las emergentes como la fiebre Chincunguya y Zika (Padilla-Rodriguez,
2023). La propagacion de este vector representa una grave amenaza para la salud
publica y productiva en muchas regiones tropicales y subtropicales del mundo, lo que
resulta en una carga significativa de enfermedad y mortalidad (Alfaro-Martinez, 2018).
En México, las enfermedades amenazan a las comunidades puesto que dentro de los
ultimos afios se han producido varios brotes a gran escala de Dengue y se espera que
el nimero de personas infectadas aumenten a un 40% en los préximos cincuenta afios
(World Mosquito Program, 2023). Se han registrado brotes de enfermedades
transmitidas en ganado, lo que ha generado preocupacion en la industria ganadera,
también pueden causar estrés y malestar en el ganado debido a las picaduras, lo que
puede afectar la produccién de leche y carne (Reinosa, 2023). En la agricultura
mexicana, el dafio puede tener varias implicaciones negativas. Los métodos
convencionales de control de mosquitos, como el uso de insecticidas organofosforados,
pueden tener efectos adversos en el medio ambiente y la salud humana, ademas de que
los mosquitos pueden desarrollar resistencia a estos productos quimicos con el tiempo
(Paaijmans et al., 2019). Esto dificulta ain mas el control efectivo de las poblaciones de

mosquitos tanto en &reas urbanas como rurales, asi como en los entornos agricolas.
Pregunta de investigacion

¢, Cudl es el efecto de la exposicién al aceite esencial de Eucalyptus globulus en la
actividad del crecimiento de las larvas de Ae. Aegypti en condiciones de laboratorio?
Justificacion

La investigacion sobre el potencial del aceite esencial de eucalipto para el control de
mosquitos emerge como una opcion prometedora y digna de exploracion. El eucalipto,
conocido por sus propiedades medicinales y repelentes, ha sido objeto de interés en

diversos campos, y su aceite esencial ha demostrado tener efectos sobre los mosquitos,



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Padilla-Rodr%C3%ADguez%20JC%5BAuthor%5D

particularmente sobre el Ae. aegypti, el principal vector de muchas enfermedades virales
(Bedoya et.al, 2023; Toribio, 2024).

Esta tesis propone investigar el potencial del aceite esencial de eucalipto en el control de
mosquitos, centrandose en su actividad larvicida e inhibitoria de crecimiento contra Ae.
aegypti. Al abordar esta pregunta, se espera contribuir significativamente al campo de la
salud publica y la entomologia médica, ofreciendo nuevas perspectivas y soluciones

innovadoras para el control de vectores (Sierra et al., 2021).

Los beneficios potenciales de esta investigacion para la sociedad son mdltiples y
sustanciales. En primer lugar, el desarrollo de métodos de control de mosquitos basados
en el aceite esencial de eucalipto podria ofrecer una alternativa segura y natural a los
insecticidas quimicos convencionales, que pueden plantear riesgos para la salud
humana y el medio ambiente (Soto-Caceres et al., 2022). Ademas, dado que el eucalipto
es una planta comun y ampliamente disponible en muchas regiones del mundo (Hillis y
Brown, 1984). Esta investigacion podria promover la utilizacion de recursos locales en la
lucha contra enfermedades transmitidas por mosquitos, especialmente en comunidades

con recursos limitados.

Ademas, esta investigacién podria estimular investigaciones adicionales sobre otros
aceites esenciales de plantas con propiedades similares, ampliando asi el arsenal de
herramientas disponibles para el control de enfermedades transmitidas por mosquitos
(Leyva-Silva et al., 2017).

Se busca abordar una necesidad critica en el campo de la salud publica al explorar el
potencial del aceite esencial de eucalipto en el control de dichos insectos. Al hacerlo, se
espera generar conocimientos nuevos y practicos que beneficien a las comunidades
afectadas por enfermedades transmitidas por vectores, contribuyendo asi a la mejora de
la salud publica, agropecuaria y el bienestar de la sociedad en su conjunto (Yafez et al.,
2010).




Objetivo general
Evaluar el efecto de inhibicion de crecimiento del aceite esencial de E. globulus

(Myrtaceae) sobre larvas de mosquito A. aegypti (Diptera: Culicidae) en condiciones de

laboratorio.
Objetivos especificos

® Evaluar el impacto del aceite esencial de Eucalyptus globulus sobre la mortalidad
de Ae. aegypti en un entorno de laboratorio, mediante la implementacion de

diferentes concentraciones.

® Investigar el impacto del aceite esencial de Eucalyptus globulus en la morfologia

y desarrollo de larvas de Ae. aegypti a lo largo del tiempo.

® Determinar la concentracion éptima de aceite esencial de Eucalyptus globulus
requerida para lograr una mortalidad maxima de larvas de Ae. aegypti en

condiciones de laboratorio.
Hipotesis
e Nula (0): La exposicion al aceite esencial de Eucalyptus globulus resultara en una

inhibicién significativa del crecimiento de las larvas de Ae. aegypti en

comparacién con el grupo de control sin exposicion al aceite.

e Alterna (1): La actividad larvicida del aceite esencial de Eucalyptus globulus no

variara con respecto a diferentes concentraciones del aceite.




Capitulo 2
MARCO TEORICO:

2.1. Importancia de los mosquitos vectores de enfermedades en la agricultura.

En el siglo XIX, cientificos como Sir Ronald Ross y Carlos Finlay realizaron
investigaciones pioneras que llevaron al descubrimiento del ciclo de transmisién de
enfermedades como la malaria y la fiebre amarilla por parte de los mosquitos (Leonard,
1990). Estos hallazgos sentaron las bases para la comprension moderna de cémo los
mosquitos pueden transmitir enfermedades a través de sus picaduras no solo a
humanos, sino también a animales de granja como aves, ganado y cerdos (EPA, 2024).
Algunas de las enfermedades mas comunes transmitidas por mosquitos a aves y ganado
incluyen la fiebre del Nilo Occidental, que es una enfermedad viral transmitida
principalmente por mosquitos. Afecta a aves, especialmente las de habitos migratorios,

y puede causar sintomas graves e incluso la muerte (WHO, 2017).

La encefalitis equina afecta principalmente a caballos y se transmite a través de la
picadura de mosquitos infectados, como los mosquitos del género Aedes y Culex. Puede
causar inflamacion del cerebro y sintomas neurolégicos graves en los caballos, a

menudo con consecuencias fatales (SINAE, 2024).

La fiebre aftosa es una enfermedad altamente contagiosa que afecta a los animales
mamiferos, como vacas, cerdos, ovejas y cabras. Aunque la enfermedad generalmente
se transmite a través del contacto directo y puede ser transmitida por mosquitos,
especialmente en areas donde la enfermedad es endémica (SENASICA, 2020). Es muy
contagiosay se caracteriza por la presencia de ampollas en boca, nariz, patas y pezones.
El 100% de los animales pueden contraer dicha enfermedad con una probabilidad de
muerte del 1 a 5% (SENACSA, 2020).

La leucosis aviar es una enfermedad viral que afecta a las aves de corral, como pollos y
pavos (Shivaprasad, 2014). Aunque la enfermedad generalmente se transmite a traves
del contacto directo entre aves infectadas, también puede ser transmitida por mosquitos,
especialmente en condiciones de alta densidad de poblacion y presencia de vectores

(Manet y col., 1989). La Union Nacional de Avicultores seguro que el brote puede causar




una alta tasa de mortalidad en las aves de corral infectadas presentando un 100% en
casos agudos, lo que resulta en una reduccion en la produccion de carne y huevos en
las granjas avicolas afectadas (UNA, 2022). Esto puede tener un impacto negativo en la
rentabilidad de las operaciones avicolas y en la disponibilidad de productos avicolas en
el mercado (Almeida, 2006).

Los brotes de enfermedades transmitidas por mosquitos pueden tener un impacto en la
seguridad alimentaria al reducir la disponibilidad de alimentos debido a la pérdida de
cultivos y animales de granja afectados por estas enfermedades (Pichel, 2022). Ademas,
las restricciones comerciales impuestas a raiz de los brotes de enfermedades pueden
limitar el acceso a alimentos importados y afectar la disponibilidad y variedad de

productos alimenticios en el mercado (Sequeiros, 2022).

Importancia ecoldgica de los mosquitos en las cadenas troficas

Aungue los mosquitos son a menudo vistos como plagas molestas y portadores de
enfermedades, también desempefian un papel crucial en los ecosistemas como parte de
las cadenas tréficas (Hernandez, 2023). De acuerdo a (MMA, 2023) , sirven como una
importante fuente de alimento para muchas especies, incluyendo aves, murciélagos,
peces, reptiles y otros insectos (Medium multimedia de marketing digital, 2023). Las
larvas de mosquitos, en particular, son consumidas por peces y otros animales acuaticos
(Walshe et al., 2017). Mientras que los mosquitos adultos son cazados por aves

insectivoras y murciélagos (Richter, 2020).

Aungue puede parecer contradictorio, los mosquitos también desempefian un papel en
el control de poblaciones de otras especies, ya que actian como depredadores y
reguladores de poblaciones de otros insectos, como las larvas de mosquitos que se

alimentan de larvas de otros insectos en cuerpos de agua (Fischer, 2016).

Algunas especies también contribuyen a la polinizacion de plantas al alimentarse del
néctar de flores. Aunque no son tan efectivos como otros polinizadores como las abejas,

aun desempefian un papel en la reproducciéon de algunas plantas (SINC, 2020).




Cuando mueren, sus cuerpos se convierten en una fuente de nutrientes para otros
organismos en el ecosistema. Los descomponedores como bacterias y hongos
descomponen los cuerpos de los mosquitos muertos, liberando nutrientes esenciales de

vuelta al suelo y al agua (MMA, 2023).

Aunque pueden ser considerados plagas en si mismos, ciertas etapas de su ciclo de
vida, como las larvas, pueden ser utilizadas en el control de plagas de moscas y otros
insectos. Algunas especies de peces, anfibios, salamandras y aves se alimentan de las
larvas de mosquitos en estanques y pantanos, ayudando a mantener bajo control las

poblaciones de otros insectos (Fernandez, 2024).

La diversidad de especies también contribuye a la biodiversidad general de los
ecosistemas. Los diferentes tipos ocupan una variedad de nichos ecoldgicos y
proporcionan oportunidades para la coevoluciéon y la adaptacion en otras especies que
interactdan con ellos. La presencia y la abundancia de ciertas especies de mosquitos
pueden servir como indicadores de la salud general del ecosistema (Rodriguez, 2008).
Los cambios en las poblaciones de mosquitos pueden reflejar alteraciones en la
disponibilidad de habitats acuaticos, la calidad y disposicién del agua, la Incidencia de
la Precipitacion, el area geogréfica, variacion de las temperaturas, humedad relativa,
vegetacion disponible en la zona, el uso de pesticidas en su control y la urbanizacién de
la zona (Marquez et al., 2019; Richter-Boix, 2020).

Los mosquitos en salud publica

Las enfermedades por vectores son consideradas un cimulo de patologias abarcando
bacterias, virus y parasitos los cuales se diseminan por medio de la picadura del
mosquito. Segun la WHO cerca de un 17% de las enfermedades transmisibles en el

mundo es responsabilidad de los vectores (World Health Organization, 2017).

En el afio 1950 en México se introdujo el Dengue, mientras que el Zika se presento en
2016 y el Chinkunguya en 2014 (Irecta, 2019). La OMS coloca a México como el pais
gue ocupa el quinto lugar de incidencia de Dengue en América Latina (Ramirez-Zepeda
et al., 2009; Mora-Covarrubias et al., 2010).



https://www.meteored.com.ar/autor/marina-fernandez/

De acuerdo a un dictamen de la Organizacion de las Naciones Unidas se estima que
mas del 68% de la poblacidn global en 2050 resida en areas urbanas. En respuesta a
esta amenaza, los esfuerzos de salud publica se centran en la prevencion y el control de
mosquitos. Esto incluye medidas como la eliminacion de criaderos, el uso de insecticidas
quimicos y la educacion publica sobre practicas de prevencién, como el uso de

repelentes y el mantenimiento de recipientes de agua limpios (ONU, 2022).

Las enfermedades por vectores al afio se presentaron cerca de 750,000 descensos
ocasionados por mosquitos vectores representando un 17% de todas las enfermedades
(EL COLEGIO NACIONAL, 2022; WHO, 2020). En el pais se confirmaron 45,982 casos
de Dengue, presentando cuatro veces mas que el afio anterior, al igual que 103
defunciones. De los casos confirmados un 66% corresponden a los estados de Morelos,
Puebla, Veracruz, Yucatan y Quintana Roo (SINAVE, 2023).

En el transcurso de los afios 2001 y 2016 la Organizacion Mundial de la Salud reporté
6.8 millones de defunciones por malaria. En 2015 se registraron 212 millones de casos
donde, 429,000 pacientes perdieron la vida representando a nifios menores de 5 afos
con un 70% (WHO, 2016).

La jefa de la unidad de epidemiologia de los servicios de salud de Oaxaca dio a conocer
tres defunciones por mosquitos, tratdndose de 2 mujeres de 35 y 69 afios y un menor,
todos los casos fueron reportados en el periodo de julio a agosto. Reportando hasta la
semana 41 alrededor de 109 casos de los cuales 60 son del sexo femenino y 49

masculinos sumando un total de 325 casos confirmados (SSO, 2023).

Biologia y taxonomia de Aedes aegypti
. Generalidades del mosquito del Dengue Aedes aegypti

La alimentacion se basa dependiendo a la etapa en larvas dependen de
macroorganismos presentes en el agua, mientras que los huevos y pupas no se
alimentan (Alcocer et al., 2020). En etapa adulta se alimentan de néctar de flores y jugos

de frutos para obtener energia. Las hembras necesitan alimentarse de sangre para
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producir huevos, éstas obtienen el 95% de su sangre por humanos, siendo la razén de
ser considerado como un vector tan eficaz (EGE-IEGEBA, 2016; Lorca, 2023). Durante
la toma de sangre el individuo introduce su saliva al torrente sanguineo de la fuente de
alimento logrando transmitir aguellos parasitos que son compatibles a su fisiologia (Tn,
2016).

El habitat del Aedes aegypti se caracteriza por la presencia de agua estancada, ya que
las hembras de este mosquito depositan sus huevos en lugares con estas caracteristicas
(Ascarza, 2022). En Africa las larvas pueden encontrarse en huecos de arboles, zonas
hamedas, pantanosas. En la mayoria de paises suelen encontrarse en cavidades
artificiales neumaticos, depdsitos de plastico o metal o de manera secundaria en areas

naturales, charcos y cuerpos de agua (Tinker, 1976).

. Origen y distribuciéon del mosquito del Dengue Aedes aegypti

Su origen data de Africa en el cinturén tropical. Su diseminacion en América en los siglos
XV Y XVI fue ocasionada por el ser humano con la utilizacién de transporte acuatico,
aéreo y terrestre (Agrelo, 1996). El término "aegypti" en su nombre cientifico sugiere una
conexion con Egipto, pero en realidad, su presencia en Egipto y otros lugares fuera de
Africa probablemente se deba a la introduccion por medio de actividades humanas, como
el comercio y la migracién (Intra Med, 2016). Su distribucién en nivel mundial fue
originada después de la segunda guerra mundial durante el movimiento de los soldados
(WMP, 2012).

Se puede encontrar en regiones de América del Sur, América Central, el Caribe, partes
de América del Norte, Africa, el Medio Oriente, el sudeste asiatico y el sur de Asia. Sin
embargo, su presencia puede ser variable dentro de estas regiones, dependiendo de
factores como el clima, la disponibilidad de habitats adecuados y los esfuerzos de control
de mosquitos (Seppa, 2015). La distribucion esta limitada por la altura. Se ha observado
en altitudes elevadas en las regiones mas calidas de India y Colombia, pero
generalmente no se encuentra por encima de los 1000 metros sobre el nivel del mar

(Lozano-Fuentes et al., 2002).
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Taxonomia del mosquito del Dengue Aedes aegypti
»= Reino: Animal

= Phylum: Arthropoda.

= Superclase: Hexapoda.

» Clase: Insecta.

= Orden: Diptera.

= Familia: Culicidae.

= Subfamilia: Culicinae.

= Género: Aedes, (Meigen, 1818).

= Subgénero: Stegomyia, (Theobald, 1901).

= Especie: Aedes aegypti, (Linnaeus, 1762).
(Sulcay Oliver, 2023).

Morfologia del mosquito del Dengue Aedes aegypti
Aedes es el género con mayor importancia en transmitir enfermedades, presenta una

serie de caracteristicas morfoldgicas distintivas que lo diferencian de otras especies
de mosquitos, son caracterizados por poseer palpos mas cortos a la probdéscide con
la cual se ve diferenciado a los anhophelinos (Rosario, 2019). Cuenta con cuerpo
pequefio de 5 a 10 milimetros de tonalidad café oscuro poseedor de escamas
blanquecinas plateadas dandole a las patas y abdomen aspecto de bandas. Los
machos presentan antenas plumosas y no se alimentan de sangre al contrario que

las hembras presentando habitos hematéfagos (INSPI, 2014).

La cabeza es relativamente grande en comparacion con el resto del cuerpo, la parte
frontal de la cabeza, tienen un par de antenas largas y delgadas, que utilizan para
detectar olores y sonidos en su entorno (Aldama, 2019). También tienen un par de
0jos compuestos grandes y facetados, que le permite una visibn muy sensible al
movimiento (CDC, 2024). La probdscide, o aparato bucal, es una estructura alargada
gue sobresale de la parte frontal de la cabeza y esta formada por dos piezas llamadas
"palpos” y una estructura en forma de aguja llamada "estilete” (Nelson, 1986). Las
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hembras utilizan la probdscide para perforar la piel y extraer sangre, mientras que los
machos se alimentan de néctar y no tienen la capacidad de picar.

El térax es robusto y alberga los musculos necesarios para el vuelo. Las alas, patas
y organos sensoriales estan unidos al térax (Macia, 2023). En la parte dorsal del torax,
los mosquitos tienen un patrén caracteristico de rayas blancas o plateadas, que
puede ser util para identificar la especie (National geographical, 2023). El abdomen
es la parte mas larga del cuerpo del mosquito y contiene los 6rganos internos,
incluyendo los sistemas digestivo y reproductor. En las hembras, el abdomen puede
expandirse significativamente después de alimentarse de sangre, mientras que en los
machos permanece mas delgado (Lundquist, 2018). Posee seis patas delgadas y
largas, que utilizan para caminar, trepar y sostenerse mientras se alimentan (Blasco,
2016). Cada pata esta compuesta por segmentos articulados y termina en garras

afiladas que les permiten aferrarse a superficies (Soria, 2021).

. Ciclo de vida del mosquito del Dengue Aedes aegypti

Este ciclo de vida completo, desde el huevo hasta el mosquito adulto, puede tardar de 7
a 10 dias en condiciones Optimas, aunque puede variar segun la temperatura y la
disponibilidad de agua.

Huevo: El ciclo de vida comienza cuando la hembra adulta se alimenta de sangre, busca
un lugar adecuado para depositar sus huevos en recipientes de agua estancada como
charcos, neumaticos viejos, jarras, floreros o cualquier otro contenedor que pueda
retener agua, este mide 1 milimetro y cuando es ovipositado es color blanco y se torna
negro brillante al paso del tiempo, durante la postura son fecundados e inicia su
desarrollo embrionario el cual se logra en un lapso de 48 horas (Montero, 2009). Los
huevos son colocados en grupos, formando flotillas "rafts" que flotan en la superficie del
agua (Otero et al., 2008). Frente a la sequia resisten hasta 8 meses y pueden sobrevivir
en condiciones adversas hasta que las condiciones sean adecuadas para eclosionar
(Farnesi et al., 2009).
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Larva 5 dias: Cuando las condiciones son favorables, los huevos eclosionan y liberan
larvas, también conocidas como "mosquito acuatico o maromeros" (Madrid, 2014). De
acuerdo a Our Water Our World las larvas son acuaticas pueden ver dentro del agua son
activas y se alimentan de microorganismos presentes en el agua incluyendo algas,
bacterias y otros materiales organicos (OWOW, 2008). Durante esta etapa, pasan por
varias mudas o instares, mediante los cuales mudan su exoesqueleto varias veces para
crecer y desarrollarse (ENVU, 2019). Suele confundirse con otras especies por el
aspecto de su cabeza, térax ovoide y segmentacion de 9 en el area abdominal (Gutiérrez,
2017). En el segmento posterior se localizan 4 branquias lobuladas encargadas de la
regulacién osmotica y un sifén con el cual respira (Montero, 2009). La duracion de esta
etapa dependera de las condiciones ambientales con temperaturas de 25° a 29° (Garcia-
Martinez, 2018).

Pupa 2-3 dias: Después de la ultima muda conocido como cuarto instar, la larva se
transforma en una pupa. La pupa es un periodo de transicién en el que el mosquito no
se alimenta, es mas inmavil y tiene una forma caracteristica en "coma" (Chorda’, 2014).
Durante esta etapa se desarrollan las estructuras internas y externas necesarias para la
vida adulta del mosquito, respira a través de tubos respiratorios, que emergen en la

superficie del agua (Williams y Pinto, 2012).

Adulto: Después de unos dias en la etapa de pupa, emerge a la superficie el adulto
rompe la piel de la pupa y sale a la superficie del agua, donde sus alas se despliegan y
se secan (Popa, 2011). En esta etapa, los mosquitos son capaces de volar, las especies
Aedes aegypti y A. albopicus no vuelan largas distancias por lo general no pasan los 50
metros, por lo que prefieren vivir cerca de las personas y buscar alimento, que en el caso
de las hembras incluye la sangre necesaria para desarrollar los huevos, mientras que los
machos se alimentan de néctar y jugo de plantas (Montero, 2009). Los mosquitos adultos
pueden vivir varias semanas durante las cuales buscan un compafiero para aparearse y
continuar el ciclo de vida, dependiendo de las condiciones ambientales y la disponibilidad
de recursos (DPS, 2024).
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Métodos de control implementados y dafios provocados

El A. aegypti se reproduce en recipientes de agua artificiales por lo general con volumen
reducido, colocando sus huevos en las orillas de botellas, tanques, latas, entre otros que
cuenten con areas proximas a viviendas puesto a que si se realizan aplicaciones de
control en areas verdes estos tengan un efecto nulo sobre ellos (CDPH, 2017). Una parte
fundamental para el control es eliminar los habitats que se localicen en alrededores de
viviendas de forma que no tenga lugar para colocar huevos. El utilizar barreras
estructurales impidiendo las picaduras de las hembras interrumpiendo la obtencién de

nutrientes y por ende la maduracion de huevos (EPA, 2024).

Segun la Unidad de control de vectores de Puerto Rico “los larvicidas” son productos
guimicos que se pueden aplicar directamente a las fuentes de agua para controlar las
larvas de mosquitos. Estos productos estan disefiados para atacar y matar las larvas de
mosquitos antes de que maduren y se conviertan en adultos” (Xavierprvcu, 2019). De
acuerdo al centro para el control y prevencion de enfermedades los insecticidas
catalogados como adulticidas son implementados para mantener el control y erradicar la
poblacion de mosquitos adultos (CDC, 2020). El registro de productos disponibles de
EPA esta constituido por organofosforados, piretrinas naturales y piretroides sintéticos
(CDC, 2024).

El uso excesivo de un mismo insecticida genera una resistencia en los insectos,
favoreciendo la transmisién de muchas enfermedades (Bisset, 2002). Los pesticidas
pueden contaminar la tierra y el agua, lo que puede tener impactos negativos en los
sistemas naturales. Ademas, la exposicidon a los pesticidas puede ser perjudicial para la
salud humana, especialmente si se utilizan en areas densamente pobladas o de forma

incorrecta.

La exposicioén directa a los pesticidas ha sido vinculada con una variedad de problemas
de salud, desde irritacion ocular y de la piel hasta efectos neurologicos y cancer (Calvo-
Trujillo, 2019). La Organizacion Mundial de Salud ha calculado alrededor de 20,000
defunciones anualmente como consecuencia de la exposicidén a insecticidas de grados

toxicolégicos elevados (WHO, 1990).
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Las plantas como recursos con potencial en el control de plagas
* Importancia

Desde la antigledad, la gente ha utilizado las plantas para controlar las plagas y este
uso continda hasta el dia de hoy. La planta se utiliza en todos los continentes para
controlar insectos, aves, mamiferos y otros organismos que atacan cultivos y productos
almacenados y afectan a humanos, ganado y otros animales domésticos (Villavicencio-
Nieto, 2010). Las plantas ofrecen un potencial considerable en el control de plagas,
gracias a una variedad de mecanismos naturales que pueden ayudar a mantener a raya
a los insectos no deseados y otros organismos perjudiciales, algunas plantas tienen
propiedades repelentes que actlian como barreras naturales contra las plagas (Zelaya-
Molina et al., 2022). Estos repelentes pueden ser compuestos volatiles emitidos por las
plantas que ahuyentan a los insectos, como es el caso de la citronela, conocida por su

capacidad para repeler mosquitos (Cantua et al., 2019).

Otro enfoque consiste en cultivar plantas que atraigan insectos beneficiosos, como
mariquitas, avispas parasitoides y otros depredadores naturales de las plagas
(Amarasekare, 2020). Estos insectos beneficiosos pueden ayudar a controlar las
poblaciones de plagas al alimentarse de ellos o parasitar sus huevos, lo que ayuda a

mantener el equilibrio ecoldgico en la agricultura.

Algunas plantas también producen compuestos quimicos naturales con propiedades
insecticidas, que pueden ser utilizados en formulaciones de insecticidas orgénicos
(Munro, 2014). El piretro, fue utilizado por primera vez en 1900, realizo un extracto de
crisantemo puesto que contiene el principio activo como insecticida (Ramirez y Lasacafia
2001; Ansari et al., 2013; Castillo Chavarria y Barba Martinez, 2017).

+ Metabolitos secundarios
El cimulo de reacciones en el organismo conforman el metabolismo donde

mayoritariamente el carbono, energia y nitrdgeno terminan en moléculas comunes,
necesarias para el funcionamiento de un organismo tratAndose de azUcares,

aminoacidos, nucledtidos y lipidos constituyendo los metabolitos primarios (Carril, 2009).

Al resultado final de los metabolitos primarios se denominan metabolitos secundarios,

mientras que los productos metabolicos necesarios para el crecimiento del organismo
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intervienen en las interacciones ecologicas entre las plantas y el medio ambiente, actian
como defensa contra depredadores y patdgenos, como agentes alelopaticos que afectan

a otras plantas y atraen a polinizadores o dispersores de semillas (Camacho, 2020).

Muchos de estos metabolitos secundarios son sustancias quimicas muy valiosas que se
utilizan habitualmente en alimentos, cosméticos y productos farmacéuticos. También se
utiliza como agente anticancerigeno y antiinfeccioso y es una fuente importante para el

desarrollo de farmacos (Cortés, 2013).

Actlian como mediadores, interviniendo en las funciones de la planta o de los organismos
que interactlan, y participan en las respuestas a innumerables variables ambientales y
de interacciones bidticas (Mencia, 2022). Algunos estudios sugieren que los metabolitos
secundarios presentes en la mayoria de las plantas ejercen efectos bactericidas o
bacteriostaticos, antihelminticos, anticancerigenos, antioxidantes e inmunoestimulantes,
lo que lo hace dutiles en la alimentacion animal y como medicamentos, saborizantes,

pigmentos y drogas recreativas (Hernandez-Alvarado, 2018).

+ Métodos de obtencion
La obtencién de metabolitos secundarios puede variar dependiendo del tipo de

compuesto y de la fuente de origen, ya sea plantas, microorganismos u otros organismos
(Vélez-Terranova et al., 2014). Sin embargo, algunos métodos comunes de obtencion
incluyen extractos solventes, este método implica el uso de solventes organicos para
extraer los metabolitos secundarios de la materia prima (Handa et al., 2008). La planta,
microorganismo u otro material se macera o tritura y luego se agita con un solvente
adecuado, como etanol, metanol o cloroformo (Ringuelet, 2013). Los metabolitos
secundarios se disuelven en el solvente y se separan de los componentes insolubles
mediante filtracion o centrifugacién (Castillo, 2009). Posteriormente, el solvente se
evapora para obtener el extracto crudo, que puede ser sometido a procesos adicionales
de purificacion (TEC, 2021).

Mientras la extraccion asistida por ultrasonido es una técnica que facilita y disminuye el
tiempo de la extraccion de metabolitos secundarios (Torres-Valenzuela et al., 2020). La

muestra se coloca en un solvente adecuado y se somete a ultrasonido, lo que aumenta
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la velocidad y la eficiencia de la extraccion al romper las paredes celulares y facilitar la
liberacion de los compuestos deseables (Pérez et al., 2018).

El método de cronografia de columna se utiliza para purificar y separar los metabolitos
secundarios a partir de extractos crudos (Corzo, 2019). El extracto se carga en una
columna cromatografica, que esta rellena con un adsorbente adecuado, como silice gel
o resina de intercambio i6nico. Los metabolitos se separan en la columna segudn sus
diferencias en afinidad por el adsorbente y su interaccion con el solvente mévil. Se
recogen fracciones individuales y se analizan para determinar la presencia y la pureza

de los compuestos de interés (Lépez et al., 2005).

El eucalipto blanco Eucalyptus globulus como una fuente de recursos quimicos

. Generalidades del eucalipto

Nombre Cientifico: Eucalyptus globulus Labill
Familia: Myrtaceae

Nombre Espafiol: Eucaliptus

De origen austral localizado en climas templados, semisecos, semicalidos y célidos de
500y los 2500 msnm (Vinueza, 2013). Conocida como una de las primeras especies en
el mundo. Su origen trasciende de zona este, sudeste y areas pequefias de la costa
oeste de Tasmania de igual forma de las islas del estrecho de Bass y el area sur de
Victoria en Australia (Balmelli, 1995). Las condiciones de temperatura 6ptima maxima
son de 20°C a 23°C, con minimas entre 0°C y 8°C, su precipitacion media anual se

encuentra entre 600 y 1400mm (Marco et al., 2000).

Descripcidn botanica, es un arbol grande que puede alcanzar alturas de hasta 50 metros,
aungue generalmente se mantiene mas corto en cultivo (Renobales et al., 2001). Tiene
un tronco recto y cilindrico que puede alcanzar un diametro de hasta 2 metros. La corteza
es caracteristicamente lisa y de color azul-grisaceo, que se desprende en tiras largas y
delgadas para revelar una corteza subyacente de color blanco o verde claro (Vinueza,

2013). Las hojas son lanceoladas, alternas y sésiles (sin peciolo). Tienen un color verde
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azulado caracteristico y son relativamente grandes, midiendo entre 15 y 35 centimetros
de largo y 2-3 centimetros de ancho. Las hojas jovenes suelen ser mas redondeadas y
de un tono mas azul intenso que las hojas maduras (Von, 1880). Las flores son pequeiias
y blancas, con numerosos estambres amarillos que sobresalen. Se agrupan en
inflorescencias axilares llamadas umbelas, que surgen de los nudos de las hojas
(Lorenzo-Céceres, 2007). Los frutos son capsulas lefiosas globosas que contienen
numerosas semillas diminutas. Las capsulas maduras se abren para liberar las semillas,
y a menudo permanecen en el arbol durante periodos prolongados (Majada et al., 2012).
El sistema radicular de E. globulus es profundo y extenso, lo que le permite acceder a
agua y nutrientes incluso en suelos pobres. Las hojas y la corteza del eucalipto tienen un

aroma caracteristico, que es fuerte y refrescante (Jiménez , 2015).

El eucalipto azul es una especie arbérea conocida por su rapido crecimiento y su
adaptabilidad a una amplia variedad de condiciones de suelo (Iglesias, 2018). En el
campo de la edafologia, el estudio de como interactia esta especie con el suelo revela
aspectos importantes para su cultivo exitoso. El pH del suelo es un factor crucial para el
crecimiento del eucalipto azul. Aunque puede tolerar una amplia gama de pH, desde
acido hasta alcalino, prefiere suelos ligeramente &cidos a neutros, con un rango éptimo
entre 5,5y 7,5. Esto influye en su capacidad para absorber nutrientes del suelo y afecta

su desarrollo (Quiroz y Toro, 2007).

Otro aspecto relevante es el drenaje del suelo. Eucalyptus globulus prospera en suelos
bien drenados, lo que evita problemas como el encharcamiento que pueden ser
perjudiciales para sus raices (Carrién, 2007). Las texturas de suelo francas a franco-
arenosas son las preferidas, ya que permiten una buena aireacion y un adecuado
crecimiento radicular (Trujillo , 2013). La disponibilidad de nutrientes en el suelo también
es crucial para el crecimiento de esta especie demandante en nitrégeno y fésforo, y la
falta de estos nutrientes puede limitar su desarrollo. En suelos pobres en nutrientes,
puede ser necesario aplicar fertilizantes para satisfacer sus requerimientos (Smethurst
and Wang, 1998).
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Por otra parte, su rapido crecimiento y capacidad para extraer recursos del suelo pueden
afectar la biodiversidad y la estructura de la comunidad vegetal en areas donde se cultiva

en grandes cantidades (Elosegi, 2020).

. Usos y etnobotéanica del eucalipto blanco Eucalyptus globulus

En este sentido, los estudios etnoboténicos son una base importante para el desarrollo
de planes de salud, que incluyan la conservacion y aprovechamiento sustentable de los
recursos floristicos (Sotero-Garcia et al., 2016), sefaldo que la transmisién de
conocimientos tradicionales en las dos ultimas décadas del siglo XX se vio afectada por
la rapida disminucion de la vegetacion y los cambios sociales, econdmicos y culturales.
La especie tiene una serie de aplicaciones etnobotanicas y medicinales que han sido

utilizadas durante siglos en diversas culturas (Imaicela, 2014).

Durante el siglo XIX, el eucalipto se introdujo en Europa y rapidamente se hizo popular
porque se aprovechaban sus propiedades por médicos, farmacéuticos, boticarios y otros
del sector salud de la Ciudad de México (Vega y Ortega, 2016). Es por esta razon que el
eucalipto fue apreciado por los cientificos de la década de 1870 como una especie de
interés, particularmente para ciertos miembros de la Academia de Medicina de México,
guienes se comprometieron a presentar la planta a experimentos quimicos clinicos para
determinar “procesos fisioldgicos” de uso médico y se utilizé en la preparacion para tratar
afecciones respiratorias como resfriados, gripe, bronquitis y asma. En algunos lugares,
se plantaron arboles de eucalipto en zonas pantanosas para drenar el agua y combatir
la malaria (Paul, 1998).

Las hojas del eucalipto blanco se han utilizado tradicionalmente para preparar infusiones
que se utlizan para tratar problemas respiratorios. También se utiliza como
descongestionante nasal y para aliviar el dolor de garganta. Posee propiedades
antisépticas, cicatrizantes, antiinflamatorias, inmunoestimulantes, entre otras, otorgados

por flavonoides, taninos, aceites esenciales y propanoides (Villareal et al., 2022).

El aceite esencial de eucalipto blanco se ha utilizado en la aromaterapia y en productos
para el cuidado personal, como cremas y lociones. También se utiliza como repelente de

insectos y como desinfectante (Botanical-online, 2021).
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Se ha utilizado ampliamente en la industria maderera para la produccion de pulpa de
papel, madera para la construccién y otros productos derivados. Su rapido crecimiento y
la calidad de su madera lo convierten en una opcion atractiva para la industria
forestal(Ruiz et al., 2006). La produccion esta dividida en lefia para pulpa con un 85%,

productos de madera o postes en 10% y un 5% en madera serrada de acuerdo a la FAO.

. Composicion quimica del eucalipto blanco Eucalyptus globulus

El eucalipto blanco contiene una gran cantidad de aceites esenciales, que son
compuestos volatiles que se encuentran en la parte superior de las hojas y son
responsables del aroma caracteristico de la planta. Uno de los principales componentes
del aceite esencial de eucalipto blanco es el eucaliptol, que es conocido por sus

propiedades antimicrobianas y antiinflamatorias (Arica, 2022).

Los taninos son compuestos poli fendlicos que se encuentran en la corteza del eucalipto
blanco. Tienen propiedades astringentes y se han utilizado tradicionalmente para tratar

problemas de la piel y la boca, asi como para detener la diarrea (Husani, 2018).

Los flavonoides son compuestos antioxidantes que se encuentran en las hojas del
eucalipto blanco. Se sabe que tienen propiedades antibacterianas y antiinflamatorias
(Torrenegra, 2019).

Se han identificado varios alcaloides en el eucalipto blanco, incluyendo la cianidina y la
guercetina. Estos compuestos tienen propiedades antioxidantes y se han demostrado

gue tienen efectos protectores sobre el dafio celular (Ayala, 2014).

Las hojas contienen un aceite esencial en el que se han identificado canfeno, cineol y
paracimeno; euglobal 1B, IC y Il A, alfa y beta-felandreno, geraniol y su acetato, iso-
fenchona, limoneno, mirceno, alfa y beta-pineno, trans-pineocarvol, terpineol, el alfa-
isomero y su acetato, y valeraldehido; ademas de los sesquiterpenos aromandreno, allo-
aromandreno, cariofileno, euglobal Ill, IV Ay IV B, globulol, epiglobulol, ledol y viridifloro
(Juarez, 2018).
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Se han detectado en las hojas los flavonoides crisin, eucaliptin, hiperdsido, procianidin
B-2 galoil, prodelfinidin B-2 galoil, prodelfinidin B-5, y su digaloil, quercetin, iso quercetin,
rutin, sewderoxilin y 8-demetil sideroxilin. El aceite esencial del fruto contiene los
monoterpenos 1-8 cineol, 6xido de linalol, beta-pineno, piperitona, terminen-4-ol, alfa,
beta y gama-terpineno; y los sequiterpenos aromandreno y el alfa-isomero, gama-
cadineno, eremofileno, globulol y alfa-gurguneno (Ahmadouch et al., 1985).

Modo de accion de los aceites esenciales sobre plagas

Los aceites esenciales contienen metabolitos secundarios obtenidos por las plantas.
Juegan un papel importante en la interaccion tanto en términos de atraccion como de
repulsion, irritabilidad y toxicidad directa, presentando mas de un mecanismo de accién.
Pueden ser toxicos para los insectos, inhibir la reproduccion y la puesta de huevos, actuar
como anti alimentarios o repelentes (Patra y Saxena, 2010; Pérez, 2011; (Schmeller et
al., 1997).

El modo de accion de los aceites esenciales sobre las plagas puede variar dependiendo
del tipo de aceite y del organismo objetivo, pero generalmente involucra varios

mecanismos.

Algunos aceites esenciales pueden causar dafio en el sistema nervioso de los insectos,
lo que les impide moverse o alimentarse adecuadamente. También pueden interferir con
los procesos de reproduccién de los insectos, lo que reduce su capacidad para aumentar
las poblaciones de plagas (Fernandes y Favero, 2014).

La cuticula es la capa que recubre el exoesqueleto de los insectos y les proporciona
proteccion contra el medio ambiente. Algunos aceites esenciales pueden penetrar la
cuticula y dafar los tejidos internos de los insectos, lo que causa dafio fisico y

eventualmente les causa la muerte (Toloza, 2010).

Se ha demostrado que algunos aceites esenciales tienen efectos similares a las
hormonas de los insectos, lo que puede interferir con su desarrollo, reproduccion y
crecimiento. Esto podria reducir las poblaciones de plagas de manera efectiva al limitar

su capacidad para reproducirse y, por lo tanto, expandir su poblacion (Suazo et al., 2012).
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Capitulo 3

MATERIALES Y METODOS
El estudio se realiz6 en la Bioplanta de Produccién Masiva de Nematodos del Centro

Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional Unidad Oaxaca
(CIIDIR-OAXACA), del Instituto Politécnico Nacional (IPN), ubicado en Santa cruz
Xoxocotlan, Oaxaca, México (17°03°35.28” N, 96°53°51.84” W).

Cria del mosquito Aedes aegypti

Se recolectaron larvas y pupas de Ae. aegypti en aguas residuales de las piletas

artificiales ubicadas en la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales de la cabecera
municipal de la Villa de Zaachila, Oaxaca (16°54'52.8"N 96°45'23.8"W). Estos

especimenes fueron trasladados al Laboratorio y se colocaron en bandejas de plastico
conteniendo 300 ml de agua de la llave para facilitar su eclosion. Las larvas fueron
alimentadas con alimento molido para peces tilapia hasta que alcanzaron la fase de
pupa. Las pupas fueron transferidas a recipientes con 300 ml de agua y se introdujeron
en jaulas entomoldgicas de dimensiones 60x60x60 cm para permitir la emergencia de
los adultos. Los adultos machos fueron alimentados con una solucion azucarada al 10%,
preparada con azucar refinada comercial, mientras que las hembras se alimentaron con
sangre de gallina. Esta sangre se proporcion6 colocando una gallina inmovilizada dentro
de la jaula durante 1.0 hora. La cria de mosquitos se mantuvo a 27°C, 60-70 % de
humedad relativa y un fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad (Granados-

Echegoyen et al., 2019).

Recoleccion y preparacion de material vegetal

Se recolectaron hojas frescas de E. globulus en el Centro Interdisciplinario de
Investigacion para el Desarrollo Integral Regional Unidad Oaxaca (CIIDIR-OAXACA),
Santa cruz Xoxocotlan, Oaxaca, México (017°01°47” N, 096°43'21” W). La seleccion de
la planta se baso en sus propiedades aromaticas, disponibilidad y frecuencia de uso entre
los habitantes, como se menciona en los estudios de Bouchra et al. (2003) y Ansari et al.

(2012). La identificacién taxonémica fue realizada por el curador del herbario de CIIDIR-
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OAX. Después de lavar la planta con agua del grifo, se colocaron sobre hojas de
periddico para que se secaran en el interior y posteriormente se pulverizd hasta obtener

un polvo fino utilizando un molino mecanico.

Método de extraccion de aceite esencial de E. globulus

El método de extraccion se llevd a cabo con el sistema de recirculacion de agua
aromatica utilizando un aparato tipo Clevenger adaptado con un horno de microondas
convencional (SAMSUNG MW1235WB, 1.1 ft3, 2450 MHz). Se emple6 una relacién de
1:10 (p/v), es decir, 100 g de material vegetal por cada 1000 ml de agua. Durante el
proceso, el aceite esencial extraido se cuantific6 cada 10 minutos (intervalo de tiempo
de radiacion) y luego se permitié reposar durante 3 horas. Posteriormente, la capa de
aceite esencial se separ6 de la fase acuosa utilizando un embudo de decantacion, y el
aceite esencial resultante se escurrio utilizando sulfato de sodio anhidro (Na2SOa).
Finalmente, el aceite esencial se conservo en una botella de color &mbar a 4°C hasta su

uso.

Preparacion de las concentraciones de ensayo

A patrtir de la solucién madre de aceite esencial de E. globulus, se disolvieron 0,8 mL de
aceite en 10 mL de agua destilada, con la adicién de 0,001% de polisorbato (Tween-20)
como agente emulsionante, para preparar las diferentes concentraciones de prueba. Se
asignaron concentraciones de 75, 150, 300, 600 y 800 partes por millén (ppm) por

cuadruplicado para cada una de las 80 larvas evaluadas (Arendrup et al., 2021).

Bioensayo larvicida

Para investigar el efecto de la mortalidad en las larvas de segundo estadio temprano de
Ae. aegypti, el estudio evaluo su desarrollo durante tres dias consecutivos y durante 17
dias después de la aplicacibn del tratamiento. Se siguieron los procedimientos
normalizados de la Organizacion Mundial de la Salud, con algunas modificaciones, para
observar las diferentes etapas de desarrollo, incluidos el segundo, tercer y cuarto estadio,
asi como las pupas y los adultos (Teshome et al., 2023). Los ensayos experimentales se
llevaron a cabo con 20 larvas colocadas en vasos de plastico que contenian 99 mL de

agua destilada y 1 mL de aceite esencial. La mortalidad se evalud utilizando dos criterios:

24

—
| —



primero (1), cuando una larva no mostraba movimientos similares a los del Grupo
Control; y segundo (2), cuando una larva no mostraba ninguna reaccion después de ser
molestada con un pincel en el sifén de su region cervical. Cada tratamiento se repitio

cuatro veces.

Inhibicion del crecimiento

En el bioensayo, se emplearon larvas tempranas de segundo estadio debido a su mayor
sensibilidad y vulnerabilidad a los tratamientos experimentales, lo que facilita una
evaluacion mas precisa y fiable del efecto inhibidor de las sustancias en estudio.
Ademas, este estadio fue seleccionado por la uniformidad en el tamafio y la edad de las
larvas, lo que reduce la variabilidad en los resultados. Cada unidad experimental
consistié en un vaso de plastico de 125 mL lleno con 99 mL de agua destilada y 20 larvas.
A cada unidad experimental se le afladi6 1 mL de las concentraciones utilizadas. Se
incluyé un control sin aplicacion del tratamiento en cada bioensayo. Cuando el control
sin aplicacion alcanzé entre el 90% y el 93% de pupacién, se registré el nimero de

organismos vivos y muertos (larvas y pupas), asi como el numero de adultos emergidos.

Se consider6 que un adulto estaba muerto si permanecia atrapado en la exuvia pupal,
mientras que una larva o pupa muerta mostraba movimientos anormales al ser molestada
con una aguja de diseccién, siguiendo la metodologia de Granados-Echegoyen et al.
(2014). Con la informacion recopilada, se cuantifico la inhibicion relativa del crecimiento
(IGR) utilizando la férmula de Zhang et al. (1993).

4 > (N° de insectos vivos * estadio del insecto) + > 4 [N° de insectos muertosx(estadio
del insecto].

RGI=1

(N° total de insectos evaluados = total de fases del insecto)

donde 1, 2, 3y 4 corresponden al segundo, tercer y cuarto instar, y a los estadios pupales

del insecto, respectivamente. El nimero de insectos utilizados por concentraciéon fue de
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80, con un numero total de fases de insectos inmaduros de cuatro (larvas de segundo,

tercer y cuarto estadio, y una pupa).

Los datos de RGI de los mosquitos tratados con el aceite esencial de E. globulus se
agruparon en las categorias propuestas por Arivoli y Tennyson, (2013), con algunas

modificaciones, como sigue:

- — Sin actividad inhibidora del crecimiento (RGI = 1,00).

+ — Baja actividad inhibidora (0,75 = RGI = 0,99).

++ — Actividad inhibidora moderada (0,50 = RGI = 0,74).

+++ — Elevada actividad inhibidora del crecimiento (0,25 = RGI = 0,49).

++++ — Actividad inhibidora del crecimiento muy elevada (0,00 = RGI = 0,24).

El grupo de control, que contenia 80 larvas, fue tratado con 400 mL de agua destilada en
lugar del aceite esencial. Se establecié un control positivo con el uso de un insecticida
organofosforado utilizado por la Secretaria de Salud de México conocido como ABATE®
1 SG (Temefos) a la concentracion de 200 mg/mL (dosis recomendada) ajustada al

volumen.

Andlisis estadistico y disefio experimental

Los bioensayos se llevaron a cabo individualmente bajo un disefio experimental
completamente aleatorizado para cada variable estudiada. Se verifico la normalidad de
los errores mediante la prueba de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de las varianzas
mediante la prueba de Bartlett. Se realizaron andlisis de varianza (ANOVA) de una via 'y
comparaciones de medias utilizando la prueba de Tukey (con un nivel de significancia de
p < 0,05) como prueba post hoc, utilizando el software Minitab version 18.1. Los datos
de mortalidad de cada ensayo de concentracion fueron sometidos a un analisis Probit
para estimar los valores de CL50 y CL90 (Amelia-Yap, 2023). En las tablas presentadas,
se muestran las medias y desviaciones estandar para las variables de mortalidad e indice

de crecimiento relativo. Las concentraciones letales se expresan como medias y errores
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estandar de la media con intervalos de confianza del 95%, lo que proporciona un rango
de valores que cumplen con las normas de fiabilidad.
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Capitulo 4
4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Bioensayo larvicida

El incremento en la concentracion del compuesto quimico esta asociado con un aumento
en la mortalidad acumulada, y estas diferencias son estadisticamente significativas entre
las diversas concentraciones analizadas en el estudio.

Durante el bioensayo, se llevé un registro diario durante tres dias consecutivos después
de aplicar el aceite esencial. En las primeras 24 horas (F=875.71, gL=7.24, p<0.001,
r’=99.62), la concentraciéon de 800 ppm caus6 una mortalidad significativa del 81.25%,
demostrando ser mayor en comparacion con el grupo expuesto a 600 ppm, donde la
mortalidad no supero6 el 50%, alcanzando solo un 6.25%, y al ser comparado con el grupo
control.

Por otro lado, la concentracién de 300 ppm no registré mortalidad en el primer dia, pero
alcanzé el 10% en el segundo y el 51.25% en el tercero. En contraste, las
concentraciones de 75y 150 ppm no provocaron mortalidad en los primeros tres dias,
indicando que estas concentraciones necesitan mas tiempo para mostrar su efecto.

Tanto el grupo control positivo como el negativo tuvieron los mismos resultados: el control
positivo mostré una mortalidad del 100% en todas las ocasiones, mientras que el control
negativo no present6 mortalidad en absoluto, lo que demuestra que el tratamiento sin
exposicion no tuvo ningun efecto. (Cuadro 1).

Cuadro 1. Actividad larvicida de aceite esencial de Eucalyptus globulus durante tres dias
consecutivos sobre larvas del mosquito Aedes aegypiti.

Concentration N° Mortality Acumalted
(ppm) Larvae  N° of larvae by days (h)

(4rep.) 4 48 72
800 80 81.25+7.50b 95.00+4.08 a 100.00 £ 0.00 a
600 80 6.25+2.50c 67.50 £ 8.66 b 100.00 £ 0.00 a
300 80 0.00+0.00c 10.00+4.08 c 51.25+8.54 b
150 80 0.00+0.00c 0.00+0.00d 0.00+0.00c
75 80 0.00+0.00c 0.00+0.00d 0.00+0.00c
Control AGUA 80 0.00+0.00c 0.00+0.00d 0.00+0.00c
CONTROL POLI 80 0.00+0.00c 0.00+0.00d 0.00+0.00c

Control ABATE

horas).

80

100.00 £ 0.00 a

—
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100.00+0.00 a
Los datos representan las medias de cuatro réplicas (n = 80) dentro de un periodo de 3 dias (72

100.00 £ 0.00 a
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4.2. Regresion lineal de la mortalidad.

Al analizar los resultados, observamos varios aspectos importantes. En el periodo de 24
horas, determinamos que la concentracion letal 50 (CLso) es de 726.72 ppm, mientras
que la concentracion inhibitoria 90 (CLgo) es de 832.57 ppm. A las 48 horas, la CLso
disminuye a 527.58 ppm igual que la CLoo a 732.75 ppm, lo que sugiere una mayor
toxicidad con el tiempo. En el intervalo de 72 horas, las concentraciones disminuyen aun
mas, con la CLso en 299.27 ppm y la CLgo en 306.10 ppm. Esta disminucion en las
concentraciones inhibitorias con el tiempo sugiere un aumento en la toxicidad y la eficacia
del aceite para controlar las poblaciones de A. aegypti. El valor p (<0.001) indica una alta
significancia estadistica en todos los casos, lo que sugiere que las diferencias entre los
grupos observadas son altamente significativas y poco probables de ocurrir al azar.
Mediante el andlisis Probit de regresion lineal, obtuvimos las concentraciones que
controlan el 50% y el 90% de la poblacion de A. aegypti. Los resultados indican un efecto
significativo del aceite esencial de E. globulus en los organismos, mostrando que este
compuesto puede inducir una mortalidad considerable en los organismos expuestos,

incluso a concentraciones relativamente bajas (Cuadro 2).

Cuadro 2. Analisis de regresion lineal Probit para las concentraciones letales medias que
controlan la poblacién de mosquitos A. aegypti tratados con aceite esencial.

Tiempo | CL m CL m
(h)p so(ppm) s (ppm) Slope (SE) x? (df) z-value p-value

24 726.72 £ 10.78 832.57 £ 15.85 -8.79 (1.00) 0.0000009 (4) -8.75 <0.001
(704.89 - 748.25) | (805.58 - 870.17)

48 527.58 £ 16.36 732.75 £ 23.52 -3.29 (0.28) 1.58 (4) -11.63 <0.001
(495.19 - 560.18) | (691.12 - 785.14)

72 299.27 +240-32 |329.03 £ 9585.76 |-12.88 (4264.57) 0.00 (4) -0.00 <0.99
(%) (-

MT 279.78 £ 4236.65 | 306.10 -13.62 (3062.49) 0.00 (4) -0.00 <0.99
(*-%) 1279.81 (*- %)

MT: Mortalidad total (final del experimento); CL: Concentracion Letal; CLso: Concentracion letal que
controla la mitad de la poblacion de mosquitos; CLoo: Concentracion letal que controla el 90% de la
poblacion de mosquitos; X2 (gL): Chi-cuadrada (grados de libertad); Z-valor: Valor del test estadistico (z-

promedio); p-valor: Valor probabilistico. *Valores en parentesis indican los limites de confianza (95%).
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Figura 1. Grafico de regresion lineal y ajuste del modelo para larvas de Aedes aegypti
(Diptera: Culiciidae) tratadas con el aceite esencial de Eucalyptus globulus (Myrtaceae).
A) regresion a las 24 horas; B) Regresion a las 48 horas, C) Regresion a las 72 horas y
D) regresion al finalizar.

4.3. Bioensayo de inhibicion de crecimiento y accion larvicida

El aceite esencial demostro tener un efecto inhibidor sobre el crecimiento y desarrollo de
las larvas del mosquito Aedes aegypti. Se evaluaron varios parametros, incluyendo el
namero total de larvas en cada etapa de desarrollo, la mortalidad acumulada al final del

experimento y el indice de inhibicion del crecimiento y desarrollo (ICR).

Se observo que las larvas en el segundo instar larval se vieron afectadas (F=1078.62,
gL=7.24, p<0.001, r2=99.68) en un 100% por las concentraciones de 800 ppm y 600
ppm, siendo significativamente iguales y con una eficacia igual que el control positivo.

La concentracion de 300 ppm mostré un 51.25% de mortalidad en la segunda etapa, que
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disminuy6 al 15% en la terceray al 10% en la cuarta etapa, mostrando una alta actividad
de inhibicion del crecimiento (++++) similar a las concentraciones mas altas de 800 ppm
y 600 ppm. En concentraciones bajas (150 ppm, 75 ppm y 50 ppm), no se registré
mortalidad en ninguno de los tres estadios larvales, categorizandose como sin actividad

inhibitoria de crecimiento (+).

Los resultados determinaron que el aceite esencial es efectivo en Il instar y durante la
etapa de desarrollo hasta alcanzar el IV instar larval, bajo concentraciones relativamente
altas (800 ppm, 600 ppm y 300 ppm), en comparaciéon con el grupo de control negativo
(sin tratamiento) y el grupo de control positivo (ABATE ® 1 SG, Temefos) mostrando

una mortalidad del 0% y del 100%, respectivamente (Cuadro 3).

Cuadro 3. Bioensayo sobre el efecto de mortalidad e inhibicion de crecimiento y
desarrollo que provoca el aceite esencial de Eucalyptus globulus. durante el ciclo de vida
de larvas del mosquito Aedes aegypti tratadas durante 17 dias consecutivos con diversas
concentraciones.

Concentration | N° Mortality RGI Categoria
(ppm) Larvae | N° of larvae by TOTAL

(4 rep.) |instar

1] 1] v

800 80 100.00 + 0.00 a | 0.00 + 0.00 b 0.00 £ 0.00 b 100.01 +0.00a |0.00 £0.00d | ++++
600 80 100.00 + 0.00 a | 0.00 + 0.00 b 0.00 £ 0.00 b 100.01 +0.00a |0.00 £0.00d | ++++
300 80 51.25+8.54b |15.00+12.91a |10.00+11.55a |83.8+21.42a 0.23+0.10c | ++++
150 80 0.00 £ 0.00 ¢ 0.00 + 0.00 b 0.00 £ 0.00 b 0.00+ 0.00 b 0.95+0.00a |+
75 80 0.00 £ 0.00 ¢ 0.00 + 0.00 b 0.00 £ 0.00 b 0.00+ 0.00 b 0.89+0.03a |+
Control AGUA | 80 0.00 £0.00 ¢ 0.00 £ 0.00 b 0.00 £ 0.00 b 0.00 £ 0.00 b 0.78+0.00b |+
CONTROL POLI |80 0.00 £0.00 ¢ 0.00 £ 0.00 b 0.00 £ 0.00 b 0.00+0.00 b 0.93+0.01a |+
Control ABATE |80 100.00 + 0.00 a | 0.00 £ 0.00 b 0.00 £0.00 b 100.01 £0.00a [0.00+0.00d |++++

Los datos representan las medias de cuatro réplicas (n = 80). Las medias seguidas de letras
diferentes dentro de las mismas columnas son significativamente diferentes en p<0,01 en
comparacion con los grupos de control. Control Negativo: Sin aplicaciéon de tratamiento. Control
Positivo: ABATE ® 1.
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4.4. Discusioén

En relacion a lo anteriormente expuesto se realizd una comparacion de los resultados.
Los aceites esenciales han emergido como una opcién prometedora al control de
mosquitos, ofreciendo una alternativa natural y respetuosa con el medio ambiente. Duran
y colaboradores (2020) mencionan que muchos aceites esenciales son especificos y
ocasionan pocos dafios a los organismos no objetivos y enemigos nhaturales en
comparacion con insecticidas sintéticos. Eucalyptus globulus, ha sido identificado como
poseedor de propiedades insecticidas, y repelentes (Madreseh-Ghahfarokhi et al., 2018,
Yahia et al., 2023).

En el estudio de Rios (2017), se utilizaron concentraciones de 30, 300 y 1000 mg/l (ppm)
durante periodos de 24 y 48 horas; los resultados indicaron que todos los aceites
esenciales estudiados, tanto individualmente como en mezclas, presentaron actividad
insecticida contra las larvas de A. aegypti. Se encontré que el aceite esencial de E.
globulus mostr6 menos efectividad en comparacidén con otros aceites esenciales. Sin
embargo, presentdé una concentracion de 93 mg/L (ppm), logrando una tasa de
mortalidad del 32.92% a las 24 horas y del 34.17% a las 48 horas, lo que indica un grado
de efectividad como insecticida frente al organismo. Por lo cual determinamos que
difieren en los resultados obtenidos por lo que no existe relacién con Rios (2017) puesto
gue el aceite de E. globulus si presento actividad insecticida dentro de las primeras 24
horas utilizando concentraciones mas altas, las concentraciones menores a 300 ppm no
presentaron actividad dentro de las primeras 24 horas determinando que requieren mas

tiempo.

Yanez y colaboradores en 2010 reportaron concentraciones de 100 y 75 ppm del aceite
esencial de E. globulus las cuales mostraron el 100% y el 73.2% respectivamente de
mortalidad e inhibicion de crecimiento de las larvas de A. aegypti, Con las
concentraciones de 50, 25, 15y 5 ppm el nivel de mortalidad resulté menor al 50%, dicho
estudio difiere con los resultados obtenidos en la metodologia donde se implementaron
concentraciones de 800 ppm y 600 ppm reflejando una inhibiciéon de crecimiento en

larvas a un 100%, con la misma efectividad a el control positivo.
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Capitulo 5
5. CONCLUSIONES

Se determin6 que el aceite esencial de E. globulus mostr6 efectividad en la mortalidad
de A. aegypti presentando una mortalidad significativa determinando que es mas efectiva
en concentraciones elevadas. La inhibicion en las larvas en el segundo instar larval se
vieron afectadas en un 100% por las concentraciones elevadas, con una eficacia igual
que el control positivo, estos resultados respaldan la aprobacién de la hipotesis nula (0),
rechazando la hipétesis alterna (1). La concentracién Optima de aceite esencial de E.
globulus requeridas para lograr una mortalidad maxima de larvas de Ae. aegypti en
condiciones de laboratorio disminuyeron con el tiempo prolongado, lo que sugiere una

menor toxicidad del aceite.
6. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda evaluar concentraciones mas elevadas para determinar las
concentraciones permitibles que logren una mortalidad de larvas del Il instar
dentro de las primeras 72 horas posterior a la aplicacion.

2. Se propone realizar mas investigaciones sobre el efecto de mortalidad y
repelencia del aceite esencial de Eucalyptus globulus sobre pupas y adultos de

Aedes aegypti bajo condiciones de laboratorio.

3. Se sugiere evaluar la susceptibilidad del mosquito frente a diversas condiciones

ambientales.

4. Se sugiere evaluar la efectividad del aceite en un periodo posterior a 72 horas

utilizando concentraciones mas elevadas.
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