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Resumen

CARrDENAS-CasTRrO E, RivEros-ToLepo I, Luco-Varcas L. 2013. Efecto insecticida de cuatro aceites esenciales
sobre adultos de Aedes aegypti'y Anopheles albimanus en condiciones experimentales. ENTomoTRrOPICA 28(1): 1-10.

El objetivo de este estudio fue evaluar la toxicidad sobre hembras adultas de los mosquitos Aedes aegypti y
Anapheles albimanus, de cuatro aceites esenciales extraidos de las siguientes especies de plantas: Cymbopogon
citratus, Cymbopogon nardus, Eucalyptus globulus y Eugenia caryophyllata. Las pruebas se realizaron con mosquitos
adultos de las colonias de referencia del Laboratorio de Entomologia del Instituto Nacional de Salud de Bogotd.
Con cada uno de los aceites esenciales se prepararon concentraciones de: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 y 2,5 % v/v. Se utilizé
el programa BioStat para realizar el anilisis Probit y la estimacién de la CL,  y CL,. La CL, de los aceites
esenciales de C. citratus'y C. nardus fue 1,07 % para Ae. aegypri; mientras que para An. albimanus fue 0,7 %y 1,86
% respectivamente. La CL, de C. citratus y C. nardus fue respectivamente 2,01 % y 1,96 % para Ae. Aegyptiy 1,3
% y 1,86 % para An. albimanus. El aceite esencial de Eucalyptus globulus mostré ser mas efectivo contra adultos de
An. albimanus. El aceite esencial de Eugenia caryophillata no mostré efectividad contra ninguna de las dos especies
de mosquitos. En conclusién, los aceites esenciales de C. citratus y C. nardus mostraron ser mds efectivos contra
adultos de Ae. aegypti'y An. albimanus.

Palabras clave adicionales: Aceites esenciales, dedes aegypti, Anopheles albimanus, insecticida, toxicidad.

Abstract

CArDENAS-CasTrRO E, RivEros-ToLepo I, Luco-Varcas L. 2013. Insecticidal effects of four essential oils on
adult Aedes aegypti and Anopheles albimanus in experimental conditions. ENToMoTROPICA 28(1): 1-10.

The aim of this study was to evaluate the toxicity of four essential oils extracted from the following species of
plants: Gymbapogon citratus, Cymbopogon nardus, Eucalyptus globulus and Eugenia caryophyllata on adult females
of the mosquitoes Aedes aegypti and Anopheles albimanus. The tests were performed with adult mosquitoes of the
reference colonies of the Entomology Laboratory of the Instituto Nacional de Salud de Bogotd. Of each essential
oils the following concentrations were prepared: 0.5,1.0,1.5,2.0 and 2.5 % v/v. The BioStat program was used to
perform the Probit analysis and estimation of the LC_ and LC, . The LC_ of C. citratus and C. nardus oils was
1.07 % for Ae. aegypti; and for An. albimanus 0.7 % and 1.86 % respectively. The LC, of C. citratus and C. nardus
oils respectively was 2.01 % and 1.96 % for Ae. aegypri and 1.3 % and 1.86 % for An. albimanus. The essential oil
of Eucalyptus globulus showed to be more effective against An. albimanus adults. The Eugenia caryophillata oil had
no effectiveness in mortality in the two species of mosquitoes. In conclusion, the essential oils of C. cizratus and C.
nardus showed to be the most effective against adults of Ae. aegypti and An. albimanus.

Additional key words: Aedes aegypti, Anopheles albimanus, essential oils, insecticide, toxicity.
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Introduccion

El mosquito Aedes aegypti Linneus, 1762 es un
importante vector de dengue, fiebre amarilla y

otras enfermedades virales en climas tropicales
(Rozendaal 1997).

En Colombia se ha indicado como principal
vector de malaria ala especie Anopheles albimanus,
sin embargo, existen otras cuatro especies
vectores de esta enfermedad: Anopheles lepidotus,
Anopheles  neivai, Anopheles  punctimacula 'y
Anopheles pseudopunctipennis (Quifiones et al.
2004).

Actualmente, se estin haciendo esfuerzos para
reducir la incidencia de los principales vectores
de la malaria y dengue, con la aplicacién de
insecticidas a los estadios larvarios (Matasyoh et
al.2011).Sin embargo,diversas plantas sintetizan
metabolitos secundarios con propiedades téxicas
para algunos insectos, por lo que es oportuno
explorar estas alternativas biolégicas para
aplicarlas en el control de vectores.

Los extractos de algunas plantas han mostrado
actividad insecticida, especialmente algunas
especies de las familias Myrtaceae, Lauraceae,
Rutaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Apiaceae,
Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae y
Piperaceae (Arnason et al. 1989, Wheeler e
Istman 2001, Tripathi et al. 2009). De la planta
Ruta graveolens (Rutaceae), se ha extraido rutina,
un compuesto con propiedades insecticidas.
Los macerados en polvo de ruda han mostrado
toxicidad para Sitophilus zeamais, un coleéptero
de los granos del maiz (Silva et al. 2003);
también, se han hecho bioensayos con extracto
acuoso de ruda sobre larvas de los mosquitos
Anopheles albimanus y Culex quinquefasciatus,
mostrando alto porcentaje de mortalidad en
concentraciones entre 300 y 500 mg/L (Lugo et
al. 2009, Cirdenas et al. 2010).

Los aceites esenciales extraidos de plantas han
mostrado efectividad contra algunos insectos,
como el aceite esencial de Eucalyptus globulus,
que mostro efectividad contra pupas de Musca

domestica (Abdel y Morsy 2005); también,
mostro actividad ovicida y adulticida contra
piojos de la cabeza Pediculus humanus capitis
(Yang et al. 2004) y contra larvas de Aedes aegypri
(Lucia et al. 2007). Ademis, aceites esenciales
extraidos de Zanthoxylum piperitum, Anethum
graveolens 'y Kaempferia galanga, mostraron
propiedad repelente contra adultos de 4. aegypri
(Choochote et al. 2007). Los aceites esenciales
actian de forma rdpida sobre algunas especies de
insectos plaga, esto indica que presentan accién
neurotoxica; existe evidencia de que interfieren
con el neuromodulador octopamina del sistema
olfativo de los insectos (Kostyukovsky et al.
2002, Bischof y Enan 2004). Abramson et al.
(2007), demostraron que el olor de la canela
retardé el desarrollo de Rhodnius prolixus y que
las ninfas del quinto estadio no lograron pasar
al estadio adulto, mientras que el olor de la ruda
y del citral no mostraron tal efecto. Los aceites
esenciales dada su volatilidad y simplicidad de
sus moléculas, tienen poca persistencia en el
ambiente y en su mayoria no son téxicos para
mamiferos, aves y peces (Stroh et al. 1998), lo
cuallos hace buenos candidatos para catalogarlos
como insecticidas amigables con el ambiente

(Koul et al. 2008).

Generalmente las poblaciones de mosquitos
se controlan con insecticidas quimicos, los
cuales han ocasionado dafios al ambiente,
intoxicacion a personas expuestas y resistencia
en los insectos. Actualmente, se estin ensayando
aceites esenciales extraidos de plantas los cuales
han mostrado efectividad como alternativa para
el control de mosquitos (Batish et al. 2008,
Choochote et al. 2007, Enan 2001).

El objetivo de la presente investigacién fue
evaluar la toxicidad sobre adultos de los
mosquitos Aedes aegyptiy Anopheles albimanus de
cuatro aceites esenciales extraidos de las plantas:
Cymbopogon  citratus,  Cymbopogon  nardus,
Eucaliptus globulus y Eugenia caryophyllata. La
presente investigacién procura contribuir al
conocimiento de alternativas para el control



CArDENAs E eT AL. Efecto insecticida de cuatro aceites esenciales sobre adultos de mosquitos.

de mosquitos, que sean amigables con el
medio ambiente, utilizando aceites esenciales
de especies vegetales con algunas propiedades
insecticidas, con el propdsito de mitigar el
efecto adverso sobre el ambiente causado por el
uso continuado de insecticidas quimicos.

Materiales y Métodos

Los bioensayos se realizaron con hembras
adultas de Anopheles albimanus de unas colonias
de referencia procedentes de Barranquilla y
Cartagena y mantenidas en el Laboratorio
de Entomologia del Instituto Nacional de
Salud desde 1976 y con hembras adultas de
Aedes aegypti cepa Rockefeller de la colonia de
referencia del laboratorio de Entomologia del
Instituto Nacional de Salud. Las colonias de
referencia estin determinadas hasta especie.
Las larvas de las dos especies de mosquitos se
criaron en bandejas plasticas de 22 cm x 22 cm
y 10 cm de alto y se alimentaron con rodentina
pulverizada. Los adultos se mantuvieron
dentro de jaulas Gerber (60 cm x 60 cm x 60
cm) de polipropileno y angeo fino, provista
de una manga de muselina para introducir los
mosquitos y se les proporcioné glucosa al 30 %
en motas de algodén. Para la alimentacién de las
hembras con sangre, cada tercer dia y por una
hora, se les colocé dentro de la jaula Gerber un
curi (Cavia porcellus) anestesiado con pentotal
sédico (30 mg/kg de peso del animal), y luego
se les proporcionaba glucosa al 30 % en motas
de algodén. Para la oviposicién se les colocaba
una vasija de plastico con agua destilada.

Para el manejo y cuidado de los curies, se tomé
en cuenta las recomendaciones de la ley 84 del
Congreso de Colombia y la Resolucién 8430
de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia.
Los curies fueron mantenidos en el Bioterio del
Instituto Nacional de Salud; cuyas condiciones
ambientales estdn controladas con temperaturas
de 20 + 2 °C, Humedad Relativa de 60 + 5
% y ademids, esta aireado y en condiciones
de baja cantidad de ruido y se mantienen

individualmente en jaulas plisticas (70 cm x 50
cm x 33 cm), con cama de viruta seca de madera
y se alimentan diariamente con vegetales frescos
y agua ad libitum.

Las plantas (Cuadro 1) de
Cymbopaogon  citratus, Cymbopogon nardus, 'y
Eucaliptus globulus fueron adquiridas en plazas
del mercado de la ciudad de Bogotd y los clavos
de FEugenia caryophyllata fueron importados
de Indonesia. Para la extraccién de los aceites
esenciales se utilizaron aproximadamente 5
kilos en peso fresco de hojas y ramas de cada
especie de planta. Los aceites esenciales fueron
obtenidos por destilacién con arrastre de vapor
expresién en frio, la cual fue llevada a cabo
en la Planta Piloto de Extraccién de Aceites
Esenciales de la empresa Industrias Quimicas
FIQ_Ltda. Los aceites esenciales Cymbopogon
citratus, Cymbopogon nardus, Eucaliptus globulus
y Eugenia caryophyllata obtenidos de esta
empresa y ensayados en este trabajo son de
marca registrada Green Andina Ltda.

aromaticas

En el Laboratorio de Entomologia del Instituto
Nacional de Salud se evaluaron los cuatro
aceites esenciales sobre hembras adultas de 4.
albimanus y Ae. aegypti de 3 a 5 dias de emergidas
solo alimentadas con agua azucarada (glucosa al
30 % en motas de algodén). La temperatura del
laboratorio en donde se realizaron los bioensayos
tue de 27 + 2 °C y la humedad relativa fue de 80
+ 10 %.

Para evitar la volatilidad de los aceites esenciales,
se prepararon las concentraciones a ser ensayadas
haciendo disoluciones en aceite mineral USP
cosmético inerte. Para cada aceite esencial
se prepararon las siguientes concentraciones
volumen/volumen: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 y 2,5 %
v/v; por cada concentracién se impregnaron
cinco rectingulos (13 cm x 11 cm) de papel
bond de color blanco y se rotularon con cada
concentracion.

Se emplearon kits bioensayo (WHO/
VBC/81.806) para mosquitos adultos siguiendo
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Cuadro 1. Componentes quimicos y actividad insecticida y bactericida de los cuatro aceites esenciales de las plantas

involucradas en el estudio.

Especie

Componentes quimicos

Actividad insecticida y bactericida

CGymbopogon citratus

geranial, neral y myrcene (Bassol¢ et al.

2012).

Cymbopogon nardus

Eucalyptus globulus

Eugenia caryophyllata

beta-pirene, geraniol, limonene y citronelol

(Santiwitchaya 2004).

1,8-cineole, limonene, alfa-pinene y
o-cymene (Maciel et al. 2010).

eugenol, eugenil acetate, y caryophellene
oxide (Nassar et al. 2007).

Accién de repelencia en Aedes aegypti
y Anopheles dirus (Phasomkusolsil y
Soonwera 2011a), antimicrobial (Bassolé
etal. 2012, Ahmad y Ahmad 2012, Khan y
Ahmad 2012).
Accién insecticida en Aedes aegypti
y Anopheles dirus (Phasomkusolsil y
Soonwera 2011b).

Accién bactericida, antiséptica y
antifungicida (Batish et al. 2008).
Accién bactericida (Cai y Wu 1996,
Oliveira et al. 2007, Burt y Reinders 2003,
Kim et al. 2001).

el método de exposicion residual (WHO 1998).
Cada kit consta de un tubo de reposo con rétulo
verde, un tubo de exposicién con rétulo rojo y
una unidad de salida con rosca en ambos lados;
la unidad de salida tiene un orificio en el centro
de 20 mm de didmetro y una limina delgada
dispuesta en la mitad que sirve de tapén

En cada tubo de reposo ajustado a una unidad
de salida se introdujeron, con un aspirador bucal,
20 hembras de cada especie de mosquitos entre
3 y 5 dias de emergidas y alimentadas con agua
azucarada al 30 %; se esperé 20 minutos y se
revisé cada tubo y si alguna hembra se moria
o estaba en malas condiciones se retiraba y
cambiaba por otra. En cada tubo de exposicién
se introdujo un rectdngulo de papel impregnado
con cada concentracién de cada aceite esencial.
Luego, se superpuso el tubo de reposo con las
20 hembras y por el lado de la rosca libre de la
unidad de salida se enroscé el tubo de exposicién;
se abrié la unidad de salida y se liberaron los
mosquitos dentro del tubo de exposicién y una
vez que entraron todos, se cerré el orificio de la
unidad y se retiré el tubo de reposo. El conteo
de mosquitos muertos se realizé a los 30 y 60
minutos de exposicién.

Se utilizaron cinco kits de bioensayo, cada
uno con 20 hembras de mosquitos por cada
concentracién de cada aceite esencial. El grupo

control se conformé con 20 hembras dentro
de un tubo de exposicién, cuyo papel estaba
impregnado solo con aceite mineral y se utilizé
un control por cada aceite esencial.

En caso de que la mortalidad en el control este
entre el 5 % y 20 %, el promedio de la mortalidad
observada es corregida con la férmula de Abbott

(WHO 1998).

Se utiliz6 el programa BioStat 2009 Professional
5.8.4, Anilisis Probit, para la estimacién del ji?,
la determinacién de la concentracién letal 50
(CL,)), la concentracién letal 90 (CL, ). Para
la estimacién de las rectas de ajuste entre la
concentracién de cada aceite esencial (variable
independiente) y el porcentaje de mortalidad
(variable dependiente), se utilizé el método de
minimos cuadrados (Hubert 1992).

Resultados y Discusion

En el Cuadro 2 se muestra que las hembras de
A. aegypti fueron mids susceptibles a los aceites
esenciales de las plantas C. citratusy C. nardus en
un tiempo de exposicién de 60 minutos; mientras
que los aceites esenciales de Eucaliptus globulus
y Eugenia caryophyllata mostraron mortalidades
muy bajas comparadas con las mortalidades
ocasionadas por los otros dos aceites. En ningtn
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Cuadro 2. Concentraciones letales (CL,  y CL,,) y porcentajes de mortalidad causada por diferentes concentraciones de
cuatro aceites esenciales sobre hembras de Aedes aegypti. N=100, tiempo de exposicién 60 minutos.

Concentracién

Aceite Esencial (% v/v) % Mortalidad CL,, CL,, X r
Cymbopogon citratus 0,5 24
1,0 45
1,5 66
20 95 1,07 % 2,01 % 6,63
2,5 97
Control 0
Cymbopogon nardus 0,5 25
1,0 46
1,5 65
20 89 1,07 % 1,96 % 6,18
2,5 100
Control 0
Eucaliptus globulus 0,5 6
1,0 6
1,5 8
20 9 8,53 % 14,96 % 0,58
2,5 12
Control 0
Eugenia caryophyllata 0,5 1
1,0 2
1,5 7
20 - 5,23 % 8,03 % 1,03
2,5 9
Control 0

X? = ji cuadrado calculado, a =0,05, gl=3; X?,=7,82

grupo control se observé mortalidad durante los
60 minutos de experimentacion.

Se observa por las CL, y CL, estimadas para
los aceites esenciales de C. citratus y C. nardus
que estos son efectivos a bajas concentraciones,
mientras que los valores estimados de la CL,
y CL,, para FEucaliptus globulus y Eugenia
caryophyllata estuvieron por encima de las
concentraciones evaluadas para esta especie de
mosquito. Los valores de ji-cuadrado calculado
estuvieron por debajo del valor del ji-cuadrado
tabulado con tres grados de libertad y al nivel
de significancia del 95 % (X? =7,82); esto indica

que, las mortalidades observadas en las hembras
de Ae. aegyptiporlaaccion delas concentraciones
evaluadas, no se alejan significativamente de
los valores de mortalidad esperados para esas
mismas concentraciones.

En la Figura 1 se muestran las lineas de
regresién para los aceites esenciales probados
en hembras de 4. aegypti y se observan altos
valores de las pendientes para los aceites de C.
citratus y C. nardus, mientras que las pendientes
para los aceites de Eucaliptus globulus y Eugenia
caryophyllata  mostraron valores bajos; sin
embargo muestran una tendencia al aumento de
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Figura 1. Lineas de regresién por minimos cuadrados del porcentaje de mortalidad de hembras adultas de Aedes aegypti
versus la concentracién de cuatro aceites esenciales.
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Figura 2. Lineas de regresién por minimos cuadrados del porcentaje de mortalidad de hembras adultas de Anopheles
albimanus versus la concentracién de cuatro aceites esenciales.
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Cuadro 3. Concentraciones letales (CL, y CL,) y porcentajes de mortalidad causada por diferentes concentraciones de
cuatro aceites esenciales sobre hembras de Anopheles albimanus. N=100, tiempo de exposicién 60 minutos.

Aceite esencial Concentracién (% v/v)  Mortalidad (%) CL,, CL,, X
CGymbopogon citratus 0,5 26
1,0 79
;f) 19(;30 0,70 % 1,30 % 0,455
2,5 100
Control 0
Cymbopogon nardus 0,5 27
1,0 47
L5 8 1,00 % 1,86 % 491
2,0 89
2,5 100
Control 0
Eucaliptus globulus 0,5 11
1,0 19
;f) 2; 1,90 % 3,30 % 6,45
2,5 73
Control 0
Eugenia caryophyllata 0,5 0
1,0 1
;f) i 4,70 % 6,70 % 0,22
2,5 7
Control 0

“X? = ji cuadrado calculado,  =0,05, gl=3; X*,=7,82

la mortalidad con concentraciones mucho mis
altas que las ensayadas.

En el Cuadro 3 se observa que las hembras de
An. albimanus fueron mds susceptibles a los
aceites esenciales de las plantas C. citratus y C.
nardus alcanzando un 100 % de mortalidad a las
concentraciones de 2 %y 2,5 % respectivamente,
en un tiempo de exposicién de 60 minutos;
mientras que el aceite esencial de Eucaliptus
globulus mostré mortalidades entre 11 % y 73
% con las concentraciones evaluadas y Eugenia
caryophyllata mostré mortalidades muy bajas en
esta especie de mosquito en comparacién con
los otros tres aceites.

Se observa por las concentraciones letales
50 y 90 estimadas para los aceites esenciales
de C. citratus, C. nardus y Eucaliptus globulus
que estos son efectivos contra An. albimanus a
concentraciones bajas; mientras que los valores
estimados de la CL,, y CL, para Eugenia
caryophyllata estuvieron por encima de las
concentraciones evaluadas para esta especie de
mosquito. Los valores de ji-cuadrado calculado
estuvieron por debajo del valor del ji-cuadrado
tabulado con tres grados de libertad y nivel de
significancia del 95 % (X?=7,82); esto indica

que, las mortalidades observadas no se alejan
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significativamente de los valores de mortalidad
esperados para esas mismas concentraciones.

La Figura 2 muestra altos valores de las
pendientes para los aceites de C. citratus, C.
nardus 'y Eucaliptus globulus contra hembras de
An. albimanus, mientras que la pendiente para el
aceite de Eugenia caryophyllata mostré un valor
bajo; sin embargo, se observa una tendencia al
aumento de la mortalidad con concentraciones
mds altas que las ensayadas. En esta figura se
observa que las hembras de An. albimanus fueron
mds susceptibles al aceite esencial de E. globulus

que las hembras de Ae. aegypti (Figura 1).

En el presente estudio se encontré que, para
causar una mortalidad del 50 % en adultos de
Ae. aegypty, la CL,, de los aceites esenciales
de C. citratus y C. nardus fue del 1,07 %. Estos
resultados difieren de los encontrados por
Phasomkusolsil y Soonwera (2011b) quienes
encontraron una CL, para C. citratus y C.
nardus de 0,1 y 0,26 % respectivamente; esta
diferencia puede deberse a que ellos utilizaron
aceite de soya para hacer las diluciones, mientras
que en este estudio se utilizé aceite mineral
tipo cosmético o porque la colonia con la que
trabajaron es mds susceptible que la utilizada en
este trabajo.

En cuanto a An. albimanus se encontré en el
presente trabajo una CL,, del 0,7 % de aceite
esencial de C. citratus y del 1% de aceite esencial
de C. nardus. Estos resultados y los encontrados
por Phasomkusolsil y Soonwera (2011b) para
Anopheles dirus de una CL, del 0,1% de aceite
esencial de C. citratusy C. nardos sugiere que estas
especies del género Anopheles son susceptibles a
los aceites esenciales de estas dos plantas.

Los resultados de esta investigacién muestran
que los aceites esenciales de C. citratusy C. nardus
son efectivos para causar altas mortalidades en
ambas especie de mosquitos, mientras que el
aceite esencial de E. caryophyllata no mostrd
efecto insecticida. El aceite esencial de E.
globulus solo mostr6 moderada mortalidad

en An. albimanus. A pesar de que los aceites
esenciales muestran ser promisorios para el
control de vectores, su efecto insecticida en el
tiempo es limitado, dada su rdpida volatilidad
en el ambiente. La investigacién con aceites
esenciales debe orientarse a buscar la forma
de mantener por largo tiempo la efectividad
insecticida.

Conclusiones

Los aceites esenciales de C. citratus 'y C. nardus
mostraron ser mds efectivos contra adultos de Ae.
aegypti 'y An. albimanus, lo que los hace buenos
candidatos para el control de mosquitos, por
lo econémico que puede resultar el desarrollo
de programas de control. El aceite esencial
de Eucaliptus globulus mostré ser mis efectivo
contra adultos de An. albimanus y el aceite
esencial de Eugenia caryophyllata no mostré
efectividad en la mortalidad de las dos especies
de mosquitos.
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