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Resumen

Sitophilus zeamais es un insecto cosmopolita que afecta principalmente en etapa de
poscosecha a diversos productos de importancia alimenticia como: maiz, arroz, trigo y
para su control se suelen utilizar insecticidas de alta toxicidad y baja selectividad. El
presente trabajo pretende contribuir a la busqueda de agentes fitosanitarios con
potencial aplicacion en el control de S. zeamais, mediante el estudio de la accion
insecticida y repelente de algunos aceites esenciales (AE). La metodologia comprendi6
en primera estancia, la evaluacién de toxicidad fumigante (método 1) de 56 AE para la
seleccibn de una submuestra n; compuesta por 24 aceites, los cuales fueron
caracterizados quimicamente. A partir de n; se realiz6 una segunda seleccién mediante
un andlisis estadistico teniendo en cuenta tres tratamientos: T, (accién fumigante i
método 11), T, (toxicidad por contacto) y Tz (repelencia). Para los AE presentes en la
muestra final se procedié a estimar las CLsq empleando el método fumigante Il y para
algunos de ellos se les determind su capacidad para inhibir la acetilcolinesterasa vy
catalasa debido a que estos son mecanismos de accibn que presentan algunos
insecticidas. Los resultados del primer andlisis cluster permitieron clasificar los 24 AE en
dos grupos, uno constituido principalmente por los de mayor accion fumigante (11 AE) y
otro en donde se ubican los de mayor toxicidad por contacto (13 AE). El segundo analisis
cluster y el diagrama Box-Plot, permitieron determinar la muestra final, constituida por 14
AE. Las CLso de acciéon fumigante para estos AE estuvieron en el rango de 184.3 a 643.8
eL/L aire, encontrandose que los aceites de L. alba y L. stoechas pueden ser de los mas
prometedores pues requieren de las menores variaciones en la concentracion para lograr
cambios significativos en la mortalidad del insecto. Por ltimo, se determin6 que algunos
de los AE son capaces de inhibir la acetilcolinesterasa con Clsg < 1000 ppm y ninguno

presento inhibicion de la catalasa.

Palabras clave: Sitophilus zeamais, aceites esenciales, toxicidad fumigante, inhibicién

enzimatica, accion repelente



Abstract

Sitophilus zeamais is a cosmopolitan insect which affects a huge variety of alimentary
products like rice, corn and wheat. For the control of this coleopteran usually are used
chemical insecticides, which are characterized by high toxicity and low selectivity. The
aim of the present work is contributing to the search of phytosanitary agents with potential
application to the control of S. zeamais, through the determination of the insecticidal and
repellent action of some essential oils (EOs). For this purpose, first was preliminary
screened 56 EOs by determination of the fumigant activity, in order to select most
promissory (ni). In the subsample n; were selected 24 EOs, which were chemical
characterized and evaluated against S. zeamais by three different methods (T1: fumigant
action method I, T2: toxicity by contact and T3: repellence). Then, from n; was carried
out a statistical analysis considering the 3 previous treatments (T1, T2 and T3) to select a
final sample (n,). For those EOs included in the final sample, was estimated the LCs
using the fumigant method Il. In addition, for some of them was evaluated the inhibitory
activity against acetylcholinesterase and catalase, as an approximation for the
determination of its mechanism action. The statistical clusters analysis allowed classifying
the 24 Eos into two groups, in the first were grouped 11 EOs with action mainly fumigant,
on the other group were clustered 13 Eos which are most toxic by contact. By means of a
second cluster analysis and a Box-Plot diagram, the final sample was selected, which
include 14 EOs. The LCs in the fumigant assay for these OEs are between 184.3 and
6 4 3. 8 aie Thé Eos of L. alba and L. stoechas evidenced to be the most promising,
requiring minor variations in LC to achieve significant changes in insect mortality. Finally,
it was determined that some EOs can inhibit acetylcholinesterase with I1Cx, less than 1000

ppm and none of the selected essential oils showed inhibition against catalase.

Key words: Sitophilus zeamais, essential oils, fumigant toxicity, enzymatic inhibition,

repellent action
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Introduccién

Con el creciente aumento de la poblacién mundial, uno de los principales desafios de la
humanidad se enfoca en la seguridad alimentaria, con el fin de tratar de garantizar las
necesidades alimenticias para cada habitante. La Organizacion de las Naciones Unidas
para la alimentacion y la agricultura (FAO) reportd que 805 millones de personas
sufrieron de hambre cronica para el periodo comprendido entre 201272014,
concentrandose esta problematica principalmente en paises en vias de desarrollo (FAO,
2015). Ante esta probleméatica, muchos gobiernos y organizaciones mundiales han unido
esfuerzos para desarrollar politicas que promuevan el desarrollo de actividades agricolas
sostenibles, que a largo plazo no aumenten el detrimento ambiental y que satisfagan las
necesidades alimenticias de la poblacién de cada pais (FAO, 2015, 2016; Prieto, 2012).

La produccion de cereales como maiz, arroz y trigo es considerada fundamental para
garantizar la seguridad alimentaria mundial, pues constituyen una de las fuentes
principales de nutrientes para la poblacion mundial. Estos son una excelente fuente de
abastecimiento dado que son productos que pueden ser almacenados por largos
periodos de tiempo sin perder su valor nutricional. Sin embargo, a pesar de su
importancia, la produccién de cereales requiere ser mejorada, pues problemas
relacionados con agotamiento de suelos, cambio climatico, malas practicas agricolas, asi
como ataque de enfermedades y plagas, han causado una importante reduccion en la
produccion mundial de cereales (Barberis, 2014; FAO, 2015). En el periodo post-cosecha
las pérdidas oscilan entre el 20-30% y son causadas principalmente por insectos plaga
en zonas humedas y calidas del mundo (Garcia & Bergvinson, 2007; Rees, 2007). En
este sentido, es de gran interés garantizar un buen sistema de conservacion y proteccion
de los granos almacenados (Her n8ndez & Puentes, 1998,
2013).

Mart 2n
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La agricultura en Colombia es un componente social y econémico de gran importancia,
pues contribuye al producto interno bruto (PIB), a las exportaciones y es una fuente
importante de empleo para la poblacién rural. Si bien el aporte de la agricultura primaria
en el PIB ha descendido del 16,5% en 1990 al 6,8% en 2015, sigue siendo un sector
clave que necesita ser potencializado para el desarrollo del pais. Para el afio 2015 los
productos agricolas contribuyeron aproximadamente con el 15,81% del empleo en el pais
y con el 11% del total de las exportaciones de Colombia (Banco Mundial, 2017). Entre los
cultivos de mayor importancia en el pais se destacan el café, platano, arroz, cafa, trigo,
maiz, entre otros, los cuales ocupan alrededor del 39,5% de la superficie total del suelo,
correspondiente a 43,6 millones de hectareas (OECD, 2015).

El maiz es uno de los cultivos tradicionales en Colombia y que ocupa la segunda mayor
extension de area cultivada (533279 hectéreas). Sin embargo, la produccién es aun
insuficiente para cubrir la demanda interna, obligando a la importacién de alrededor del
85% del maiz que es consumido. Los bajos rendimientos en la produccién de maiz estan
relacionados con diversos factores bibticos y abidticos presentes en las diferentes etapas
de producciéon, entre los que se destacan: dafio en los suelos, cambio climatico,
presencia de plagas en campo y almacén y uso indiscriminado de pesticidas (FENALCE,
2017; Martinez et al., 2013; SIC, 2011). Algunas de las problematicas que se observan
durante el periodo de almacenamiento corresponden a pérdidas causadas por diferentes
agentes como roedores, hongos, bacterias e insectos. Estos agentes, si ho hay unas
adecuadas condiciones de almacenamiento, encuentran un ambiente propicio para su
proliferacion, reduciendo la calidad de los granos debido a pérdidas de peso, disminucion
de poder germinativo y pérdidas de valor nutricional (FAO, 2013; Hernandez, 2013;
Moreira et al., 2007).

Entre los insectos que afectan al maiz en el periodo de almacenamiento se destaca
Sitophilus zeamais, una plaga primaria conocida popularmente como gorgojo del maiz,
gue se caracteriza por ser altamente destructiva, es capaz de perforar los granos en la
etapa adulta, permitiendo asi que sus larvas se alimenten y desarrollen dentro de éstos.
Adicionalmente, la infestacion causada por S. zeamais promueve la proliferacion de
hongos y la aparicion de otros tipos de insectos denominados plagas secundarias
(Moreira et al., 2007; Tavares et al., 2013; E. Yildirim, Emsen, & Kordali, 2013). Existen

diversos métodos para el control de este tipo de insectos, entre los que se encuentran el
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control biolégico, el control fisico y el control quimico, siendo este Ultimo el mas utilizado.
Los insecticidas que se emplean actualmente para su control en productos almacenados
tienen como principios activos fosfina o bromuro de metilo, los cuales presentan diversos
inconvenientes entre los que se destacan su alta toxicidad para humanos y el medio
ambiente, baja selectividad frente a otros organismos y generacidbn de insectos
resistentes debido a su uso indiscriminado (Ebadollahi & Jalali, 2015; Jaramillo, Duarte, &
Pino, 2015; Liu, Chu, & Jiang, 2009). Los hechos descritos anteriormente han causado
gue productos a base de fosfina y bromuro de metilo hayan sido suspendidos o
restringidos por diversas autoridades a nivel mundial y que sea necesario desarrollar
nuevos productos para el control de insectos, en productos almacenados (Almeida, da
Silva, da Silva, Lino, & da Silva, 2012; Hossain, Lacroix, Salmieri, Vu, & Follett, 2014;
Khater, 2012; Prieto, 2012). La potencialidad de las plantas en este sentido se
fundamenta en que a través de la historia, algunas plantas y/o sus productos derivados
ha sido utilizado como insecticidas y/o repelentes, a que solo una pequefia fraccion de
las mas de 300.000 especies vegetales reportadas han sido sometidas a algun tipo de
investigacion y a la capacidad que presentan las plantas para producir una amplia
diversidad de metabolitos secundarios que por sus propiedades fisicoquimicas pueden
tener diferentes modos de accion (Bezerra et al., 2016; Pandey, Singh, Palni, & Tripathi,
2014; Regnault, Philogene, & Vincent, 2004).

Dentro de las sustancias producidas en la naturaleza con un alto potencial para ser
utilizadas en el control de insectos como S. zeamais se encuentran los aceites esenciales
(AE), los cuales se caracterizan por ser mezclas complejas de metabolitos secundarios
volatiles, que por sus propiedades pueden ejercer diversos efectos sobre los insectos y
reducir la posibilidad de aparicion de lineas resistentes. De algunos aceites esenciales o
de sus constituyentes se conocen sus efectos neurotoxicos dados los sintomas
especificos que ocasionan ( Kar i mi , Ndungd, & @Gt alh 2045;
Regnault, Vincent, & Arnason, 2012). Otros AE se caracterizan por su toxicidad a través
del contacto directo o mediante la penetracién al organismo por via respiratoria. Algunos
por su parte afectan la fisiologia nutricional de los insectos ya sea modificando su
comportamiento (antialimentarios) o produciendo efectos téxicos luego de la ingestion.
Finalmente, la mayor parte de los AE han demostrado ser altamente efectivos por su
accion repelente (Avila, 2014; Benzi, Stefanazzi, & Ferrero, 2009; Fouad & da Camara,
2017; Nerio, Olivero, & Stashenko, 2010; Oboh et al., 2017; Pascual et al., 2017; Peixoto

2013;
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et al., 2015; You et al., 2015). Pese a los nhumerosos estudios de actividad insecticida y
repelente frente a S. zeamais, los mecanismos de accién de los AE sobre los insectos
aln no han sido totalmente elucidados. En los Ultimos afios, como aproximacion a dichos
mecanismos, se han realizado investigaciones que buscan evaluar el efecto de los
aceites esenciales sobre la regulacion de enzimas involucradas en procesos energeéticos,
de neurotransmision y desintoxicacién celular. Algunas de las enzimas estudiadas son
acetilcolinesterasa, catalasa, glutation S-transferasa y citocromo C oxidasa, que al ser
inhibidas pueden ocasionar la muerte de los insectos por problemas de locomocidn,
disminuciéon en capacidad reproductiva y/o toxicidad celular (Abdelgaleil, Mohamed,
Shawir, & Abou-Taleb, 2016; Herrera et al., 2015; Kiran & Prakash, 2015; Lopez &
Pascual, 2015; Oboh et al., 2017; Oliveira et al., 2017; Rajendran & Sriranjini, 2008).

Con el fin de dar continuidad a las investigaciones del grupo en este campo, el presente
trabajo tiene como objetivo contribuir en la busqueda de agentes fitosanitarios con
potencial aplicacion en el control de S. zeamais (gorgojo del maiz), mediante un estudio
de la acciéon fumigante, téxica por contacto y repelente de aceites esenciales, asi como la
aproximacion a los mecanismos de accion de algunos de ellos. Los resultados de este
trabajo de maestria hacen parte de un macro-pr oyect o titul ado: AEstu
potencializar la accién fumigante sobre Sitophilus zeamais y Tribolium castaneum de
sustancias derivadas de aceitesesenci al es y aproximaci-n a | os meca

financiado por Colciencias en la convocatoria 745-2016.



lEstado actual del t e ma

1.1 Generalidades de la agricultura en Colombia

A pesar de que el desarrollo agricola es una de las herramientas mas importantes para
minimizar la pobreza extrema y garantizar una alimentacion adecuada a cada habitante,
en las Ultimas décadas se ha observado una reduccién significativa tanto en la
produccion como en el rendimiento de los cultivos. Esto se debe a diversos factores entre
los que se destacan: efectos del cambio climatico, degradacion de la tierra, perturbacién
de los ecosistemas, reduccién de fuentes hidricas, desplazamiento de la poblacion rural a
zonas urbanas, ataque de plagas y enfermedades en cultivos y uso indiscriminado de
agroquimicos que alteran el ecosistema y generan la aparicion de plagas resistentes
(FAO, 2002, 2016). Adicionalmente el gran aumento de la poblacion mundial ha
impulsado la demanda de alimentos y de otros productos agricolas hasta niveles sin
precedentes, estimandose segun la FAO que para poder satisfacer las necesidades
alimenticias en el afio 2050, la produccion alimenticia debe tener un incremento del 60%
respecto al afio 2006. Todo lo anterior pone de manifiesto que se deben establecer
estrategias y politicas a nivel mundial para la tecnificacion de muchas practicas agricolas
con el fin de aumentar los rendimientos de los cultivos sin que para ello se aumenten el
namero de tierras cultivables y sin dejar de lado el cuidado del medio ambiente (FAO,
2016; OECD, 2015; Perfetti, Balcazar, Hernandez, & Leibovich, 2013).

Los cereales son los alimentos de mayor importancia a nivel mundial no solo gracias a su
alta productividad, sino por su contenido nutricional y a que presentan la ventaja que
pueden ser almacenados por largos periodos de tiempo, sin disminuir sus propiedades
nutricionales. Cereales como el arroz, trigo y maiz proporcionan méas del 50% de las
proteinas en los paises en via de desarrollo, por lo que se estima que en las proximas

décadas seran la fuente predominante de proteinas de dos terceras partes del mundo
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( FAO, 2002; Gi | & S § n c hAarmye p@&dld dbtencidh alenaereales 2 0 1 3 )
se ocupa la mayor proporcién de tierra cultivable a nivel mundial, estas no son suficientes
para la autosostenibilidad de la poblacion en los paises en via de desarrollo, dado que en
muchos casos la demanda ha crecido con mayor rapidez que la produccién. La FAO
considera que para el afio 2030 las importaciones anuales de estos paises podrian ser
de 265 millones de toneladas de cereales, presentando un incremento del 14% en el
consumo (Figura 1-1) (FAO, 2002). La falta de una autosostenibilidad alimentaria por
parte de los paises en vias de desarrollados involucra que muchos productos alimenticios
indispensables no puedan llegar a toda la poblacion humana debido a sus elevados
costos, lo que pondria en riesgo la seguridad alimentaria de estos paises. Por este
motivo dentro de las estrategias en seguridad alimentaria se establece que cada pais
debe generar nuevas politicas y sistemas que garanticen tanto la produccién y
rentabilidad de los cultivos, que permitan satisfacer las necesidades alimenticias de sus

habitantes y contribuyan con la economia (FAO, 2002; Ramos, 2013).

Figura 1-1 Demanda mundial de cereales de 1965 a 2030. Datos y
proyecciones FAO

31ma .
. :
[
=
=
& rmn ]
=
[ ) p——
=] =
4
c 1000 s i
= :

0 " T T r . :

19644 1974-Té& 19E4- 86 1997-9% 2015 2030
M Cereales secundarios Arroz [elaboradol Trigo

Imagen tomada de: http://www.fao.org/docrep/004/y3557s/y3557s08.htm

Colombia es el tercer pais con mayor poblacion de América Latina, con alrededor de 47
millones de habitantes, en donde es facil evidenciar muchas de las probleméticas ya
mencionados en el sector agrario y que al igual que muchos otros paises, requiere
implementar nuevas politicas que favorezcan el crecimiento agricola y que permitan
asegurar la alimentacién de cada uno de sus habitantes y que favorezcan la reduccién de
los indices de pobreza (OECD, 2015; Perfetti et al., 2013).
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La agricultura en Colombia ha sido tradicionalmente un componente social y econémico
de gran importancia, pues contribuye al producto interno bruto (PIB), a las exportaciones
y es una fuente importante de empleo para la poblacién rural. Si bien el aporte de la
agricultura primaria en el PIB ha descendido del 16,5% en 1990 al 6,8% en 2015, sigue
siendo un sector clave que necesita ser potencializado para el desarrollo del pais. Para el
afio 2013 los productos agricolas contribuyeron aproximadamente con el 17,5% del
empleo en el pais y con el 11% del total de las exportaciones de Colombia (Banco
Mundial, 2017; OECD, 2015). De acuerdo con estadisticas del ministerio de agricultura,
los cultivos con mayor nimero de hectareas cultivadas corresponden al café, maiz, cafia

de azlcar, arroz y platano (Tabla 1-1) (Ministerio de agricultura, 2017).

Tabla 1-1 Relacion producto-superficie cultivada en Colombia para el afio 2015

Producto Hectéareas
Café 795563
Maiz 600601
Arroz 432175
Cafa 439163

Platano 409221
Palma de aceite 400193
Yuca 222575
Papa 155137
Cacao 157246
Frijol 120440

En la tabla 1-1, se puede observar que el maiz es uno de los cultivos de gran importancia
para Colombia, ocupando alrededor de 600.601 hectareas, con una produccién de
1,385.832 toneladas para el afio 2014. Este cultivo se distribuye a lo largo del territorio
nacional dada su adaptacion a diversas condiciones agrocliméaticas y es clasificado
generalmente en dos grandes tipos: maiz blanco que ocupa 37,5% de la superficie y
maiz amarillo con 62,5%, el primero dedicado preferentemente al consumo humano y el
segundo a consumo animal. El cultivo de maiz es una actividad que se realiza
principalmente de forma tradicional por campesinos cuyas extensiones de tierra no
suelen sobrepasar las 5 hectareas y quienes en su mayoria destinan el producto
obtenido para su autoconsumo (DANE, 2004; FENALCE, 2016).
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1.1.1 Generalidades del maiz

El maiz (Zea mays L.) es uno de los granos mas antiguos que se conocen y debido a
sus grandes bondades y multiples usos, se ha convertido en uno de los cultivos de
cereales mas significativos a nivel mundial. Es una fuente importante de carbohidratos
(86%), proteinas (9%), acidos grasos (3%) y fibra (2%) y se caracteriza porque durante la
decoccién no se degradan sus principales nutrientes (niacina, rivoflavina y triptéfano), al
contrario de lo que si sucede con algunos nutrientes del arroz y el trigo (Bonilla, 2009;
FENALCE, 2010; Lépez, Garcia, & Ibarra, 2012). El cultivo de maiz es un cultivo
semestral que aunque logra adaptarse a diferentes entornos agroclimaticos, requiere de
condiciones bien definidas para alcanzar sus mayores rendimientos. Las condiciones
Optimas involucran temperaturas entre 20 a 30 °C, suelos poco arcillosos con pH entre 6
- 7 y con un contenido de agua no inferior a 5 L/m? diarios (Bonilla, 2009; Lépez et al.,
2012; Paliwal, Granados, Lafitte, & Violic, 2001).

En Colombia se consumen mas de 4 millones de toneladas al afio, pero el pais s6lo
produce un poco mas de 1 millbn de toneladas, por lo que es necesario realizar
importaciones hasta en un 70 % para cubrir la demanda interna. Esto sin tener en cuenta
gue parte del producto obtenido puede verse afectado por diferentes plagas en el periodo
poscosecha que generan pérdidas significativas y obligan a aumentar las importaciones
(DANE, 2004; FENALCE, 2016). Los bajos rendimientos de produccion en este cultivo se
deben a mudltiples factores, entre los que se destacan la infertilidad del suelo y los
insectos postcosecha, los cuales en conjunto pueden generar entre un 70 y 95% de las
pérdidas totales de la produccion final. Esta afectacion es bien significativa en pequefios
agricultores ya que muchos carecen de buenas practicas agricolas en las etapas de pre 'y
poscosecha (Garcia, Carrillo, & Bergvinson, 2007; Ospina, 2015; SIC, 2011).

Los principales insectos que afectan los granos de maiz durante su almacenamiento
pertenecen a los géneros Sitophilus y Sitotroga. Sitophilus zeamais es el insecto que
mayor predomina en las infestaciones de este producto en zonas tropicales y
subtropicales, mientras Sitotroga cerealella es una de las plagas principales en maiz
almacenado en zonas aridas. Estos dos insectos de distribucion cosmopolita se clasifican
como plagas primarias ya que son capaces de perforar el grano. Existen otras plagas

denominadas secundarias como Tribolium castaneum y Plodia interpunctella que atacan
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el grano después del ataque de una plaga primaria, debido a que son incapaces de dafar
el grano entero (Rees, 2004, 2007; Salgado, Rita, Faroni, & Soto, 2012).

1.2 Generalidades Sitophilus zeamais

S. zeamais Motsch, conocido popularmente como gorgojo y/o picudo del grano de maiz,
es una de las plagas mas comunes en el maiz que se distribuye principalmente en zonas
tropicales y subtropicales a nivel mundial. El insecto adulto se caracteriza
morfolégicamente porque mide entre 3,3 y 5,0 mm de largo, presenta cabeza en forma
de pico con antenas en forma de codo, peculiar de los curculiénidos, es de color pardo
negruzco o rojizo, con manchas ovales en el dorso (Figura 1-2 a 'y b) (Garcia et al., 2007;
Rees, 2007).

Figura 1-2 a) Insecto adulto de S. zeamais, b) Caracteristicas morfolégicas
de S. zeamais en las diferentes etapas de su ciclo de vida

Copyright: NSU Agrici

Imagenes tomadas de: a) http://www.uniprot.org/taxonomy/7047 y
b) http://pbt.padil.gov.au/pbt/index.php?g=node/23&pbtID=209

Estos insectos atacan principalmente al maiz durante las etapas de secado y de
almacenamiento, cuya infestacion se ilustra en la Figura 1-2b. La infestacion comienza
cuando la hembra deposita los huevos en perforaciones que realiza al grano y el cual
cubre con un mucilago transparente. El huevecillo eclosiona a los 3 0 5 dias generando la
larva la cual comienza a consumir el endospermo del grano generando surcos mientras
se alimenta. El estado de larva transcurre entre 18 y 23 dias, después de este periodo se
convierte en pupa estado que dura aproximadamente 6 dias, para finalmente emerger
como adulto, presentando un ciclo de vida entre 30 y 113 dias. Dado que su ciclo de vida

ocurre al interior del grano y que es durante su desarrollo cuando genera los mayores


http://www.uniprot.org/taxonomy/7047
http://pbt.padil.gov.au/pbt/index.php?q=node/23&pbtID=209

10 Aceites esenciales para el control de S. zeamais

dafios, hacen gque se consideren como una de las especies mas destructivas generando
grandes pérdidas en cereales como maiz, trigo, sorgo, arroz y demas granos

almacenados (Garcia et al., 2007; Rees, 2004).

El control de los insectos plaga en granos almacenados se realiza de manera
generalizada, sin prever que pueden estar presentes especies benéficas cerca del sitio
de control y peor aun sin conocer la especie infectante del grano almacenado, lo que
conlleva a problemas de resistencia y un mayor costo para su posterior control. A
continuacién se describirdn los principales métodos de control de plagas en granos
almacenados (Garcia et al., 2007; Prieto, 2012; Rees, 2007).

1.2.1 Métodos de control de plagas

La proteccion y conservacion de los granos almacenados ha sido una prioridad desde el
momento en que el hombre comenzé a acumular reservas alimenticias. Los primeros
indicios sobre la proteccién de productos almacenados se encuentran con el empleo de
carbonato de sodio o la aplicacion de diferentes sustancias tanto de origen animal como
vegetal sobre las paredes de los graneros, actividad realizada por los antiguos egipcios y

la cual es reportada en el Papiro de Ebers fPapyrus Eberso(De los Mozos, 1997).

Desde estos primeros intentos en el control de plagas de productos almacenados, el
hombre ha desarrollado diferentes técnicas basadas en el conocimiento biol6gico y
comportamental de las especies implicadas en las infestaciones. Entre los métodos
actualmente empleados se describen: controles fisicos (temperatura, atmosferas
controladas y radiacion electromagnética), controles biolégicos (predadores, parasitoides
y patégenos), controles etoldgicos (trampas, feromonas), controles mecanicos (barreras)
y controles quimicos (insecticidas). De estos métodos de control, el uso de insecticidas
es el méas utilizado dado que es uno de los mas eficaces y econdmicos, pero que
presenta serios inconvenientes que se mencionaran a continuacién (Jiménez, 2009;
Ospina, 2015; Vivas & Astudillo, 2006).

1.2.2 Control fisico

Este método es empleado de forma general para el control de plagas de almacén,

consiste en el uso de factores fisicos, tales como temperatura, atmdésfera controlada,
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humedad, energia, sonido y radiaciones electromagnéticas. El fundamento de su empleo
consiste en que las plagas solo pueden sobrevivir o desarrollarse dentro de ciertos
limites ambientales. Un ejemplo de control contra S. zemais es el aumento de
temperatura hasta 60 °C o disminucion de la misma hasta -30 °C. Uno de los
inconvenientes en el empleo de estas técnicas resulta en que requieren equipos muy
sofisticados por lo que su implementacién resulta costosa y poco Util para los pequefos
agricultores (Cisneros, 1995; Jiménez, 2009; Vivas & Astudillo, 2006).

1.2.3 Control biolégico

Consiste en la represion de las plagas mediante el uso de sus enemigos naturales, los
cuales pueden ser depredadores, insectos parasitos o patégenos. Los depredadores
causan la muerte de manera rapida ya sea succionandoles la sangre o devorandolos.
Los insectos parasitos viven a expensa de su hospedero al que devoran progresivamente
hasta causarle la muerte. Los patdgenos son microorganismos que causan
enfermedades y posteriormente la muerte del insecto (Jiménez, 2009; Vivas & Astudillo,
2006). Un ejemplo de control bioldgico frente a S. zeamais, es la avispa Anisopteromalus
calandrae, un enemigo natural, el cual deposita su huevecillo muy cerca de la larva
dentro del grano ya perforado, el cual posteriormente eclosiona y se ancla al hospedero.
La larva de la avispa se desarrolla de esta manera a expensas del hospedero, hasta
completar su metamorfosis para emerger como avispa, causando la muerte de la larva
del gorgojo y de esta manera se puede ayudar a controlar la infestacion causada por S.

Zzeamais, aunque ya el dafio al grano esté hecho (Garcia & Bergvinson, 2007).

1.2.4 Control etolégico

La represion de las plagas se realiza mediante el entendimiento de las reacciones de
comportamiento de los insectos. EI comportamiento es determinado en respuesta a la
presencia u ocurrencia de un estimulo, asi una sustancia quimica puede provocar que el
insecto se sienta atraido o repelido, aumente o disminuya la ingesta de alimento, o
generé mecanismos de comunicacion entre individuos de la misma especie. De esta
manera la aplicacion de control etolégico incluye el empleo de feromonas o
aleloquimicos. Algunos estudios han mostrado que la combinacién de compuestos
volatiles provenientes de algarroba (Ceratonia siliqua) con la feromona producida por

Sitophilus 4S,5R-sitofilura ((4R,5S)-5-hidroxi-4-metil-3-heptanona) ejercen una mayor
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accion atrayente sobre especies de éste mismo género (S. oryzae, S. granarius y S.
zeamais), que estando las sustancias por separado (Cisneros, 1995; Cox, 2004;
Jiménez, 2009). Uno de los posibles inconvenientes que se reportan para este tipo de
controles obedece a que la mayoria de las feromonas de insectos son de accion muy
especifica, por lo cual seria necesario disefiar una serie de productos especificos para
cada una de las especies de insectos presentes en la infestacion y que resultaria ser de
elevado costo (Cox, 2004; Likhayo & Hodges, 2000; Ospina, 2015).

1.2.5 Control mecanico

Comprende las técnicas mas antiguas empleadas en las cosechas que comprenden la
colecta manual de 6rganos, frutos o granos que se encuentran infestados por insectos,
para posteriormente destruirlos (mediante la quema o el entierro) y la colocacién de
diferentes barreras y/o dispositivos (rotacién de cultivos, zanjas, trampas de luz y
trampas de color). La aplicacion de estas técnicas es posible si existe abundante mano

de obra y es de bajo costo (Cisneros, 1995; Jiménez, 2009; Ospina, 2015).

1.2.6 Control quimico

Dada la gran rapidez, efectividad y bajo costo, el control quimico es uno de los métodos
mas utilizados en la actualidad. Los insecticidas sintéticos constituyen el primer recurso
para el control de plagas. Se considera que su utilizacién ha jugado un rol importante en
el incremento de la productividad agricola (Jiménez, 2009; Martinez et al., 2013; Ospina,
2015).

Existen de esta manera seis grupos de insecticidas empleados para el control de plagas:
organofosforados, organoclorados, carbamatos, piretroides, juvenoides e insecticidas
microbianos. Los cuatro primeros ejercen su accion mediante la afectacion de los
impulsos nerviosos, mientras los otros dos interfieren en procesos de desarrollo y/o en la

permeabilidad de las membranas, respectivamente (Rodriguez, 2008).

Los insecticidas se clasifican segun la via de ingreso al cuerpo del insecto, de la
siguiente manera (Cisneros, 1995; Prieto, 2012; Rodriguez, 2008):



Capitulo 1 13

1 Insecticidas estomacales o de ingestidn: Actllan cuando el producto es ingerido
por el insecto y de esta manera penetran al sistema digestivo. Por ejemplo, a este
grupo pertenecen los arseniatos y algunos autores incluyen al Bacillus
thurigiensis, un insecticida bioldgico en esta categoria.

1 Insecticidas de contacto: Aquellas sustancias capaces de atravesar la cuticula del
insecto y de este modo llegan al sitio blanco donde ejercen su accién. También
son considerados los aceites que al ponerse en contacto con el insecto lo cubren
provocando la muerte del insecto por asfixia.

1 Insecticidas gaseosos o fumigantes: Productos que en forma de gas penetran al

insecto a través de los espiraculos del sistema respiratorio.

Debido a las estrictas normas en relaciéon con los residuos de los insecticidas en los
alimentos, actualmente sélo una pequefia gama de productos pueden emplearse para el
control de plagas, los cuales generan una serie de efectos no deseados como:
intoxicaciones a los agricultores que los utilizan, efectos ambientales negativos que
incluyen contaminacion de acuiferos y desequilibrios ecolégicos y la aparicion de
poblaciones de insectos resistentes, debido al uso indiscriminado de este tipo de
sustancias (L6pez, 2008; Salgado et al., 2012). Para el control de S. zeamais se suelen
utilizar insecticidas muy toxicos y de baja selectividad, con accién fumigante y por
contacto. Como fumigantes la fosfina y el bromuro de metilo son los cominmente
utilizados y como insecticidas de contacto se utilizan organofosforados (diclorvos,
malation, pirimifos-metil, metil-clorpirifos) y piretroides (deltametrina, bioresmetrina,
ciflutrina). Desde el afio 2004 se ha prohibido el uso de productos a base de bromuro de
metilo, debido a que causa serios dafios en la capa de ozono. En la literatura se reporta
resistencia desarrollada por S. zeamais frente al uso frecuente de fosfina, lindano,
deltametrina, metil-clorpirifos, cipermetrina, malation y diclorvos (Abdel-Rahman, Abdel-
Moty, Nabawy, & Eman, 2011; Abdelgaleil etal. , 2016:; Gol il , Andril,
2011).

1.3 Mecanismos de resistencia de los insectos

La resistencia a los insecticidas puede explicarse con base en diferentes factores
multidimensionales que dependen de aspectos bioquimicos, fisioldgicos, genéticos y/o

ecologicos. Los insectos resistentes se desarrollan por medio de la sobrevivencia y
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reproduccion, después de haber sido expuestos al insecticida. La resistencia se agrupa

en dos tipos de mecanismos: cualitativos y cuantitativos. Los cualitativos involucran la

alteracion estructural del sitio diana, afectando de esta manera la interaccién insecticida-

receptor. La resistencia cuantitativa implican el aumento o disminucion de enzimas
detoxificadoras (Khater, 2012; Rodriguez, 2008).

La resistencia también se suele clasificar en cuatro tipos (Badii & Garza, 2007; FAO,
2013):

T

Resistencia por comportamiento: Los insectos evitan el contacto con el insecticida,

mediante la modificacién de habitos.

Resistencia por penetracion reducida: Ocurre modificacion del exoesqueleto en los

insectos, generando que la cuticula evite la penetracion del insecticida.

Resistencia en el punto de accion o no metabdlica: Los insectos logran modificar el

sitio de accién a donde suele llegar algun insecticida determinado, disminuyendo de
esta forma la sensibilidad a este.

Resistencia metabdlica: Involucra enzimas que detoxifican al insecto del insecticida.

La forma mas importante de resistencia metabdlica incluye la multifuncion oxidasa,

glutation S-transferasas y esterasas.

Figura 1-3 Cambios fisiol6gicos y de comportamiento asociados con la resistencia a
insecticidas
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La Figura 1-3 muestra dos comportamientos presentados en los insectos, el primero de
ellos (a), se observa la afectaciéon que ocasiona el insecticida para causar la muerte del
insecto, mientras que la segunda (b), se muestra los diferentes tipos de resistencia que
puede generar el insecto y que fueron descritos anteriormente. En los insectos
pertenecientes al género Sitophilus los mecanismos mas importantes de resistencia que
se suelen observar son la resistencia en el punto de accion y metabdlica (L6pez, 2008;
Rodriguez, 2008).

El mecanismo en el cual el insecto genera la sensibilizacion reducida del sitio de accion
ocasiona que el sitio de fijacién del plaguicida sufra diferentes modificaciones causando
la no fijacion de este, lo que lleva a una reduccién de efectividad o eliminacion del

insecticida. La resistencia en el sitio de accién de los insectos se clasifica en:

O Kdr (resistencia de choque): Se genera por mutaciones que produce el gen kdr y
super kdr, ocasionando que exista interferencia con los canales de sodio de las
células nerviosas. Este mecanismo se ha visto en la resistencia a DDT y a
piretroides generando el denominado efecto Knockdown o derribo, en el cual el
insecto queda recostado sobre su dorso por efecto de una paralisis rapida, pero
reversible.

O MACE (acetilcolinesterasa modificada): La AChE modificada es menos eficiente al
hidrolizar el sustrato que una enzima normal, debido a que la alteracién del sitio
activo ocasiona una disminucién en la reactividad con el inhibidor. Estudios de
inhibicion sugieren que el acceso a los centros cataliticos esta restringido por un
cambio de conformacién que se debe a una asociacion con diferentes residuos de
aminodcidos (Badii & Garza, 2007; FAO, 2013).

La resistencia a través de la desintoxicacibn metabdlica, se basa en sistemas
enziméticos que los insectos han desarrollado para desintoxicar de las toxinas. Estos
sistemas incluyen oxidasas microsomales y glutation S-transferasa (enzimas importantes
para el metabolismo de compuestos organofosforados) y carboxilesterasas (que se
encargan de la eliminacién de carbamatos, organofosforados y piretroides) (Badii &
Garza, 2007). En la Tabla 1-2 se resumen el modo de accién de algunos insecticidas
comunmente empleados para el control de S. zeamais y el mecanismo de resistencia que

se ha generado por parte del insecto.
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Tabla 1-2 Mecanismos de resistencia a insecticidas (Badii & Garza, 2007)

Insecticidas Modo de accion Mecanismo de resistencia
Organofosforados | Inhibicién directa del | Aumento de detoxificacion y/o
y carbamatos neurotransmisor, AChE. AChE insensible.

Cicl odi en|Generacibn de una excesiva | Receptor de proteina GABA
lindano liberacion de AChE. insensible.

Piretroides Interrupciéon  de  transmision | Canal de Na' insensible y/o
axonal por accion del canal de | aumento de detoxificacion.

sodio.

Fosfina, rotenonas | Inhibicibn de respiracion por | Cambios de proteina(s)
accion en componentes | respiratorias, aumento
mitocondriales de la cadena | detoxificacion metabdlica.

respiratoria.

La aparicion de resistencias a insecticidas comerciales suele causar bastantes problemas
a los agricultores, pues generalmente lo que suele hacerse es aumenta la cantidad de
insecticida para el control de la plaga, este exceso va a generar una elevada toxicidad
residual y un mayor costo en el producto final. Por esta razén, muchas investigaciones
gue se realizan a nivel mundial estan enfocadas en la busqueda de sustancias efectivas,
de baja toxicidad y con accion multidiana, que dificulten la generacién de resistencia por
parte de los insectos (Brechelt, 2004; Suleiman, Ibrahim, & Majeed, 2012). En este
sentido, la investigacién en productos naturales puede ser una fuente de compuestos o
sustancias amigables con el medio ambiente y de accion efectiva (Avila, 2014; Kiran &
Prakash, 2015; Prieto, 2012).

1.4 Insecticidas botanicos

La potencialidad de las plantas y/o sus derivados a ser utilizados como insecticidas y
repelentes para el control de insectos, se puede asociar a la co-evolucién que ha existido
entre insectos y plantas a través de los afos, lo que ha generado una gran diversidad de
metabolitos secundarios que le han permitido a la planta subsistir, ya sea mediante la
produccién de sustancias que disuaden, repelen o causan la muerte del atacante y/o por
la liberacién de sustancias que atraen a polinizadores (Isman, 2006; Ospina, 2015;

Prieto, 2012). Adicionalmente, la potencialidad se fundamenta en el hecho que a través
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de la historia algunas plantas y/o sus productos derivados ha sido utilizado como
insecticidas y/o repelentes, a que solo un 20% de las 300.000 especies vegetales
reportadas han sido sometidas a algin tipo de investigacion y a la capacidad que
presentan las plantas para producir una amplia diversidad de metabolitos secundarios
gue por sus propiedades fisicoquimicas pueden tener diferentes modos de accion
(Bezerra et al., 2016; Pandey et al., 2014; Regnault et al., 2004).

En la literatura se reportan un gran numero de sustancias aisladas de plantas con
potencial actividad insecticida, pero sélo algunas han llegado a ser utilizadas como
principios activos en productos comerciales, tal es el caso de rotenona, piretrinas y
nicotina. Rotenona es un flavonoide extraido de las raices de Derris elliptica, el cual
actia a través de la inhibicién de la fosforilaciéon del ADP a ATP, causando ataxia y
posteriormente la muerte de diversos insectos. Las piretrinas aisladas de flores de
Chrysantemum cinerariaefolium, pueden causar pardlisis muscular y muerte en insectos,
cuyo mecanismo de accién esta generalmente asociado al bloqueo de los canales de
sodio. La nicotina presente en el tabaco (Nicotiana tabacum) suele causar contracciones
espasmaodicas, convulsiones y finalmente la muerte de diversos insectos y cuyo modo de

accion se basa en la mimetizacion de la acetilcolina (L6pez, 2008; Moreira et al., 2007).

Dentro de las sustancias producidas en la naturaleza con un alto potencial para ser
utilizadas en el control de insectos se encuentran los aceites esenciales (AE), que se
caracterizan por ser mezclas complejas de metabolitos secundarios volatiles, que por sus
propiedades pueden ejercer diversos efectos sobre los insectos y reducir la posibilidad de
aparicion de lineas resistentes. Adicionalmente, muchos se caracterizan por su alta
selectividad y rapida degradacion en el ambiente (Ebadollahi & Jalali, 2015; Koul, Walia,
& Dhaliwal, 2008; ( Po | at odrakag, 2@16).KAunque se ha evidenciado que los AE
tienen gran potencial en tratamientos a pequefia escala y espacios de fumigacion
reducidos, problemas relacionados con su volatilidad, pobre solubilidad en agua y
capacidad de sufrir oxidacion deben ser solucionados antes de ser usados como una
alternativa para el sistema de control de plagas a gran escala (Tripathi, Upadhyay,
Bhuiyan, & Bhattacharya, 2009).

Los AE comunmente pueden ser inhalados, ingeridos o absorbidos por la piel de los

insectos. Sobre la accion fisiolégica que ejercen estos sobre los insectos se conoce muy


https://es.wikipedia.org/wiki/Nicotiana_tabacum
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poco, algunos tratamientos con AE 0 sus constituyentes causan sintomas que sugieren
como modo de accibn la inhibicion de acetilcolinesterasa, la interrupcion de las funciones
de octopamina y bloqueo de canales i6nicos. El sistema octopaminérgico de los insectos
representa un objetivo racional para su control, pues conduciria a una reduccién de
intoxicaciones en el agricultor debido a que los vertebrados carecen de este tipo de
receptores (Enan, 2005; Lépez & Pascual, 2015; Park, Shin, & Kim, 2016; Tripathi et al.,
2009).

Estudios realizados con diferentes AE frente a diversos insectos entre los que se

encuentran los pertenecientes al género Sitophilus, han demostrado su accion
antialimentaria, repelente, toxica fumigante y por contacto, entre otros. Por ejemplo, para

el aceite de Chenopodium ambrosioides cuyos componentes mayoritarios son p-cimeno

y -térpineol, se le determino toxicidad fumigante causando una mortalidad entre 63 y

100% frente a S. granarius enconce nt r aci ones de ? (Dapdhdjoa, Adler,3 €| / cm
Bouda, & Fontem, 2002). AE provenientes de Artemisia capillaris y A. mongdlica,

presentan un alto poder fumigante contra S. zeamais con ClLs, de 5,31 y 7,35 mg/L,
respectivamente. Estos AE se caracterizaron por un gran contenido de 1,8-ci ne ol , U
pineno, alcanfor, germacreno D y o-terpineno (Liu, Chu, & Liu, 2010). El aceite de Piper

aduncum cuyo componente principal es el dilapiol, se le ha reportado toxicidad fumigante

(CLspde 0,56 €L/ g) y t0oXk@i®&dd ephdyg o OBt oe L/ &lm
zeamais (Martinez et al., 2013; Vidal, Fazolin, Catani, Rodrigues, & Santos, 2006).

Accibén repelente se ha reportado para los AE de Rosmarinus officinalis, Cymbopogon

citratus y Eucalyptus citriodora frente a S. zeamais, con porcentajes de repelencia (PR)

superiores al 60% con concentracién de 0,503 ¢ L / ©(huz S. Nerio, Olivero, &

Stashenko, 2009).

Adicionalmente, se han evaluado algunos constituyentes puros presentes en los
diferentes aceites bioactivos, con el fin de determinar si son los responsables de la
actividad presentada por los AE. De esta forma se ha determinado diferentes efectos
toxicos y/o repelentes contra S. granarius para 1,8-cineol, alcanfor, eugenol, linalool,
acetato de bornilo y el acetato de linalilo (Ebadollahi & Jalali, 2015; Rozman, Kalinovic, &
Liska, 2006). A compuestos como 3-careno, 4-terpineol, 6xido de limoneno, carvona,
dihidrocarvona, fenchona y mentona se les ha reportado actividad téxica y/o fumigante

frente a S. zeamais (Yildirim et al., 2013). De igual manera se han reportado algunas
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cetonas terpénicas que también han presentado gran potencial a nivel de laboratorio para

el control de S. zezamaiscomo | o son pul egotayana coh Cpdh81i non a,

13,8 vy 6 Bairg, respkctivemedte (Herrera et al., 2015).

Principalmente, en la Gltima década se han realizado diversos estudios con el fin de
determinar los posibles mecanismos de accion, que pueden presentar los AE y/o sus
constituyentes bioactivos frente a diversos tipos de insectos. De esta manera, los AE de
Artemisia judaica, Citrus lemon, Citrus aurantifolia y Callistemon viminals, se les ha
determinado que inhiben la enzima aceilcolinesterasa (AChE), con Clgy entre 16,1y 29,4
mg/L (Abdelgaleil et al., 2016). Al eugenol se le ha reportado que posee actividad para
imitar la octopamina, por lo que ocasiona un aumento de los niveles de calcio a nivel
intracelular (Enan, 2005). El linalool, por su parte, ha demostrado actuar en el sistema
nervioso afectando el transporte de iones y la liberacién de acetilcolinesterasa en el
insecto (Tripathi et al., 2009) y algunas cetonas terpénicas como timoquinona y alcanfor
han evidenciado una relacién directa con la inhibicion de AChE, aunque este dltimo ha
mostrado tener poco efecto insecticida in vivo, lo que indica que existen barreras que

limitan su efecto (Herrera et al., 2015).

Algunos ejemplos de productos a base de AE y/o sus constituyentes que son

comercializad os act ual ment e, son CinamiteE (un

afi

d

invernaderos y cultivos hort2col as) y ValeroE

cultivos de uvas, citricos y nueces), elaborados por Mycotech Corporation y cuyos
productos se basan en el aceite de canela, siendo el cinamaldehido su ingrediente activo.
Otra compafiia que actualmente produce pesticidas basados en aceites esenciales es
EcoSMART Technologies, quienes cuentan con una mezcla patentada de compuestos de
aceites esenciales gue incluye eugenol y propionato de feniletilo, destinados a controlar
diferentes tipos de insectos (cucarachas, hormigas, polillas, avispas, entre otros) (Tripathi
et al., 2009). De esta forma, se puede evidenciar el gran potencial que tienen los aceites
esenciales como base para el desarrollo de productos eficaces y seguros en el control de

insectos de almacén.
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2Met odol og? a

2.1 Diseio experimental

Con una poblacién de tamafio N = 56 de aceites esenciales se disefidé un experimento en
dos fases para determinar la muestra final, con la que se determinaron las

concentraciones letales.

FASE |

) Con base en un umbr al de Il etalidad m2zni mo
modelo general de actividad fumigante (ensayo descrito en el numeral 2.2.4),
a una escala temporal de 24 horas, se determiné una primera submuestra n;.

i) Los aceites esenciales pertenecientes a la submuestra n; fueron
caracterizados quimicamente por CG-EM (método descrito en el numeral 2.3).

iii) Con base en la primera submuestra n; y que la letalidad es debida a dos
factores: contacto o fumigante y que puede estar presente un efecto
repelente, se emplearon tres tratamientos cada uno con sus réplicas (entre 3y

5) y la misma escala temporal, para la segunda seleccién que son:

T1: Accién fumigante especifica del aceite i (ver seccion 2.4.1)
T2: Accion del aceite i debido al contacto tépico (ver seccion 2.4.2)

T3: Accién repelente del aceite i (ver seccion 2.4.3)

Se cuantificaron las acciones de los tratamientos T1, T2 y T3 a través de tres tipos de

variables (ver seccién 2.5.1).

FASE Il

Con los datos obtenidos de los diversos tratamientos se determiné un grupo homogéneo

fumigante que este diferenciado del grupo en el que prevalece la accién por contacto y/o



Capitulo 2 21

por repelencia. En otras palabras, se determinaron dos grupos que marquen una
diferencia estadisticamente significativa entre la accion fumigante en contraste con las
otras dos. La metodologia Cluster que se utilizé corresponde a un método jerarquico con
una medida de similaridad y un método de agrupacion a través de particiones conocido

como k-means.

Una vez determinada la muestra homogénea de AE en la Fase |, se estimaron las
concentraciones letales (CLso; CLso y CLgo) utilizando la metodologia fumigante (método

II) y el modelo Probit.

Posteriormente, se realiza un Andlisis de Varianza (ANOVA) para determinar si hay
diferencias significativas en las concentraciones letales. Luego, a través de un analisis
post-hoc de Tukey (si hay diferencias significativas) se determina que grupos de aceites

tienen marcadas diferencias en cuanto a las concentraciones letales.

Finalmente, teniendo en cuenta los resultados obtenidos con el modelo Probit y con los
modelos estadisticos (ANOVA y post-hoc de Tukey) realizados con los AE que
constituyen la muestra final, se seleccionaron algunos de éstos para realizar un estudio
de aproximacion a los mecanismos de accion mediante la determinacién de la inhibicién

de las enzimas AChE y catalasa obtenidas de S. zeamais.

2.2 Seleccion de los aceites esenciales con potencial
actividad insecticida sobre Sitophilus zeamais

2.2.1 Recoleccion del material vegetal

El material vegetal de 21 plantas aromaticas entre silvestres y domesticadas, fue
adquirido en algunos casos en la plaza de mercado Samper Mendoza (Bogota-Colombia)
y las demas fueron recolectadas en diferentes salidas de campo. En la Tabla 2-1 se
describe cada una de las especies trabajadas, el numero de coleccién, el lugar de
obtencion, la parte empleada y el estado en el que se us6 para la extraccion de los
aceites esenciales. Un espécimen de cada muestra colectada fue depositado en un
Herbario para su determinacién taxonémica (Herbario Nacional Colombiano y/o Herbario,

Jardin Botanico José Celestino Mutis).
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Tabla 2-1 Especies recolectadas para el estudio de actividad insecticida sobre S.

myricariifolium

zeamais
# Especie Nomt’)re # Coleccion Sitio de co_I(?cta u Parte Estado
comun obtencion empleada
1 | Ambrosia cumanensis | Altamisa |COL 595396 San Mateo (Boyaca) Hojas y tallos Fresco
Cupressus S Universidad Nacional de .
2 sempervirens Ciprés COL 595397 Colombia (Bogota) Hojas Fresco
3 lllicium verum Anis COL595400 | Plaza de mercado (Bogotd) Frutos Seco
estrellado
4 | Rosmarinus officinalis Romero | COL595398 | Plaza de mercado (Bogotd) Hojas Fresco
5 Satureja viminea Menta COL596919 | Jardin botanico (Bogota) Hojas y tallos Fresco
Minthostachys . - . .
6 septentrionalis - COL596918 | Jardin botanico (Bogota) Hojas y tallos Fresco
7 Ocimum basilicum Albahaca | COL595395 | Plaza de mercado (Bogota) Hojas Fresco
8 Piper nubigenum Cordoncillo | COL595897 San mateo (Boyaca) Hojas y tallos Fresco
9 Citrus sp. Naranja Nd Plaza de mercado (Bogota) Cascara Fresco
8 10 Lippia alba F:arlci)vr;go COL595394 San Mateo (Boyaca) Hojas y flores Fresco
o - - -
Q : Falso Universidad Nacional de
) 11 Schinus sp. pimiento Nd Colombia (Bogota) Frutos Fresco
& 12 Piper aduncum Cordoncillo | COL595171 | La sierra (Cundinamarca) Hojas Fresco
13 Piper aduncum Cordoncillo | COL 593727 | La sierra (Cundinamarca) Hojas Fresco
14 Piper holtonii Cordoncillo | COL593726 | ~ Mesitas del Colegio |~ Hojase Fresco
(Cundinamarca) inflorescencias
15 Piper bogotense Cordoncillo | COL511095 Sopo6 (Cundinamarca) Hojas Fresco
16 Piper eriopodon Cordoncillo | COL595898 Paramo santa barbara Hojas Fresco
(Santander)
17 Piper marginatum Cordoncillo | COL591820 Mesnas_del Colegio Hojas Fresco
(Cundinamarca)
18 Piper imperiale Cordoncillo | COL 519826 Duitama (Boyaca) Hojas Fresco
19| Piper pesaresanum | Cordoncillo | COL553307 | Santa Barbara (Santander) Hojas Fresco
20 Artemisia sp. Estragon Nd Plaza de mercado (Bogota) | Hojas y tallos Fresco
21 Foeniculum sp. Hinojo Nd Plaza de mercado (Bogota) | Hojas y tallos Fresco
Nd (No determinado)
En la Tabla 2-2 se relacionan las especies que previamente habian sido recolectadas en
el grupo y de las cuales se tenian los aceites esenciales, que fueron empleados en el
presente estudio, de las muestras colectadas un espécimen se envié a un herbario
(Herbario Nacional Colombiano y/o Herbario Jardin Botanico José Celestino Mutis), para
su determinacion y un ejemplar reposa en este.
Tabla 2-2 Especies previamente colectadas en el grupo de investigacion
# Especie Nompre # Coleccién Sitio de co_I(,ecta u Parte Estado
comun obtencidn empleada
1 Xilopia discreta - COL518691 Barrancabermeja Frutos Secos
0 (Santander)
§ 2 | Hypericum mexicanum Chite JBB10659 Usme (Bogotd) Hojas y tallos Fresco
o Hypericum . - ,
3 Chite JBB00350 Usme (Bogotd) Hojas y tallos Fresco
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Tabla 2-2 (Continuacién)

# Especie l\éch)nr:]tl)]rne # Coleccion Siti%gtzr(igilgzta u emppallret:da Estado
4 Lavandula stoechas Lavanda JBB03053 Jardin Botanico (Bogota) Hojas y flores Fresco
5 Ocotea sp. - Nd Guainia Nd Nd
6 Eucalyptus sp. Eucalipto | COL 596913 Usme (Bogota) Hojas Fresco
7 Piper el-metanum Cordoncillo | COL553310 Acacias (meta) Hojas Fresco
8 Piper aduncum Cordoncillo | COL515969 (Cilljwsd?g:r?wi%ia) Inflorescencias Fresco
9 | Piper cf. asperiusculum | Cordoncillo | COL579924 San mateo (Boyaca) Inflorescencias Fresco
10 | Piper pertomentellum | Cordoncillo | COL579920 San Mateo (Boyaca) Inflorescencias Fresco
11 | Cymbopogon nardus Citronela Nd Manizales Hojas Fresco
12 | Cymbopogon citratus Limonaria | COL595393 (Cifd?r?:rfwﬁia) Hojas Fresco
13 Coleonema album Diosme COL526771 | Plaza de mercado (Bogota) | Hojas y tallos Fresco
14 Lippia sp. Or?g:t% de Nd Chicamocha (Santander) Hojas Fresco
15 Copaifera sp. Copaiba Nd Leticia (Amazonas) Nd Nd
16 | Hypericum juniperinum Gu;:rzgﬁc’)cio JBB00348 Usme (Bogotd) Hojas y tallos Fresco
17 Ocotea longifolia Laurel COL522892 Icononzo (Tolima) Hojas Fresco
18 | Aniba Puchury-minor - COL544559 (Cil#msdiiir?:rii%ga) Hojas Fresco
é 19 Ci?r?;inr’]lgrrcgm - COL 547370 Acacias (Meta) Hojas Fresco
20 Aiouea sp. - Nd Chingaza (Cundinamarca) Hojas Fresco
21 Beilschmiedlia - COL563246 | La Vega (Cundinamarca) Hojas Fresco
costaricencis
22 Aniba robusta - COL563245 | La Vega (Cundinamarca) Hojas Fresco
23 | Aniba Puchury-minor - COL566239 | Santa Barbara (Santander) Hojas Fresco
24 Ocotea sp. Cascsarillo Nd Arauca (Arauca) Hojas Fresco
25 | Nectandra acutifolia - COL566240 (Cil;\ii?r?:riigga) Hojas Fresco
26 Ci[lr?;irrr:g:\j:m - COL 548028 | Nocaima (Cundinamarca) Hojas Fresco
27 Ocotea longifolia Laurel COL 563466 Lerida (Tolima) Hojas Fresco
28 Ocotea longifolia Laurel COL 587616 Vichada Hojas Frescas
29 Piper aequale Cordoncillo | COL510622 | Nocaima (Cundinamarca) Hojas Fresco
30 Virola carinata - COL563244 Granada (Meta) Hojas Fresco
31 Syzygium sp. Clavo Nd Plaza de mercado (Bogota) Frutos Fresco
32 Piper eriocladum Cordoncillo Nd Granada (Cundinamarca) Hojas Fresco
33 Peperomia sp. - COL526963 Acacias (Meta) Hojas Fresco
34 Piper sp. Cordoncillo | COL552676 Acacias (Meta) Hojas Fresco
35 Curcuma sp. Circuma Nd Plaza de mercado (Bogota) Raiz Seco

Nd (No determinado)
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2.2.2 Obtencidon de los aceites esenciales

Los diferentes érganos de cada una de las plantas trabajadas fueron troceados y
sometidos a extraccion por arrastre con vapor durante 2 horas para la obtencion de los
aceites esenciales. Los aceites obtenidos se secaron con sulfato de sodio anhidro y se
almacenaron en nevera a una temperatura de 4 °C. Mediante este proceso se obtuvo la

poblacion de estudio correspondiente a 56 aceites esenciales.

2.2.3 Criade insectos

Los insectos de Sitophilus zeamais se obtuvieron de un pie de cria establecido en el
Laboratorio de Productos Naturales Vegetales del Departamento de Quimica de la
Universidad Nacional de Colombia i Sede Bogota. Los insectos fueron mantenidos en
maiz porva o maiz dentado sometido a un pre-tratamiento, dispuestos en una camara de
cultivo bajo condiciones de oscuridad, humedad (65 + 5 % HR) y temperatura controladas
(27 £ 1°C). El pre-tratamiento del maiz consistié en dejarlo por un periodo de 72 h a una
temperatura de -20 °C, posteriormente es calentado a 35 °C durante 24 horas y
finalmente es almacenado en frascos herméticos durante 24 horas a temperatura
ambiente para su posterior empleo (Abo et al.,, 2015; Gbaye, Holloway, & Callaghan,
2012). Los insectos adultos entre 6 i 10 dias de emergidos fueron utilizados en los

diferentes ensayos de actividad.

2.2.4 Ensayo de actividad fumigante (Método )

Para la determinacion de la toxicidad volatil de los 56 aceites esenciales se emple6 el
método de vial en vial (Pascual, Ballesta, & Soler, 2004; Prieto, 2012)). Para el tamizaje
se aplicd un volumen de 11 uL de aceite esencial en un papel filtro Wathman® 1 de 2 cm
de diametro colocado en la parte superior de un vial de cristal de 1,5 mL; posteriormente
el vial es introducido en un vial de 22 mL con cierre de tipo rosca que contenia 10
insectos sin sexar quedando una concentracion final de aceite esencial de 500 ¢L/L aire.
Como controles positivos se emplearon Nuvan 50 ® que contiene diclorvox como
ingrediente activo (100 eL/L aire) y Fosfamin® con fosfina como ingrediente activo (150
pL/L aire). EI control negativo se realiz6 de la misma manera, pero sin la aplicacion de
ninguna sustancia. Todos los ensayos se realizaron por triplicado bajo condiciones
controladas de temperatura y humedad (27 ° 1 Cy 65 ° 5 % HR). La mortalidad de los

insectos se determina a las 24 horas. Los insectos se consideraban muertos cuando al
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observarlos en un estereoscopio no se veia movimiento de las patas y/o de las antenas
después de estimulacién por 15 segundos con alfiler entomol6gico. El porcentaje de
mortalidad se calculé empleando la formula de correccion de Abbott, (1925) (ecuacion
2.1).Con los resultados de este ensayo fue posible seleccionar los aceites esenciales con
potencial insecticida, que corresponden a aquellos que causaron un porcentaje de
mortalidad O 40 %.

P D£1i8OI1 B0 O UNEDBOE O .4

P0¢i80 QP T T (2.1)

primb 0 £I8@EE O € a

Figura 2-1 Esquema grafico del montaje actividad fumigante (Método |)

»!».»‘

2.3 Caracterizacion quimica de los aceites esenciales
con potencial actividad insecticida

25°Cy 70 % HR

2.3.1 Preparacion de las muestras

Se tomaron 25 pL de cada aceite esencial y se llevaron a un volumen final de 1 mL con
n-hexano o diclorometano. La solucién patrén de hidrocarburos se prepar6 disolviendo 25
pL de una solucion homologa de hidrocarburos (Cg 1 Cy) hasta un volumen final de 1 mL

con n-hexano.

2.3.2 Analisis por CG-EM

La separacién de los componentes de cada aceite esencial se realiz6 empleando un
cromatdgrafo de gases Agilent Tecnologies 6850 serie Il con detector selectivo a masas
Agilent Tecnologies MSD5975B, el cual fue operado a 70 eV, usando un analizador
cuadrupolo, en modo full scan a 4,57 scan s™. Los espectros de masas fueron adquiridos
entre 40 y 400 m/z. Los andlisis se realizaron con dos columnas de polaridad ortogonal
(DB-5MS y HP-INNOWax).
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En el primer andlisis de los aceites se us6 una columna DB-5MS (60 m x 0,25 mm x 0,25
pum) con inyeccién en modo Split (20:1) por 1,5 min. La rampa de temperatura comenz6
en 40 °C durante 2 min, a continuacion se llevd hasta 123 °C (con un gradiente de 4
°C/min) y se mantuvo constante durante 2 min, en seguida se aumentd hasta 160 °C (4
°C/min) manteniéndola durante 5 min mas, posteriormente se aument6 hasta 220 °C (5
°C/min) y se mantuvo durante 8 min, finalmente se llevé hasta 280 °C (5 °C/min)
manteniéndola constante 4 min; para un tiempo total de corrida de 75 min. Se inyect6 1

ML de cada solucién analizada.

En el segundo analisis se emple6é una columna HP-INNOWax (60 m x 0,25 mm x 0,25
pum) con inyeccién en modo Split (20:1) por 1,5 min. La rampa de temperatura comenzé
en 45 °C durante 4 min, en seguida se aumento hasta 120 °C (3 °C/min) manteniéndola
durante 2 min y finalmente se llevo hasta 250 °C (4°C/min) manteniéndola constante 8

min, para un tiempo total de 71,5 min. Se inyectd 1 pL de cada solucion analizada.

2.3.3 Determinacion de la composicion quimica

La determinacion de los constituyentes quimicos se realiz6 por comparacion de los
espectros de masas Y los indices de retencion obtenidos para cada compuesto con los
reportados en bases de datos NIST 14.L, Wiley 8.1 y Pherobase y los publicados en la
literatura (Adams, 2012; Jennings & Shibamoto, 1980). Los indices de retencién (Ig) se
calcularon empleando una serie homdloga de hidrocarburos desde Cg hasta C,g, eluidos
bajo las mismas condiciones operacionales descritas para los aceites esenciales
(Stashenko & René, 2010).

Para el calculo de los indices de retencion se uso la ecuacion (2.2)

O pmen p nE— (2.2)

Siendo:

n = namero de &tomos de carbono en la n-parafina que eluye antes del compuesto de
interés.

trx= tiempo de retencién del compuesto de interés.

trn = tiempo de retencion de la n-parafina con n &tomos de carbono que eluye
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inmediatamente antes del compuesto de interés.
try = tiempo de retencibn de la parafina con N &tomos de carbono y eluye

inmediatamente después del analito de interés.

2.4 ldentificacion de los aceites esenciales y/o sus
constituyentes con potencial actividad fumigante,
contacto y/o repelente

2.4.1 Ensayo de actividad fumigante (Método Il)

Los aceites esenciales con potenci al actividad
seleccionados con el Método I, fueron sometidos a evaluacién de actividad fumigante por
el método de vial en vial modificado. En este ensayo se evitd el contacto del insecto con
el aceite esencial y para lograrlo se cubrié con tela de visillo el vial en el que se colocé el
papel impregnado con aceite esencial. Se reprodujeron las mismas condiciones del
ensayo anterior: 11 pL (500 ¢L/L aire) de AE, lectura de mortalidad a las 24 horas y tres
réplicas, calculandose el porcentaje de mortalidad con la ecuacién 2.1. Se emplearon los

mismos controles positivos y negativos que en el Método |.

2.4.2 Ensayo de toxicidad tépica por contacto

La toxicidad por contacto de los aceites esenciales sobre adultos de S. zeamais se
determiné por el método tépico por contacto, el cual consiste en aplicar sobre el protérax
de los insectos diferentes cantidades de AE (0,10, 0,15y 0,20 pL). Como control negativo
se emplearon insectos sin tratar y como control positivo se emple6 Nuvan 50 ® a un
volumen de 0,10 pL. Los insectos tratados fueron transferidos a viales de vidrio de 22 mL
guedando 10 insectos por vial. Los viales se mantuvieron en la camara de cultivo bajo
condiciones de temperatura y humedad controladas (27 + 1 °C y 65 = 5 % HR). Todos los
tratamientos fueron realizados por triplicado. La mortalidad de los insectos se determiné
a las 24 horas (Z. L. Liu, Goh, & Ho, 2007). Los porcentajes de mortalidad se calcularon

con la formula de correccién de Abbot (ver ecuacion (2.1)).

2.4.3 Ensayo de actividad repelente

Para determinar la accion repelente de los aceites esenciales seleccionados mediante el
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ensayo de actividad fumigante (Método 1), se empled un olfatbmetro compuesto por dos
frascos de plastico de 290 mL conectados por un tubo plastico con un recipiente ubicado
en la parte central del conducto (Figura 2-1). En uno de los frascos se coloco el
tratamiento, que correspondia a un vial de 1,5 mL que en la parte superior tenia un disco
de papel Whatman® 1 de 2 cm de diametro y el cual se encontraba impregnado con
diferentes volimenes del AE, correspondientes a concentraciones entre 6.2 -2 2 . 7
de aire, mientras que el otro recipiente en el cual se encontraba el vial con el papel sin
ningan tratamiento actlio como testigo. Los insectos adultos de S. zeamais, 20 por
montaje, se incorporaron a través del recipiente central del tubo conector. La lectura de
actividad se realiz6 a las 2, 6 y 24 h de la aplicacién y se registraron el nUmero de
insectos presentes en ambos recipientes (tratados y no tratados) todos los tratamientos
se realizaron por triplicado (Ringuelet et al., 2014). El porcentaje de repelencia se calculd
mediante la ecuacion (2.3).

-~

L'WY — WP TT (2.3)

Donde N= numero de insectos presentes en el area no tratada; C= nimero de insectos

en el area tratada.

Figura 2-2 Disefio de olfatobmetro realizado en el grupo de investigacion

La repelencia para 2h, 6h y 24 h para cada una de las concentraciones evaluadas fue
clasificada de acuerdo a la siguiente escala de repelencia (% repelencia= clase): (<0,1 =
0), (0,17 20 =1), (20,17 40,0 =1I), (40,27 60,0 =Ill), (60,17 80,0=1V)y (80,17 100 =
V) (Abdel-Rahman et al., 2011).

elL/ L
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2.5 Analisis estadistico

2.5.1 Cluster

El vector de variables utilizado para este andlisis cluster, estd compuesto por tres tipos
de variables, unas categdricas y otras cuantitativas:

psi el aceite de |l a clase i presenta |l a act.i
nsi el aceite de |l a clase i no presenta | a a

Donde, j=1: Actividad por contacto; j=2: Actividad fumigante y j:;=3 Actividad repelente

(variable dummy). Ademas, un vector de variables cuantitativas, dado por:

&
®d,® que representan la proporcion de mortalidad debido a la acciéon por contacto 6
®

fumigante y la proporcion de repelencia respectivamente.

Finalmente, una variable cualitativa ordinal @ que representa una categoria de

repelencia, dada enunrangodelaV.

Los algoritmos utilizados para determinar los individuos (AE) en los dos grupos se basan

en una medida de distancia.

La distancia euclidiana entre dos individuos @ e & esta dada por

Q Gt w W

Algoritmo de K means
1. Dado un numero de clisters conocido (k=2).
2. Cada cluster tiene asociado un centroide (centro geométrico del cluster).
3. Los puntos se asignan a los cllster cuyo centroide esté mas cerca (utilizando
cualquier métrica de distancia).
4. Iterativamente, se van actualizando los centroides en funcién de las asignaciones

de puntos a clisters hasta que los centroides dejen de cambiar.
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Claster Jerarquico (Dendograma)

La similitud entre dos objetos (AE) viene

cercano. En este caso se utilizan las técnicas divisivas que consisten en: Comenzar con
un Unico r clister que englobe todos los casos de nuestro conjunto de datos. En cada
paso, partir un cluster hasta que cada clister contenga un unico caso (0 queden k

clusters).

2.5.2 Ensayo fumigante para CLs

Para obtener los resultados que permitieran estimar las CLzy, CLso Yy CLgg, S€e empled el
método de vial en vial modificado (método Il) descrito en el literal 2.2.4. En este caso se
emplearon cantidades entre 1,1 - 18 L del AE (50 - 818 ¢L/L aire). El ensayo se realiz6

por quintiplicado, bajo las mismas condiciones de temperatura y humedad (Prieto, 2012).

2.5.3 Estimacion de las concentraciones letales (CL)
Para realizar la estimacion de las concentraciones letales, sean:

Y;: la proporcion de individuos (S. zeamais) muertos al aplicar la j €ésima especie, en la ny

muestra de control de tamafio k.
Cj: la concentracion aplicada al individuo i de la especie j para cada k.

Luego, para cada j se tiene " jj: la probabilidad de que la proporcion Yj = y; el individuo i
en cada ensayo k, con “ ; = P(Y; = y;@&, = 1). Por lo tanto, el modelo probit ajustado para

cada j especie esta dado por:

5 3E OA MPOEAE AGDAEEA
@ L 3E 17 OM GBI EAEKODAAEA

Donde:* «f son el intercepto y la pendiente en cada modelo

Ademas, I3 () es el inverso de la distribucion normal estandar conocido como la
funcion de enlace probit y cuando “ = 0,5 se utiliza para estimar la concentracion letal de

aproximadamente el 50%.

dada
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0 0 se define como la concentracion letal de efectividad del 30% para cada especie j.
0 0 se define como la concentracion letal de efectividad del 50% para cada especie j.
0 0 se define como la concentracion letal de efectividad del 90% para cada especie j.

Una vez estimadas las CLs y con el fin de determinar si estadisticamente existen
diferencias significativas entre los aceites se realizo la prueba de ANOVA de una sola via
y en coso de encontrar diferencias significativas se realiza una prueba post-hoc de

Tukey, con ayuda del programa estadistico SPSS version 24.

2.6 Determinacién del efecto que tienen algunos aceites
sobre enzimas de importancia metabdlica en S.
zeamais

2.6.1 Obtencion del extracto enzimatico

Se pesaron aproximadamente 6 g de insectos adultos sin sexar de S. zeamais, que
fueron sumergidos en nitrégeno liquido, para posteriormente ser homogenizados con 50
mL de buffer fosfato (pH 7,2) empleando un mortero. El homogenizado fue filtrado
mediante lana de vidrio, luego este filtrado se centrifugo a 4 °C por 45 minutos a 12000
Xg. El sobrenadante resultante fue utilizado para los ensayos de actividad enzimatica
(Abdelgaleil et al., 2016; Kiran & Prakash, 2015).

2.6.2 Cuantificacion de proteinas

El contenido de proteinas del extracto enzimatico fue estimado de acuerdo al método de
Bradford (1976), usando una solucion de 1,55 mg/mL de BSA como estandar para
construir la curva de calibracién (0,0077 - 0,0310 mg/mL de BSA). Para la cuantificacién
de proteinas en el extracto enzimatico se tomaron 75 ¢ Lde éste y se combinaron con
925¢e L de buf f0d4 M, pH 6,3 ¥ 2000cL de colorante de Bradford. Las lecturas
de absorbancia se realizaron a 595nm en un espectrofotémetro UV-Vis Cary-100 (Garcia
& Vazquez, 1998; Kruger, 2009).
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2.6.3 Inhibicion de la acetilcolinesterasa

El efecto de los aceites esenciales se determind siguiendo el método descrito por Galgani
& Bocquene (1991), el cual se basa en el método publicado por Ellman, et al, (1961). 50
ML de extracto enzimatico fueron colocados en microplacas de 96 pozos y se dejo
incubar por 15 min a 37 °C. Posteriormente se adicionaron 25 pL de acido 5,5'-ditiobis(2-
nitrobenzoico (DTNB, 10 mM en buffer fosfato pH 7,2), seguido de 50 pL de una solucién
de aceite esencial (100 -2000 ppm), 225 uL de buffer fosfato y 25 uL de yoduro de
acetiltiocolina( 1 0 mM) , para alcanzar un vol umenunéi
lectura de absorbancia a 420 nm después de 30 min de incubacién a 37 °C. El control

positivo empleado fue Nuvan 50® (12 7 100 ppm) y control negativo solucion empleada

para disolver| os AE (300 eL de acetona vy 700 e¢lL

(Abdelgaleil et al., 2016; Kiran & Prakash, 2015). Se realizaron tres réplicas para cada
concentracion evaluada de cada aceite. La actividad inhibitoria se estimé mediante la
ecuacion (2.5) y con los datos obtenidos se determind la Concentracion Inhibitoria 50
(Clsp). Aquellos aceites esenciales que presentaron Clsg menores a 1000 ppm fueron

considerados AE que pueden presentar inhibicion de AChE.

b Q% &D z p T (2.5)

2.6.4 Inhibicion de la catalasa

Se emple6 el método reportado por Beers & Sizer, (1952), el cual se basa en la medicién
directa del decrecimiento de la absorbancia en la region ultravioleta (240 nm) como
consecuencia de la descomposicion de H,O, por la catalasa. Una alicuota de 200 €L de
extracto enzimatico (4,8 ¢ gde proteina - determinada en la cuantificaciéon de proteinas)
se mezcldé con 1320 ¢L de buffer fosfato (100 mM; pH 7,2) y 180 €L de una solucién de
aceite esencial correspondiente a 2000 ppm, la reaccidn inicié mediante la adicién de 100
eL de H,0, (3%). La actividad se determiné sobre la base del cambio de la absorbancia a
240 nm en intervalos de 30 s durante 3 min y 30 s a 25 °C (Kiran & Prakash, 2015).

Como control negativo se empled la solucién utilizada para disolver los aceites ( 3 0 0

de acetona y 700 €L de soluci-n buffer <con

nal

de

€L

de

s ol

L

DMSO 2!
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3.1 Seleccion de los aceites esenciales con potencial
actividad insecticida frente a Sitophilus zeamais

Con el objetivo de evaluar la actividad fumigante de diferentes aceites esenciales sobre

S. zeamais, se realizé el tamizaje de 56 AE provenientes de 16 familias de plantas,

empleando el método de vial en vial a una concentracion maxima de 500 pL/L aire,

ensayo en el que se permitié que el insecto tuviera contacto con el papel impregnado con

el aceite. Los resultados del tamizaje se muestran en la Tabla 3.1, en la que también se

relaciona la actividad insecticida y/o repelente que se ha reportado para algunos de los

aceites contra insectos del género Sitophilus.

Tabla 3-1 Resultados del tamizaje preliminar de actividad insecticida de los 56 aceites
esenciales y reportes de actividad sobre insectos del género Sitophilus.

% de
Especie Familia mortalidad Insectos Actividad insecticida y/o Referencia
P (500 pL/L repelente reportada
aire)
(Yildirim, Kordali, &
S. . Fumigante( 27 % a 20 ¢ Yazici, 2011)
granarius
Fumigante (CLso= 26,71 mg/L de
. aire a 24 h), contacto (CLsp=0,8 .
Rosmarinus . 2 (Abdelgaleil et al.,
officinalis Lamiaceae 100+ 0 S. oryzae mg/cm” a 24 h) 2016)
Contacto( 15, 2% a 0, 7
repelente (DRsp0, 275 ‘ap/
S. zeamais h) (Bertoli et al., 2011,
Nerio et al., 2009)
Minthostachys .
septentrionalis Lamiaceae 97 + NR NR -
Satureja viminea Lamiaceae 94 + NR NR -
Repelente (DRsx1 05, 8 “al | . ]
Lippia alba Verbenaceae 93+6 S. zeamais h), contacto (CLsp 15,27 70,8 (Nerlo etal., 2009,
Peixoto et al., 2015)
eL/ mL a 48
Eucalyptus sp. Myrtaceae 93+ 6 SC SC -
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Tabla 3-1 (Continuacién)

% de
Especie Familia mortalidad Insectos Actividad insecticida y/o Referencia
P (500 pL/L repelente reportada
aire)
Lavandula .
stoechas Lamiaceae 93 %12 NR NR -
Hypericum .
mexicanum Hypericaceae 87 %6 NR NR -
Piper cf Repelente ( 7 2 &°h 24d)m
h ; Piperaceae 83+6 S. zeamais | fumigante (CL5p 99,67 411, 0 (Patifio, 2015)
asperiusculum -
de aire a 24 h)*
Piper Repelente ( 56 ¢&”la 24chyn
P Piperaceae 83+6 S. zeamais | fumigante (CLso 337,971 >50 0 (Patifio, 2015)
pertomentellum -
de aire a 24 h)*
. Contacto (100% a 0,7 mg/cm® y 96 | (Kim, Yeon, Kim,
I. verum Schisandraceae 80+0 S. oryzae h) Lee, & Ahn, 2003)
Citrus sp. Rutaceae 77+ 6 SC SC -
Xilopia discreta Annonaceae 73+ 6 NR NR -
Lippia sp. Verbenaceae 73+ 6 SC SC -
Contacto (CLsgc0, 0 6 £4.96 c (Martinez et al.,
Piper aduncum Piperaceae 73+12 S. zeamais | h), fumigante (CLsp 0, 56 ¢ L | 2013; Vidal et al.,
h)*, tépica(DLsc 0, 03 & L/ ¢ 2006)
Piper el-metanum Piperaceae 70+ 10 NR NR -
Fumigante (CLsp> 604 ¢ L .
. Doumbia et al.
Cymbopogon . | aire a 24 h)*, repelente (CRsg 0,04 ( . '
nardus Poaceae 70+ 10 S. zeamais e L/ 2ca|24h), contacto (121 20% 2014;'6;%?[2()162 et
a 20% v/iv AE y 120 h) B
Contacto( 80% a O, 220
Ocotea longifolia S.zeamais | repelente( 48 % a 0, 9*¢ .
(Icononzo) ** Lauraceae 67+ 16 S. oryzae 24 h), fumigante (CLsp 271,37 (Prieto, 2012)
280,5 gL/ L de
Fumigante(CLsp> 604 ¢ L/
(Hernandez et al.,
*
Cymbopogon Poaceae 63+6 S. zeamais a 24 hy*, repelente (CRso 0,06, 2015; Nerio et al.,
citratus eL/ @a@hO6DRsx0, 168 “al >
2h) 009)
s (Abo et al., 2015)
granarius Fumigante (CLsp 0,642 mL/kg a
168 h)*
Repelente( 18 % a 100 (Pasggglé;)et al,
Ocimum Lamiaceae 61+ 2 S. oryzae contacto( 100% a 10 ¢
basilicum - fumigante( 1 0% a 10 ¢
Contacto (DLsg0 , 20 2d5h@
S. zeamais | DLsp 0,43 mL/kg a 120 h), repelente (Kerdchoechgen,
(100% azhgel vy I__aohakunjlt,
Singkornard, &
Matta, 2010)
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Tabla 3-1 (Continuacién)
% de
Especie Familia mortalidad Insectos Actividad insecticida y/o Referencia
P (500 pL/L repelente reportada
aire)
S, orvzae Fumigante (CLsp 17,16 mg/L de aire (Abdelézjgieg)l etal,
- oy a 24 h), contacto (CLso >0,6 mg/cm?
Cupressus a 24h)
sempervirens Cupressaceae 60 + 17
s, zeamais | Contacto (DLso0 , 8 4 2470 Io),n (Tapondjou et al
: repelente( 98 % a Dy2hk P 20J05) "
Ocotea sp. Lauraceae 57+ 15 SC SC -
Hypericum .
myricariifolium Hypericaceae 45+ 8 NR NR -
Piper nubigenum Piperaceae 40 + 10 NR NR -
Ambrosia
cumanensis Asteraceae 400 NR NR -
Coleonema
aloum Rutaceae 40+0 NR NR -
Foeniculum sp. Apiaceae 32+6 SC SC -
Artemisia sp. Asteraceae 27+6 SC SC -
Contacto( 80 % a 0,220
Ocotea longifolia S. zeamais |repelente( 48 % a 0, 2% .
(Lerida) Lauraceae 256 S. oryzae h), fumigante (CLso 271,31 280,5 (Prieto, 2012)
eL/ L de aire
Schinus sp. Anacardiaceae 13+6 SC SC -

Piper aduncum Contacto (CLso0 , 0 6 £d96k),| (Martinezetal.,
(Fpusa asuga) Piperaceae 13+6 S. zeamais | fumigante (CLso 0, 56 € L /*g| 2013; Vidal et al.,
9asug topica(DLs 0, 03 &L/ g 2006)

Beilschmiedia
costaricensis Lauraceae 13+6 NR NR -
Copaifera sp. Fabaceae 13+ 10 SC SC -
Fumigante (CLsp4 6 , 7 € L/ L (Coitinho, Oliveira,
Piper marginatum Piperaceae 13+6 S. zeamais a 48 h), contacto (CLsg2 1, 1 Gondim, &
40g de grano a 48 h) Camara, 2011)
Aiouea sp. Lauraceae 12+12 SC SC -
. Contacto (CLsp0 , 0 6 £4d96lt),] (Martinezetal.,
P'?ﬁ;as?;r?gym Piperaceae 10+6 S. zeamais | fumigante (CLsp 0, 56 ¢ L /*g| 2013; Vidal et al.,
topica(DLsp0, 03 €L/ g 2006)
Nectandra
acutifolia Lauraceae 10+6 NR NR -
Virola Carinata Myristicaceae 10+ 6 NR NR -
Hypericum .
juniperinum Hypericaceae 105 NR NR -
Piper sp. Piperaceae 10+ 10 SC SC -
Curcuma sp. Zingiberaceae 7+6 SC SC -
Piper aequale Piperaceae 3+x0 NR NR -
Piper holtonii Piperaceae 0+0 NR NR -
Piper bogotense Piperaceae 00 NR NR -
Piper eriopodon Piperaceae 00 NR NR -
Piper imperiale Piperaceae 00 NR NR -
Piper .
pesaresanum Piperaceae 00 NR NR -
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Tabla 3-1 (Continuacion)

% de
Especie Familia mortalidad Insectos Actividad insecticida y/o Referencia
(500 pL/L repelente reportada
aire)
Aniba Puchury-
minor Lauraceae 00 NR NR
(Fusagasuga)
Cinnamomum
triplinerve Lauraceae 00 NR NR
(Nocaima)
Aniba robusta Lauraceae 0+0 NR NR
Aniba Puchury-
minor (Santa Lauraceae 0x0 NR NR
Barbara)
Ocotea sp. Lauraceae 0+0 SC SC
Cinnamomum
triplinerve Lauraceae 00 NR NR
(Acacias)
Contacto( 80% a O, 220
Ocotea longifolia S. zeamais | repelente (48% a 0, 25% .
(Vichada) Lauraceae 0£0 S. oryzae 281 h), fumigante (CLsp 271,31 (Prieto, 2012)
280,5 L/ L de
Syzygium sp Myrtaceae 0+0 SC SC
Peperomia sp. Piperaceae 0+£0 SC SC
Piper sp. Piperaceae 00 SC SC

* AE reportados como fumigantes, pero donde el insecto tenia contacto directo con el aceite.

** AE que no fue tenido en cuenta en este estudio debido a que no fue posible conseguir una cantidad
suficiente para continuar con los demés ensayos.

NR = No reportado

SC = sin comparacion debido a que la planta no se ha clasificado hasta especie.

Reportes de contacto y fumigante los porcentajes se refieren a mortalidad.

A partir de la poblacion de 56 AE y teniendo en cuenta que se consideran como

potenciales insecticidas aquel |l os aceites que c awpasible
establecer que solo 25 AE cumplian con esta condicion, causando mortalidades entre
100 y 40%, donde se descarté un AE dado que no se logré obtener una cantidad
suficiente para continuar con los posteriores ensayos, teniendo de esta manera una
submuestra n; de 24 AE. De acuerdo con lo mostrado en la Tabla 3-1, se puede observar
gue para varios de los aceites esenciales que resultaron poseer efecto insecticida sobre
S. zeamais, previamente se han reportado diferentes efectos (fumigante, téxico por
contacto y repelente) sobre insectos del género Sitophilus. Al hacer la revision
bibliografica fue posible evidenciar que en algunos de los ensayos reportados para
evaluar un solo tipo de efecto, dadas las condiciones del ensayo descrito en las
publicaciones, existe la posibilidad de que los resultados encontrados sean debidos a

mas de un efecto. Por ejemplo, en el caso del aceite esencial de C. nardus, se reportd

u

n

a

morta
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una accion fumigante empleando un método en el que el insecto podia entrar en contacto
directo con el aceite, entonces bajo esas condiciones, es posible que la mortalidad del
insecto se dé por toxicidad volatil y por toxicidad por contacto y no Unicamente por efecto
fumigante. Lo descrito anteriormente, hace evidente la necesidad de diferenciar entre un

ensayo netamente fumigante y un ensayo general de actividad insecticida.

Las especies que exhibieron los mayores porcentajes de mortalidad (mayor a 90%)
corresponden a R. officinalis, L. stoechas, S. viminea, M. septentrionalis, Eucalyptus sp. y
L. alba. Para el aceite esencial de R. officinalis se ha reportado que ejerce efecto
fumigante, repelente y téxico por contacto sobre diferentes especies del género
Sitophilus, efectos que han sido atribuidos a la presencia de 1,8-cineol en altas
proporciones. Diversas especies del género Eucalyptus, cuyos aceites esenciales
también se caracterizan por altos contenidos de 1,8-cineol, también han sido evaluadas
como fumigantes y repelentes de especies del género Sitophilus (Gonzalez, Silva,
Urbina, & Gerding, 2016; Karimi et al., 2013; Mossi et al., 2011). Por otra parte, para el
aceite esencial de L. alba se ha reportado una potencial actividad téxica por contacto
sobre S. zeamais, efecto que se ha atribuido al alto contenido de limoneno. Para los
aceites esenciales de L. stoechas, S. viminea y M. septentrionalis no se han encontrado
reportes de efectos insecticidas y/o repelentes sobre insectos del género Sitophilus, por
lo tanto, en este trabajo se reporta por primera vez la actividad insecticida de dichos
aceites. Para los AE de X. discreta, A. cumanensis, H. mexicanum, H. myricariifolium, P.
el-metanum y P. nubigenum, que se encuentran dentro de los 24 AE activos, también se

reporta por primera vez la actividad insecticida sobre S. zeamais.

3.2 Caracterizacion fisicoquimica de los aceites
esenciales con potencial actividad insecticida

En la Tabla 3-2 se muestra la composicion quimica de los 24 AE seleccionados,
determinada mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas y
establecida mediante el analisis y comparacion de los espectros de masas obtenidos,
con los de algunas bases de datos y reportes de la literatura. La determinacion de los
componentes de los aceites esenciales permitid identificar 166 compuestos en total,
observandose una gran diversidad en el tipo de metabolitos volatiles que presenta cada

especie y que corresponden al 83-99% de la composicién total. En la Tabla 3-2 se
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presentan los compuestos segun el orden de elucion obtenido con la columna DB-5MS y
también se reporta el indice de refraccion y la densidad para cada uno de los aceites. Los
perfiles cromatogréficos y la composicibn determinada para los 24 AE con las dos

columnas (DB-5MS y HP-INNOWax) se presentan en el Anexo A.

Como se observa en la Tabla 3-2 la composiciéon quimica de los aceites esenciales es
muy variada, destacandose compuestos de tipo monoterpeno, sesquiterpeno,
fenilpropano e hidrocarburo. Se determiné que de los 24 AE seleccionados, el 75,0% de
estos son principalmente de tipo monoterpénico, representando este tipo de compuestos
entre el 56,3% y el 99,7% de la composicidn quimica total. Entre los monoterpenos
mayoritarios se destaca la presencia de Up i n e n-pineno, bl,8-cineol, limoneno,
carvona, alcanfor y pulegona, compuestos para los cuales existen reportes de actividad

fumigante, repelente y/o anti-alimentaria contra S. zeamais( Pol at oj |l u & .Karako-, 2

Los AE de tipo fenilpropano representan el 16,7% del total de los aceites, conteniendo

entre 52,7 y 94,1% de este tipo de constituyentes. Los aceites pertenecientes a este

grupo se caracterizan por la presencia de miristicina, apiol, dilapiol y anetol como

compuestos mayoritarios. A algunos de estos compuestos se les ha reportado actividad

sobre insectos del género Sitophilus (L - pez & Pascual , etal) 20%6; Pol at oj |
Salgado et al., 2012).

Finalmente, los AE de tipo sesquiterpénico e hidrocarburo, representan en 4,1% cada
uno, respecto al total de los aceites. Para el aceite de A. cumanensis, los sesquiterpenos
representan el 86,6% de la composicion total, siendo germacreno D (17,25%),
bicicloger macr ecoroumégnd (84,11%) %)s componentes mayoritarios. En
el caso del aceite H. mexicanum, los hidrocarburos representan el 57,5%, presentando
como compuesto mayoritario al nonano (53,08%). Para ninguno de los compuestos
mencionados anteriormente se ha reportado algun tipo de actividad sobre insectos del

género Sitophilus.
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Tabla 3-2 Composicién quimica relativa de los aceites esenciales objeto de estudio

R
g
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1 g = S = — — — P S
o | d (&5 |5 |8 |82 |8 ||| |E|2|S|g|g|sd|d |8 |E|E |2 |8 |& |&
[a) T = [S S > B K o] 1 < = 3] o =1 2 2 2 §=> 2 S > = [S] = o
x < (O] T T = o — 7] = o o L o o o o o 6] O (@] O | =
N° Compuestos IR(@) |IR(b) | 1 2 3 4 5 6 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24
1 octano 797 - - - - 0,36 - - - - - - - - - - - - - - - -
2 2-hexenal 851 - - - - - - - 0,04 - - - - - - - - - - - - - - -
3 2-metiloctano 866 - - - 0,54 - - - - - - - - - - - - - - - - -
4 nonano 904 - - - - 53,08 | 1,59 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
5 tricicleno 927 1009 - - 0,30 | 0,00 - - 0,25 | 0,06 - - - 0,04 - - - - - - - - - - - -
6 Utuyeno 928 1026 | 0,38 - 1,95 | 0,08 | 0,05 - 0,35 - - - - - - 0,88 | 0,09 - 0,05 - - - - 0,42 - 0,09
7 U-pineno 939 1023 | 24,71 | 0,66 | 16,89 | 25,28 | 45,52 | 0,26 | 23,20 | 2,80 | 0,18 | 0,69 | 0,03 | 24,01 | 660 | 848 | 0,90 | 6,14 | 2,00 | 0,81 - - 029 | 7,12 | 0,08 | 0,14
8 Ufencheno 955 1055 - - 0,45 - 0,05 - - 0,10 - - - 0,48 - - - 0,08 - - - - - - - -
9 canfeno 956 1064 | 0,69 | 0,43 | 0,54 - 0,28 - 8,71 | 1,22 - - - 1,79 | 0,03 | 0,07 - 0,23 | 0,09 - - - - 0,03 | 0,13 | 0,04
10 | 2,4-tuyadieno 958 1124 - - - - - - 0,09 - - - - - - - - - - - - - - - - -
11 | 3-metilnonano 971 976 - - - 1,24 | 0,49 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
12 | sabineno 976 1119 508 | 045 | 9,39 | 0,32 - - 0,16 | 0,19 | 0,12 | 0,33 | 0,05 - - 0,46 | 0,23 - - 0,18 - - 0,29 | 3,62 - -
13 | b-pineno 983 1105 | 36,04 | 533 | 046 | 360 | 2,86 | 0,02 | 487 | 054 | 0,26 | 0,80 | 0,09 | 3,19 | 0,11 | 0,27 | 2,01 | 0,34 | 1,22 | 1,55 - - - 11,42 - 1,73
14 | sulcatona 984 1347 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,42 - - - -
15 mirceno 990 1172 1,07 1,00 3,75 1,11 1,67 0,08 1,13 0,25 - - 0,80 0,60 0,26 1,40 0,42 1,82 0,67 0,22 0,08 2,04 1,37 3,09 0,56 -
16 | 3-octanol 996 | 1397 - - - - - - - - - 0,09 - - - - - - - - - - - - - -
17 | decano 1000 | 1000 - - - 0,13 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
18 | octanal 1004 1298 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 2,78 - - -
19 pseudolimoneno 1007 1174 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,87 - -
20 | Ufelandreno 1010 1167 1,71 - 0,51 - - 0,08 | 2,89 | 0,07 - - - - - 43,47 | 0,28 | 2,48 | 0,86 - - - - 2,02 - 0,07
21 | 3-careno 1012 1149 | 0,03 - 11,93 - - 0,22 | 0,05 | 3,99 - - - - - 0,24 | 0,07 | 0,20 | 0,03 - - - - 0,11 - 0,09
22 | isocineol 1017 1180 - - - - - - - - - - - 0,23 - - - - - - - - - - - -




40 Aceites esenciales para el control de S. zeamais

Tabla 3-2 (Continuacién)

N°| Compuestos |IR@|IRb)| 1 | 2 | 3 | 4| 5| 6 | 7| 8| 9 |10|11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24
23 | Uterpineno 1020 | 1184 - - 4,85 - 0,07 | 0,05 | 0,69 | 0,09 - - - 0,16 - 021 | 510 | 0,36 | 0,11 - - - - 0,39 - 0,92
24 | o-cimeno 1022 1277 - - - - - - - 0,20 - - - - - - - - - - - - - - - -
25 | p-cimeno 1028 | 1279 | 3,40 - 190 | 0,14 | 055 | 0,10 | 0,55 | 0,50 - - - 190 | 0,76 | 4,96 | 055 | 4,73 | 0,06 - - - - 1,20 - 12,26
26 | limoneno 1033 1205 3,04 1,48 6,58 0,28 1,90 2,33 3,72 1,73 1,05 1,84 0,07 5,93 6,50 [ 19,36 | 0,61 6,59 2,82 0,24 5,94 - 91,22 - 53,10 | 0,56
27 | c i socirbeno 1035 1242 - - - - 1,12 - - 1,15 - - - - - - - - - 28,49 - - - 18,05 - -
28 | b-felandreno 1036 | 1215 | 1,56 | 0,35 | 7,07 | 0,05 - 0,20 - - - 0,04 | 0,03 - - 7,78 | 0,14 | 487 | 113 - 0,04 - 0,03 | 37,62 - -
29 | 1,8-cineol 1038 | 1217 | 10,06 - - - - 0,27 [ 2322|1712 | 0,14 - 0,26 | 1,74 | 66,65 - - - 6,30 - - - - - - -
30 | fenilacetaldehido 1045 - - - - - - - 0,04 - - - - - - - - - 0,00 - - - - - - -
31 |t r a sooimebo 1046 1259 - 0,45 0,05 - 0,22 - - - - - 0,55 - - 0,06 - 0,11 0,94 | 21,02 - - - 2,20 0,33 0,06
32 | bergamal 1052 1363 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,08 - - - - -
33 | o-terpineno 1060 | 1253 - - 572 - 0,23 | 0,09 | 1,59 | 0,09 - - - 021 | 0,06 | 0,24 | 981 | 0,39 | 0,20 - - - 0,05 | 047 - 2,93
34 | 2-metildecano 1062 1051 - - - 0,07 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
35 | p-ment-3,8-dieno 1072 1273 - - - - - - - - 2,03 0,04 - - - - - - - - - - - - - -
36 | oxido de linalool 1072 1448 - - - - - - - 0,20 - - - - - - - - - - - - - - - -
37 | Gterpinoleno 1087 | 1291 | 0,06 - 6,58 - 0,21 - 0,82 | 0,33 | 0,22 | 0,07 - 3,67 | 003 | 2,87 | 234 | 0,09 | 0,07 - 0,08 - - 0,15 - 0,08
38 | 2-p-tolil-1-propeno 1091 | 1447 - - 0,12 - - 0,02 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,06
39 | fenchona 1094 1409 - - - - - - - 27,77 - - - 0,22 - - - - - - - - - - - -
40 | linalool 1095 1555 - - - - - - 0,09 3,55 0,64 - 2,17 - 0,04 - - 22,43 - 0,26 - 1,35 1,17 2,22 0,07 -
41 | undecano 1097 1094 - - - 2,72 | 0,65 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
42 | nonanal 1101 1402 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,48 - - -
43 | acetato de 3 octanol 1113 1344 - - - - - - - - - 1,72 - - - - - - - - - - - - - -
44 | fenchol 1122 1593 - - - - - - - - - - - 1,85 - - - - - - - - - - - -
45 | crisantenona 1123 1522 - - - - - - 0,09 - - - - - - - - - - - - - - - - -
46 | allo-neo-ocimeno 1125 1381 - - - - - - - - - - - - - - - - - 1,20 - - - 0,99 - -
47 | Ucanfolenal 1128 | 1503 - - - - - - - 0,21 - - - - - - - - - - - - - - - -
48 | 6xido de limoneno 1134 1454 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,05 -
49 | Z-miroxido 1136 1496 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,49 - -
50 | 1-terpineol 1137 1584 - - - - - - - - - - - 0,40 - - - - - - - - - - - -
51 | citronelal 1150 | 1488 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 3941 - 0,10 - - -
52 | alcanfor 1155 | 1532 - 041 | 0,21 - - - 13,19 | 27,99 - - - 1,36 - - - 0,10 | 0,08 - - - - - - -
53 | p-ment-3-en-8-ol 1158 1623 - - - - - - - - 45,39 - - - - - - - - - - - - - - -
54 | mentona 1161 1474 - - - - - - - - - 8,17 - - - - - - - - - - - - - -




Capitulo 3 41

Tabla 3-2 (Continuacién)

N° Compuestos IR(@) |IR(b) | 1 2 3 5 6 7 8 9 10 | 11 12 | 13 14 | 15 16 | 17 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24
55 | mentofurano 1168 1495 - - - - - - - - 0,05 - - - - - - - - - - - - - -
56 | pinocarvona 1168 1583 | 0,07 - - - - 0,10 - - - - - - - - - - - - - - - - -
57 | isomentona 1171 | 1502 - - - - - - - 0,13 | 2,01 - - - - - - - - - - - - - -
58 | umbellulona 1173 | 1659 - - 0,72 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,37
59 | isoborneol 1177 | 1685 - - - - - - - - - - 0,12 - - - - - - - - - - - -
60 | dihidrocarvona 1180 - - - - - - - - - 0,40 - - - - - - - - - - - - - -
61 | isopulegona 1181 | 1587 - - - - - - - 0,43 - N - - - - - - - - - - - - R
62 | isopinocanfona 1184 1560 - - - - - 0,08 - 0,05 - - - - - - - - - - - - 0,08 - -
63 | 4-terpineol 1186 1613 0,06 - 0,79 - 0,15 | 0,39 | 048 - - - 1,09 | 0,31 - - 0,30 - - - - - 0,22 - 0,84
64 | p-cimen-8-ol 1191 | 1858 - - - - - - 0,31 - - - 0,27 - - - - - - - - - - - -
65 | criptona 1195 1691 | 0,07 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,24 - -
66 | Uterpineol 1201 1711 - - - - - 0,92 | 0,68 | 0,16 - - 44,29 | 1,91 - - - - - - - - - - -
67 | estragol 1202 | 1696 - - - - 1,16 - - - - 81,78 - - - - - - - - - - - - -
68 | decanal 1207 1508 - - - 0,54 - - - - - - - - - 0,17 - - - 0,21 - 0,63 - - -
69 | verbenona 1216 1728 - - - - - 1,21 - - - - - - - - - - - - - - - - -
70 | acetato de fenchilo 1225 1477 - - - - - - - - - 0,06 | 0,99 - - - - - - - - - - - -
71 | metil timil éter 1233 | 1617 - - 0,06 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 3,89
72 | neral 1243 1699 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,47 30,75 | 0,28 - - -
73 | pulegona 1252 | 1670 - - - - - - - 38,61 | 41,85 - - - - - - - - - - - - - -
74 | carvona 1256 1753 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,06 - - - 27,94 -
75 | cis-anetol 1260 | 1774 - - - - 0,32 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
76 | piperitona 1265 | 1747 - - - - - - - - 0,16 - - - - - | 4546 | 457 - - - - - 0,89 -
77 | p-anisaldehido 1266 2053 - - - - 0,34 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
78 | geranial 1272 1748 - - - - - - - - - - - - - - - - - 2,08 | 44,62 | 0,42 - - -
79 | acetato de isopulegol 1277 - - - - - - - - 0,04 - - - - - - - - - - - - - - -
80 | acetato de mentilo 1279 | 1541 - - - - - - - - 1,84 - - - - - - - - - - - - - -
81 | acetato de lavandulilo 1285 | 1616 - - - - - - 0,57 - - - - - - - - - - - - - R - R
82 | acetato de bornilo 1294 1592 0,16 0,11 0,30 - - 3,10 - - - - 1,62 - - 0,06 - - - - - - - - -
83 | anetol 1295 | 1846 - - - - 93,40 - - - 0,76 | 0,07 - - - - - - - - - - - - -
84 | 2-undecanona 1296 - - - - - - - - N - N - - - - - - 0,07 - - - - - -
85 | safrol 1299 1898 - - - - - - - - - - - - - 0,28 - 0,03 - - - - - - -
86 | timol 1299 | 2199 - - - - - - - - - - - - - - - - . B . - . - |s217




42

Aceites esenciales para el control de S. zeamais

Tabla 3-2 (Continuacién)

N° Compuestos R@I|IRbL)| 1 | 2 | 3| 4|5 | 6| 7| 8| 9 |10]|11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 | 20 | 21 |22 | 23 | 24
87 | acetato de terpinen-4-ol 1304 | 1628 - - 0,99 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
88 | carvacrol 1305 | 2232 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 7,85
89 | &cido nerolico 1320 | 2309 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,50 - - - -
90 acetato de mirtenilo 1331 1705 - - - - - - - - 0,13 - - - - - - - - - - - - N - N
1,5,5-trimetil-6-
91 | metilidenciclohexeno 1342 1488 - - - - - - - - - 0,69 - - - - - - - - - - - - - -
92 | l-elemeno 1345 | 1477 - - - - - - - - - - - - - - 4,02 - - 1,18 - - - - - -
93 | piperitenona 1348 | 1944 - - - - - - - - 0,36 | 0,27 - - - - - - - - - - - - 1,13 -
94 | acetato de citronelilo 1350 | 1675 - - - - - - - - - - - - - - 0,10 - - - 10,04 - - - - -
95 | acetato de timol 1350 1869 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 3,69
96 | Ucubebeno 1353 | 1463 | 0,08 - - - - - - - - - - - - - - . 0,10 | 0,39 - . R . R .
97 | acetato de terpinilo 1354 1714 0,09 - 2,81 - - - - - - - - 1,83 | 12,20 - - - - - - - - - - -
98 | &cido geranico 1355 | 2354 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 3,17 - - - -
99 | eugenol 1358 2189 - - - - - - - - - - 0,33 - - - - - - - 1,14 - - - - 0,22
100 | acetato de carvacrol 1368 1892 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,11
101 | éxido de piperitenona 1369 | 1984 - - - - - - - - - 2,86 - - - - - - - - - - - - - -
102 | acetato de geranilo 1377 1768 - - - - - - - 0,05 - - - - 0,08 - - - - - 15,93 | 0,52 - - - -
103 | anisato de metilo 1379 | 2119 - - - - - 0,04 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
104 | Uylengeno 1381 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,10 . . . R B R B
105 | ciclosativeno 1381 1489 0,08 - - 0,37 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
106 | U-copaeno 1385 1500 | 0,34 | 0,67 - 0,41 - - - - 0,34 | 0,10 | 0,07 - - 028 | 0,15 [ 0,11 | 1,01 | 0,53 - - - - 0,08 | 0,06
107 | cinamato de metilo 1391 | 2104 - - - - - - - - - - 5,10 - - - - - - - - - - - - -
108 | b-bourboneno 1395 1529 - - - - - - - - 0,08 | 0,03 - - - - - - - - 0,15 - - - 1,16 -
109 | b-elemeno 1396 1599 - - - - - - - - - - 0,98 - - - - - - 1,31 - - - - - -
110 | b-cubebeno 1396 1548 - - - 0,22 - - - - - - - - - 0,10 0,71 - 0,10 - - - - - 0,95 -
111 | metil eugenol 1399 2029 - - - - - - 0,13 - - - - - - - 0,07 - - - - - - 0,05 - -
112 | cipereno 1415 1538 0,04 - - - - - - - - - - - - 0,14 - - - - - - - - - -
113 | Ugurjuneno 1416 | 1540 - 0,27 - - - - - - 0,04 - - - 0,33 - - - - - - - - - - -
114 | Usantaleno 1424 | 1581 - - - 0,40 | 0,38 - - - - - - - - - - - - - - - - . - .
115 | b-copaeno 1426 | 1500 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,22 -
116 | b-cariofileno 1430 1610 | 0,14 | 1,99 | 0,26 | 2,01 | 13,59 - 6,47 - 2,17 16,51 - - - 0,17 | 7,09 - 0,50 | 4,78 - - - 1,02 | 0,12 | 476
117 | o-elemeno 1433 | 1652 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,20 - - - - - -




Capitulo 3 43
Tabla 3-2 (Continuacién)
N° Compuestos IR@) |IR(b) | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 | 24
118 | U-bergamoteno 1436 1594 0,39 - - - 0,86 | 0,09 - - - - 1,01 - - - - - - - - - - - - 0,14
119 | U-guaieno 1440 - - - - - - - - - - - 0,25 - - - - - - - - - - - - -
120 | b-gurjuneno 1440 1602 - - - - - - - - - - - - 0,08 - - - - - - - - - - -
121 | aromadendreno 1447 1619 - - - - - - - - - - - - 1,06 - 0,05 - - - - - - - - -
122 | b-farneseno 1450 | 1679 - 0,70 - - 0,26 - - - - - 0,23 - - - - - - - - - - - 042 | 0,11
123 | U-cariofileno 1465 | 1687 - 0,70 | 0,53 | 0,46 | 4,69 - 0,80 - 0,11 | 2,84 | 0,19 - - - 0,79 - 0,04 | 0,66 - - - 0,12 - 2,69
124 | alloaromadendreno 1469 1661 0,08 - - - - - - - 2,38 0,18 - - 0,36 0,31 0,68 - 0,05 0,14 - - - - 0,36 0,04
125 | o-selineno 1481 1692 - - - - 0,64 - - - - - - - - 0,21 - - - - - - - - - -
126 | o-curcumeno 1484 1711 - 34,11 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
127 | U-curcumeno 1485 | 1786 - 2,45 - - 1,46 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,28
128 | germacreno D 1491 1726 1,05 | 17,25 - - - - - 0,67 0,39 0,53 1,67 - - 0,75 1,85 0,08 0,41 | 26,88 | 2,70 - - 0,39 | 11,20 -
129 | valenceno 1491 1735 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,57 - - -
130 | Trans metil isoeguenol 1495 2200 - - - - - 0,05 - - - - - - - - - - - - - - - 0,15 - -
131 | U-selineno 1495 | 1709 - - - - - - - - - - - - - 0,60 - - - - - - - - - -
1,10-oxido de
132 | calameneno 1495 1903 - - - - - - - 1,03 - - - - - - - - - - - - - - - -
133 | eremofileno 1498 - - - - 0,06 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
134 D-zingibereno 1499 1734 - - - - 1,34 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
135 | b-selineno 1501 | 1749 - - - 0,32 | 3,09 - - - - - - - - 0,37 - - - - - - - - - -
136 | viridifloreno 1502 | 1727 - - - - - - - - - - - - 0,37 - - - - - - - - - - -
epi-
137 | biciclosesquifelandreno | 1504 1731 - - - 0,10 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
138 | c i shisdboleno 1505 | 1741 | 1,29 - - - 2,40 - - - - - - - - - - - - 0,21 - - - - - -
139 | Ufarneseno 1506 1759 - - - - - - - - - - 0,55 - - 1,43 - - - - - - - - - -
140 | biciclogermacreno 1507 | 1750 - 16,79 - - - - - - 0,66 | 8,67 - - - - 5,78 - 014 | 2,14 - - - - 0,37 -
141 | Umuuroleno 1507 1739 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,31 - - - - -
142 | Uselineno 1508 | 1750 - - - 0,51 | 2,50 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
143 | b-bisaboleno 1514 1740 0,21 1,01 - - 0,85 - 0,10 - - - - - - 0,13 - - - - - - - - - 0,10
144 | o-bisaboleno 1519 1769 - - - - 0,24 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
145 | U-cadineno 1527 | 1771 - - 0,09 | 046 | 0,07 - - 059 | 0,53 | 0,10 | 0,06 - - 018 | 0,12 | 0,20 | 0,33 | 059 | 1,20 - - 0,08 | 0,01 | 0,24
146 | miristicina 1532 | 2293 - 1,16 - - - - - - - - - - - - 36,68 - 38,12 - - - - - - -
147 | calameneno 1532 1849 0,06 - - 0,14 - - - 0,10 - - - - - - - 0,08 - - - - - - - 0,07
148 | b-sesquifelandreno 1532 1781 - 0,40 - - 0,37 - 0,05 - - - - - - - - - - - - - - - - -
149 | 7-epi-Us el 6 nen 1534 1779 - - - - 0,94 - - - - - - - - 0,13 - - - - - - - - - -




44 Aceites esenciales para el control de S. zeamais

Tabla 3-2 (Continuacién)

N° Compuestos |IR@|IR®)| 1 | 2 | 3 | 4 | 5| 6 | 7 | 8 | 9 |10|11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 | 21 | 22 | 23 | 24
150 | elemicina 1548 2246 - - - - - - - - - - - - - - 0,25 - 0,16 - - - - - - -
151 | t r_a rbisabdleno 1553 1784 1,79 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
152 | U-calacoreno 1553 | 1938 - - - - - - - - - - - - - - - 0,19 - - - - - - - -
153 | selina-3,7(11)-dieno 1555 1793 - - - - - - - 0,10 - - - - - 0,07 - - - - - - - - - -
154 | elemol 1562 2097 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 5,15 - - - - -
155 | germacreno B 1573 1847 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,37 - - - - - -
156 | 6xido de cariofileno 1600 | 2006 - - - - - - 0,40 - 0,96 | 0,14 - - - 0,27 - - - - - - - - - 1,12
157 | espatulenol 1601 2144 | 3,43 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
158 | globulol 1601 | 2096 - - - - - - - - - - - - 0,92 - - - - - - - - - - -
159 | dilapiol 1622 | 2386 - - - - - - 0,05 - 1,06 - - - - - - 0,07 | 3538 - - - - - - -
160 | isoelemecina 1637 | 2420 - - - - - - - - - - - - - - 0,07 - - - - - - - - -
161 | apiol 1662 | 2506 - - - - - - - - - - - 0,26 - - |11,83] 0,08 - - - - - - - -
162 | cembreno A 1834 | 2207 - - - 1,38 | 1,13 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
163 | 13-isopimaradieno 1868 2286 - - 0,15 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
164 | isofilocladeno 1874 | 2282 - - 0,11 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
165 | abietatrieno 1936 2521 - - 0,59 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
166 | abietadieno 1969 2492 - - 8,35 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Monoterpenos
oxigenados (%) 10,51 | 0,52 | 5,82 = = 1,90 | 42,39 | 78,93 | 86,08 | 57,61 | 2,82 | 56,01 | 81,19 = 0,16 | 68,29 | 10,95 | 0,26 | 69,21 | 80,91 | 1,97 | 3,25 | 30,08 | 65,25
Monoterpenos no
oxigenados (%) 77,77 | 10,15 | 78,92 | 30,86 | 54,73 | 3,43 [ 49,07 | 13,31 | 3,86 | 3,81 | 1,62 | 41,98 | 14,35 | 90,75 | 22,55 | 28,43 | 10,25 | 53,71 | 6,14 | 2,04 | 93,25 | 89,77 | 54,20 | 18,97
Total monoterpenos (%) 88,28 | 10,67 | 84,74 | 30,86 | 54,73 | 533 [ 91,46 | 92,24 [ 89,94 | 61,42 | 4,44 | 97,99 | 9554 | 90,75 | 22,71 | 96,72 | 21,2 | 53,97 | 75,35 | 82,95 | 95,22 | 93,02 | 84,28 | 81,22
Sesquiterpenos
oxigenados (%) 3,43 = = = = = 0,40 | 103 | 0,96 | 0,14 = = 0,92 | 0,27 = = = = 3,86 = = = = 1,12
Sesquiterpenos no
oxigenados (%) 555 | 76,34 | 088 | 546 |3368| 0,09 | 742 | 1,46 | 6,70 | 28,96 | 5,01 - 2,20 | 487 | 21,24 | 0,66 | 2,78 | 39,38 | 5,65 - 0,57 | 1,61 | 14,89 | 8,49
Total sesquiterpenos
(%) 898 | 7634 | 088 | 546 |3368| 009 | 782 | 249 | 7,66 | 29,10 | 5,01 - 312 | 514 | 21,24 | 0,66 | 2.78 | 39,38 | 9,51 - 0,57 | 1,61 | 14,89 | 9,61
Diterpenos (%) - - 9,20 | 1,38 | 1,13 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Fenilpropanos (%) = 1,16 | 0,18 = = 93,85 | 0,18 = 1,06 | 0,76 | 86,95 | 0,26 = = 49,18 | 0,15 | 73,69 = = = = 0,20 = 3195
Otros (%) = = = 61,89 | 3,81 = 0,04 = 0,04 | 2,50 = = = = 0,17 = = 0,07 | 0,21 | 0,42 | 3,89 = = =
Total identificado (%) 97,26 | 88,17 | 95,00 | 99,59 | 93,35 | 99,27 | 99,50 | 94,73 | 98,70 | 93,78 | 96,40 | 98,25 | 98,66 | 95,89 | 93,30 | 97,53 | 97,67 | 93,42 | 85,07 | 83,37 | 99,68 | 94,83 | 99,17 | 97,78
Densidad (25 °C) (g/mL) 0,885 | 0,860 | 0,871 | 0,775 | 0,852 | 0,968 | 0,913 | 0,872 | 0,905 | 0,964 | 0,960 | 0,879 | 0,903 | 0,862 | 0,988 | 0,895 | 1,035 | 0,886 | 0,852 | 0,944 | 0,845 | 0,837 | 0,853 | 0,895
indice de refraccién (27°C) 1,477 11,494 (1,481 | 1,422 | 1,475 | 1,553 | 1,467 | 1,449 | 1,479 | 1,470 | 1516 | 1,476 | 1,460 | 1,478 | 1,511 | 1,476 | 1,517 | 1,497 | 1,467 | 1,492 | 1,468 | 1,479 | 1,483 | 1,507
IR: Indices de retencién (a) Columna apolar DB-5MS, (b) Columna polar HP-INNOWax
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Este trabajo constituye el primer reporte de la composicibn quimica de los aceites
esenciales de hojas de H. mexicanum, H. muyricariifolium M. septentrionalis y P.
nubigenum. En el caso de H. mexicanum los compuestos mayoritarios son de tipo
hidrocarburo (nonano (53,08%)) y monoterpeno ("-pineno (25,28%)); mientras que para
H. myricariifolium los compuestos mayoritarios son de tipo monoterpeno (h-pineno
(45,52%)) y sesquiterpeno (b-cariofileno (13,59%)), presentando en menor proporcion
compuestos de tipo hidrocarburo como el nonano (1,59%). De acuerdo a la literatura los
compuestos que mas se reportan en los aceites esenciales de especies de este género
incluyen a los hidrocarburos alifaticos n-octano y n-undecano, los monoterpenos U-
pineno y -fdineno; y los sesquiterpenos b-cariofileno y 6xido de cariofileno (Crockett,
2010). Lo encontrado en este estudio esta de acuerdo con la quimiotaxonomia del
género Hypericum.

Para el AE de la especie M. septentrionalis se le determiné el 93,78% de la composiciéon
guimica, encontrdndose que este aceite se caracteriza por contener cetonas
monoterpénicas como: mentona (8,17%) y pulegona (41,85%), asi como compuestos
sesquiterpénicos tales como b-cariofileno (16,51%) y biciclogermacreno (8,67%). Esta
clase de compuestos se ha reportado previamente en otras especies del género
Minthostachys y de la familia Lamiaceae (Carrasco, Ortiz, Martinez, Tomas, & Tudela,
2015; Hossain et al.,, 2014; Hussain et al., 2010; Tucker, Maciarello, & Libbey, 2000;
Zygadlo et al., 1996).

El AE de P. nubigenum se caracterizé quimicamente en un 93,30% y se compone
mayoritariamente de fenilpropanos, los cuales representan el 49,2% y que corresponden
a miristicina (36,68%) y apiol (11,83%), compuestos que son caracteristicos en algunas
especies del género Piper (de Morais et al., 2007; Francgois, Pierre, Lambert, Ndifor, &
Arlette, 2009; Potzernheim, Bizzo, Silva, & Vieira, 2012; Santana et al., 2015).

La composicién quimica determinada para los aceites de las otras especies activas
coincide en gran medida con los reportes hechos previamente en la literatura y que se
mencionan en el anexo A. Es importante mencionar que familias como Piperaceae y
Lamiaceae se caracterizan por presentar dentro de sus especies quimiotipos

caracteristicos, algunas con contenidos mayoritarios de monoterpenos y/o sesquiterenos
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y otras especies con contenidos principales de fenilpropanos (Bernuci et al., 2016;
Carrasco et al., 2015; de Morais et al., 2007; Francois et al., 2009; Guerrini et al., 2009;
Hossain et al., 2014; Hussain et al., 2010; Marques et al., 2015; Potzernheim et al., 2012;
Santana et al., 2015; Tucker et al., 2000).

En este estudio, para la familia Piperaceae se encontraron AE con contenidos
principalmente por monoterpenos y/o sesquiterpenos, lo que estd de acuerdo con lo
reportado en la literatura para P. pertomentellum (cis-b-ocimeno (28,49%), trans-b-
ocimeno (21,02%) y germacreno D (26,88%)) y P. aduncum (U-pineno (6,14%), limoneno
(6,59%), linalool (22,43%) y piperitona (45,46%)), entre otros (Patifio, 2015; Potzernheim
et al., 2012). Adicionalmente, para el AE de P. el-metanum (sinénimo de P. oblicum) se
determind que los constituyentes principales son U-pineno (8,48%), U-felandreno
(43,47%), limoneno (19,36%), b-felandreno (7,78%), pero al comparar con los reportes
de composicion descritos para P. oblicum, se encuentra que no hay relacion en la
composicion quimica de los AE obtenidos de esta especie en Panama y Ecuador
(Guerrini et al., 2009; Mundina et al., 1998; The Plant List, 2013). Adicionalmente, se
determin6 que las especies P. nubigenum (sin reportes previos en la literatura) y P. cf.
asperiusculum se caracterizan por su alto contenido en moléculas de tipo fenilpropano
(Patifio, 2015).

Para AE provenientes de especies de la familia Lamiaceae, los constituyentes principales
fueron del tipo monoterpeno (superior al 60%), a excepcion del AE de O. basilicum que
fue rico en fenilpropanos (estragol (81,78%) y cinamato de metilo (5,10%))
(BIBLIOGRAFIA). Algunos ejemplos de AE con alto contenido de monoterpenos
pertenecientes a esta familia son R. officinalis (U-pineno (23,20 %), canfeno (8,71%), 1,8-
cineol (23,22%) y alcanfor (13,19%)), L. stoechas (1,8-cineol (17,12%), fenchona
(27,77%) y alcanfor (27,99%)) y S. viminea (p-menta-3-en-8-ol (45,39%) y pulegona
(38,61%)) (Carrasco et al., 2015; Hossain et al., 2014; Hussain et al., 2010; Tucker et al.,
2000).
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3.3 Determinacidon del potencial insecticida y repelente
de los aceites esenciales seleccionados

Dada la variabilidad quimica y propiedades fisicoquimicas que presentan los aceites
esenciales, éstos pueden causar diferentes efectos sobre los insectos (fumigante,
contacto y/o repelente, entre otros). En esta seccion con el fin de determinar algunos
modos de accibn que adicionalmente puedan presentar los AE previamente
seleccionados por el método fumigante (Método [), se discuten los resultados obtenidos

al evaluar su actividad fumigante (Método Il), contacto y repelente.

3.3.1 Actividad fumigante (Método II)

Dada la capacidad que presenta S. zeamais de subir por las paredes del vial y entrar en
contacto con el papel impregnado de aceite esencial, fue necesario realizar un ensayo
fumigante que evitara el contacto del insecto con el aceite (método 1), para asi
determinar cuales de los 24 AE ejercian una accion netamente fumigante. Los resultados
obtenidos con el método Il se presentan en el Anexo B y en la Figura 3-2 se presenta una
comparacion del efecto fumigante de los AE determinado con las dos metodologias

empleadas.

Figura 3-1 Comparacion del % de mortalidad obtenido con los métodos fumigantes | y |l
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Al comparar los resultados encontrados con las dos metodologias empleadas, se

evidencié que al evitar el contacto de los insectos con los AE, 10 de los 24 AE
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presentaron disminucion de la actividad fumigante, alcanzando porcentajes de mortalidad
iguales o inferiores al 10%. Entre las especies que perdieron su actividad fumigante se

encuentran principalmente las pertenecientes al género Piper.

Teniendo en cuenta la composicion quimica de los 10 aceites que demostraron no ser
fumigantes, se observa que entre éstos se encuentran aquellos AE que contienen
fenilpropanos (I. verum, O. basilicum, P. nubigenium y P. cf. asperiusculum) o
sesquiterpenos (A. cumanensis) como compuestos mayoritarios, lIo que conllevaria a

pensar que estos tipos de metabolitos tienden a afectar al insecto por contacto.

En el caso de los AE de S. viminea, Ocotea sp. y P. el-metanum se observé una
disminucion cercana al 50% en la actividad fumigante con respecto al método I, lo que
sugiere que estos AE pueden presentar los dos modos de accion (fumigante y contacto).
Analizando la composicién quimica de los aceites se puede evidenciar que los tres estan
constituidos en mas del 90% por monoterpenos, caracterizandose el primero de ellos por
un alto contenido en p-ment-3-en-8-ol (45,4%) y pulegona (38,6%); el segundo por
contener pri-herpahmeht ¢ 49, 2 %) yelamdreno443t5%)mo  p or
como componente mayoritario. En la literatura se ha reportado la actividad fumigante y
por contacto para pulegonay f umi g a ntt er pian-kelandieny, frdnte al insecto
objeto de estudio (Herrera et al., 2014; Herrera et al., 2015; Prieto, 2012; Yildirim et al.,
2013). Al revisar la composicion quimica de los demés aceites descritos en la Tabla 3-2,
se encuentra que otro de los AE que se caracterizé por un gran contenido de pulegona
(41,9%) es el obtenido de M. septentrionalis, aceite para el que no se observd una
reducciéon del poder fumigante en el método Il, lo que sugiere que la disminucion de la
actividad fumigante de S. viminea puede estar relacionada con la presencia de p-ment-3-

en-8-ol, compuesto que posiblemente ejerce un efecto por contacto.

Al igual que el aceite de M. septentrionalis los AE de X. discreta, C. sempervirens, H.
mexicanum, H. myricariifolium, R. officinalis, L. stoechas, Eucalyptus sp., Citrus sp. y L.
alba exhibieron similar actividad fumigante en los dos métodos evaluados, lo que puede
indicar que su modo de accién frente a S. zeamais es fumigante. En estos aceites se
observa un gran contenido de monoterpenos, exceptuando el aceite de H. mexicanum el

cual se compone principalmente de hidrocarburos (nonano, 53,1%). Los aceites
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mencionados anteriormente tienen encominlapre senci a de -pdinemgy b,&
cineol, compuestos para los que se ha reportado previamente la actividad fumigante
contra S. zeamais (Prieto, 2012; Yildirim et al., 2013).

Con el presente estudio fue posible determinar que la actividad reportada previamente
sobre S. zeamais para los AE de P. cf. asperiusculum y P. pertomentellum no
corresponde a toxicidad fumigante, sino que posiblemente se debe a un efecto por
contacto (Patifio, 2015). Con esta investigacion se reporta por primera vez la toxicidad
fumigante frente a S. zeamais de los AE provenientes de las especies S. viminea, M.
septentrionalis, L. alba, P. el-metanum, C. sempervirens, L. stoechas, H. mexicanum, H.

myricariifolium, X. discreta y C. album.

3.3.2 Toxicidad topica por contacto de los aceites esenciales

Con el fin de confirmar el modo de accién por contacto que pueden tener algunos de los
24 aceites esenciales, se emple6 el método descrito por Liu y colaboradores, en el cual
se aplican diferentes cantidades de AE en el protérax de los insectos y se determina el
porcentaje de mortalidad pasada 24 horas (Liu et al., 2007). Los resultados de la

actividad por contacto se muestran en el Anexo B y se ilustran en las Figura 3-2 y 3-3.

Los ensayos fumigantes realizados frente a S. zeamais sugerian que 10 de los 24 AE
podian presentar principalmente efecto por contacto, debido a que la mortalidad en el
modelo fumigante por el método Il fue inferior a 10%. Los resultados de estos aceites en
el ensayo de toxicidad tépica por contacto se ilustran en la Figura 3-2, en donde se
puede observar que todos los aceites causan mortalidad en rangos que van del 30 al
100% y que confirman lo observado en los ensayos fumigantes. De igual manera se
observo que los aceites de P. aduncum, Lippia sp., C. nardus y C. citratus fueron los mas
activos por contacto, causando mortalidades superiores al 90% en las tres cantidades
evaluadas. Para los seis AE restantes, se evidencié que el porcentaje de mortalidad

aumenta proporcionalmente con la cantidad de aceite aplicado.

no
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Figura 3-2 Resultados de toxicidad topica por contacto de los aceites esenciales
gue presentaron actividad fumigante < 10% por el método Il sobre S. zeamais
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En la Figura 3-3 se ilustran los resultados de toxicidad por contacto y fumigante (método
Il) de los 14 AE que presentaron una mortalidad mayor al 25% (método Il). Se observa
gue 13 AE exhibieron actividad fumigante y por contacto, siendo el aceite de H.
mexicanum el Unico que no causé mortalidad por contacto. Los AE de Citrus sp., C.
sempervirens e H. myricariifolium, a pesar de ser téxicos por contacto en todas las
cantidades evaluadas, produjeron un porcentaje de mortalidad mayor cuando fueron
evaluados como fumigantes a una concentracion de 500 pL/L aire. En contraste, los
aceites de S. viminea, M. septentrionalis, Ocotea sp. y C. album a pesar de tener
actividad fumigante a la concentracion evaluada, causaron mayores porcentajes de
mortalidad cuando el aceite fue aplicado sobre el insecto con todas las cantidades
aplicadas. De los aceites mostrados en la Figura 3-3, se encuentra que los
correspondientes a S. viminea, M. septentrionalis, Ocotea sp. y L. alba fueron los mas
activos en el ensayo tépico por contacto, causando mortalidades superiores al 90% con
todas las cantidades que fueron aplicadas sobre los insectos. Es importante resaltar, que
el hecho de que los AE presenten estos dos modos de acciéon hace que tengan mas
potencial para el control de S. zeamais, pues pueden reducen la posibilidad de

desarrollar resistencia por parte del insecto.
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Figura 3-3 Resultados de actividad fumigante y por contacto de los aceites esenciales
que presentaron porcentajes de mortalidad > 25% por el método Il
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A los AE provenientes de las especies P. aduncum, C. citratus, C. nardus, O. basilicum,
R. officinalis, C. sempervirens y L. alba, se les ha reportado previamente la actividad por
contacto frente al insecto objeto de estudio (Kerdchoechuen et al., 2010; Marques et al.,
2015; Owolabi et al., 2009; Vidal et al., 2006). Con estos resultados se verifica que los AE
constituidos en su mayoria por fenilpropanos y sesquiterpenos, ejercen una accion
principalmente por contacto contra S. zeamais, debido a que este tipo de sustancias son
menos volatiles que los monoterpenos (Kim & Park, 2008; Obeng & Reichmuth, 1997).
En contraste, para los monoterpenos no hay una tendencia clara ya que pueden ejercer

un efecto fumigante, por contacto o ambos.

Los resultados de toxicidad por contacto de los aceites esenciales de X. discreta, H.
mexicanum, H. myricariifolium, L. stoechas, S. viminea, M. septentrionalis, P. el-
metanum, P. nubigenum, P. cf. asperiusculum, P. pertomentellum y C. &lbum
presentados en este trabajo constituyen el primer reporte de esta actividad para los

aceites mencionados.



52 Aceites esenciales para el control de S. zeamais

3.3.3 Actividad repelente

Después de encontrar que algunos de los 24 AE presentaban actividad fumigante y por
contacto, se decidi6 determinar si estos adicionalmente presentaban efecto repelente
empleando un método que involucra el uso de un olfatdbmetro lineal (Ringuelet et al.,
2014). Los resultados obtenidos se clasificaron de acuerdo con los porcentajes de
repelencia en una escala de 0 a V, siendo 0 un indicador de neutralidad y V indicador de
alto poder repelente. En la Tabla 3-3 se presentan los resultados de la actividad
repelente, expresados como porcentajes de repelencia, para 2h, 6h y 24h para cada una

de las concentraciones evaluadas.

Tabla 3-3 Efecto repelente de los aceites esenciales sobre adultos de S. zeamais,
empleando un olfatbmetro lineal

6,2 66,7+8,8 |[IV| 56,7+8,8 |[Ill| 80,0+10,0 |IV
10,0 56,7+88 [Ill| 76,7+6,7 |IV| 833%+88 |V
X. discreta 14,1 66,7+6,7 [IV]| 633+£6,7 |IV|] 833%+88 |V
18,0 80,0+58 [IV| 80,0+58 |IV]| 933+33 |V
22,7 76,7+6,7 |IV| 80,058 |[IV| 93,3+3,3 |V
6,2 66,7+6,7 [IV| 76,7+120 |IV| 53,3+6,7 |l
10,0 66,7+6,7 |IV| 60,0+x58 [V | 80,000 |IV
A. cumanensis 14,1 76,7120 |IV| 80,0+10,0 |IV]| 76,7+8,8 |IV
18,0 433+3,3 |lll| 70,058 |IV| 76,7+x6,7 |[IV
22,7 73,3+88 |IV]| 80,0+10,0 [IV| 76,7+6,7 |IV
6,2 73,3+6,7 |IV| 33%373 IV| 30,0+58 | Il
10,0 73,333 |[IV| 76,7+3,3 |IV]| 46,7+46,7 | lll
C. semperviresn 14,1 76,7+88 |IV| 76,733 [IV| 73,3+6,7 |IV
18,0 73,3+6,7 |IV| 76,7+33 [IV| 73,3+8,8 |IV
22,7 73,3+6,7 |IV| 733+x6,7 |[IV| 93,3+33 |IV
6,2 90,0+58 [V | 80,0+10,0 |IV]| 73,3%£6,7 |IV
10,0 80,0+115 (IV| 86,7+6,7 |V | 73,3%6,7 |IV
H. mexicanum 14,1 83,3+6,7 [V | 90,0+10,0 | V]| 90,000 |V
18,0 90,0+58 [V | 80,0+10,0 |IV]| 93333 |V
22,7 90,0+10,0 | V| 90,0+10,0 [V | 86,7+3,3 |V
6,2 933+33 |V | 933+6,7 [V | 90,058 |V
10,0 933+33 |V | 86788 [V | 80,0+£00 |IV
H.myricariifolium 14,1 96,7+33 | V]| 967+33 [V| 833+88 |V
18,0 90,058 |V ]| 933+33 [V | 96,7+£33 |V
22,7 100,0+£0,0 | V| 100,0+0,0 [ V| 90,0£0,0 |V
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Tabla 3-3 (Continuacién)

Ensayo de repelencia (% DE REPELENCIA) £ ES

Aceite esencial Concentracion 1 2 3
(eL/ L a 2 horas 6 horas 24 horas
6,2 30,0+ 10,0 | Il 16,7 + 3,3 | 56,7+ 8,8 | Il
10,0 43,3+17,6 | Il 26,7 + 8,8 1] 20,0+£5,8 |
I. verum 14,1 33,3+12,0 | Il 26,7 6,7 Il{ 20,0+ 10,0 | |
18,0 23,3+12,0 | I 46,7+8,8 (Il | 20,0+ 10,0 | |
22,7 83,3+88 [IV| 63,3+£6,7 [lll| 46,7+ 3,3 | Il
6,2 80,0+0,0 |IV| 633+88 |IV]| -16,7+33 [ O
10,0 80,0+58 [IV]| 86,7+33 |V | 400+£58 | Il
R. officinalis 14,1 100,0+£0,0 | V| 100,0£0,0 | V 73,3£6,7 |[IV
18,0 93,3+6,7 | V| 80,0+58 |V | 93,3+6,7 [V
22,7 93,3+33 | V| 90,0x0,0 |V | 93,3+6,7 [V
6,2 83,3+33 |V| 933+3,3 |V | 80,0£10,0 | IV
10,0 93,3+6,7 | V| 100,0x0,0 | V| 96,7+3,3 |V
L. stoechas 14,1 86,7+88 |V| 867+88 |V ]| 833+33 [V
18,0 933+33 | V| 96,7+3,3 |V| 80,0+£58 [IV
22,7 90,0+58 [V | 933+6,7 | V| 90,0+10,0 | V
6,2 73,3+120 |IV]| 63,3+6,7 |[IV| 53,3+£3,3 |l
10,0 60,0 £ 10,0 | 1l 73,333 |[IV] 70,0£58 |[IV
S. viminea 14,1 73,3+6,7 (IV| 80,0+£00 [IV| 76,7+3,3 [IV
18,0 63,3+6,7 |IV| 73,3+88 |IV]|] 7000+£115 | IV
22,7 76,7x6,7 |IV| 73,3+x6,7 |IV|] 70,0x58 |IV
6,2 80,0+153 |IV]| 76,7+3,3 [IV| 56,7+6,7 |Ill
10,0 63,3+88 |IV| 80,0+£100 |IV| 76, 76,7 |IV
M. septentrionalis 14,1 700+58 (IV| 93,3+6,7 | V| 80,0£58 |[IV
18,0 76,7+88 |[IV| 833+6,7 |V | 833+6,7 |V
22,7 70,0+x58 |IV| 76,7+x6,7 |IV|] 70,058 |IV
6,2 73,3+6,7 [IV]| 833+88 |V | 400+58 | Il
10,0 53,3+88 |[IlI| 833+120 |V | 46,7+8,8 | Il
O. basilicum 14,1 46,7+ 3,3 |l | 73,3x14,5 |IV| 40,0+ 10,0 | Il
18,0 50,0+£58 [IlI| 86,7+6,7 |V 66,7+ 6,7 |[IV
22,7 50,0+5,8 | Il 70058 [IV] 73,3+£6,7 [IV
6,2 53,3+3,3 |llI| 26,7+3,3 | Il | 53,3+6,7 |l
10,0 200+58 |[Il| 26,7+33 |l | 33,3+8,8 | Il
Eucalyptus sp. 14,1 30,0+5,8 ] 46,7 £ 3,3 | lll 53,3+6,7 | Il
18,0 53,3+8,8 |IlI| 73,3+3,3 |IV| 93,3+3,3 |V
22,7 63,3+8,8 |IV| 80,0+58 |IV| 833+88 [V
6,2 50,0+ 5,8 ] 63,3+3,3 [IV] 53,3+£12,0 | Il
10,0 76,7+33 [IV| 70,0£58 [IV| 96,7+3,3 |V
P. el-metanum 14,1 73,3+6,7 [IV| 76,7+6,7 [IV| 100,0+£0,0 |V
18,0 80,0+58 |IV| 96,7+3,3 |V 93,3+33 |V
22,7 66,7+6,7 [IV|] 833+33 |V| 833+88 |V
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Tabla 3-3 (Continuacion)

Concentracion

Ensayo de repelencia (% DE REPELENCIA) + ES

Aceite esencial (eL/L a 1 2 3
2 horas 6 horas 24 horas
6,2 66,7+8,8 |IV| 33,3%+3,3 Il 40,0+£5,8 Il
10,0 433+88 || 66,7+88 |IV| 933%+6,7 |V
P. nubigenum 14,1 50,058 |Ill| 60,0+x115 |l | 73,3%x6,7 [IV
18,0 63,3+3,3 |IV| 80,0+x115 [IV| 833+33 |V
22,7 433+6,7 || 86,7+x6,7 |V| 96733 |V
6,2 70,0+£10,0 [IV] 90,0£00 |V | 933+33 |V
10,0 96,7+33 |V| 967+£33 [V | 76,7£6,7 [IV
P. aduncum 14,1 86,7 + 3,3 \% 83,3+ 8,8 \Y 80,0+x58 |[IV
18,0 86,7+88 | V| 733+6,7 [IV| 833+£6,7 |V
22,7 83,333 |V| 900%£58 |V | 933+33 [V
6,2 86,7+33 |V| 86767 |V | 73,3+£17,6 [IV
10,0 76,7+6,7 |IV| 53,3+176 |l | 80,0+£10,0 [IV
P. asperiusculum 14,1 53,3+ 6,7 I 700058 [IV]| 66,7x6,7 |IV
18,0 23,3+3,3 Il 56,7+0,0 || 16,7%6,7 I
22,7 46,7+6,7 |Ill'] 36,7120 |l | 33,3+£3,3 |[Ill
6,2 70,0+ 10,0 [IV]|] 70,058 |[IV]| 86,7+3,3 |V
10,0 80,058 |IV| 76,733 |[IV| 96, 7+33 |V
P. pertomentellum 14,1 76,7 = 3,3 Iv| 73,333 [IV| 96,7% 3,3 V
18,0 80,0+0,0 |IV| 80,058 |[IV| 967+33 [V
22,7 86,7+6,7 | V| 933+6,7 [V | 967+£33 |V
6,2 100,000 [ V| 96,7+3,3 | V| 90,0+58 |V
10,0 93,3+6,7 | V| 70,058 |[IV| 86,733 [V
C. nardus 14,1 70,0+ 10,0 |IV| 66,788 |IV| 80,0£10,0 [IV
18,0 93,3+6,7 | V| 1000000 |V | 93,3+£33 [V
22,7 80,0+5,8 |IV]| 100,0x0,0 | V| 90,0x0,0 |V
6,2 73,3+33 |IV| 800+58 |[IV| 867+33 [V
10,0 70,0+0,0 |IV| 833%+33 |V | 933+6,7 |V
C. citratus 14,1 73,3+6,7 |IV]| 73,3+x6,7 |[IV]|] 90,058 |V
18,0 70,0+ 100 [IV] 73,3+12,0 [IV]| 73,3%6,7 |IV
22,7 63,3+120 |[IV]| 63,3%+6,7 [IV]|] 80,0+58 |[IV
6,2 76,7+33 |IV| 933%+33 [V ]| 967+33 [V
10,0 66,7+33 |IV|] 867+33 |V| 967+33 [V
Ocotea sp. 14,1 96,7 = 3,3 V| 100,0+0,0 | V 96,7 + 3,3 V
18,0 100,0+£0,0 [ V| 100,0+0,0 | V| 96,7+33 |V
22,7 100,0+£0,0 [ V| 100,0+0,0 | V| 933+33 |V
6,2 93333 |V | 733%6,7 [IV| 86,7+88 [V
10,0 83,3+88 |V| 900+58 |V | 867+88 [V
Citrus sp. 14,1 53,3+88 |Ill| 66,767 [V | 36,7+6,7 Il
18,0 83,3+8,8 |V| 900£58 |V | 93,3+6,7 |V
22,7 83,333 |V ]| 90,0+£100 |V | 93,3+6,7 |V
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Tabla 3-3 (Continuacién)

6,2 900+58 (V]| 833+88 |V ]| 50,0+58 |l
10,0 86,7+33 [V ]| 80,0+10,0 |IV] 50,0+10,0 |1l
C. album 14,1 76,7+120 |[IV| 73,3+33 [IV] 80,0+58 [IV
18,0 800+58 [IV] 933+33 [V ] 900+58 [V
22,7 66,7 + 8,8 Il 800+58 [IV] 76,7+88 [IV
6,2 3,3 3,3 0 3,3+6,7 I 73,3+6,7 |IV
10,0 23,3+ 3,3 Il 16,7 + 3,3 I 700+58 |IV
L. alba 14,1 33,3+3,3 Il 36,7 + 3,3 Il 33,3+6,7 Il
18,0 33,3+5,8 Il 40,0+ 0,0 Il 33,3+6,7 Il
22,7 500+58 ([Ill|] 46,7+33 |[Ill| 40,0+5,8 Il
6,2 60,0+58 [l 733+33 |IV|[ -33%+33 0
10,0 60,0+ 10,0 | Ill | 53,3+6,7 |l 33,3+6,7 Il
Lippia sp. 14,1 500+58 [IlI] 56,7+6,7 [l 800+58 |IV
18,0 733+33 [IV] 633+88 [IV] 833+6,7 [V
22,7 700+58 [IvV] 867+33 [V ]| 833+6,7 [V
Blanco 0,0+5,8 0 1,0+ 3,3 0 -0,8 + 3,3 0

En la tabla anterior se observa gque todos los aceites esenciales evaluados presentaron
actividad repelente contra S. zeamais y también se encuentra que el efecto repelente
presenta gran variacién, viéndose afectado por el tipo de aceite, el tiempo de exposicidén
y la concentracion de aceite evaluada. De esta manera se pueden determinar tres
comportamientos de los resultados: 1) disminucion de la repelencia con el transcurrir del
tiempo; 2) conservacion del efecto a través del tiempo y 3) aumento del efecto repelente
con el pasar del tiempo.

El aceite esencial de |. verum, que se caracteriza por su alto contenido de anetol,
presentd el primer comportamiento descrito, observandose que después de presentar
repelencias entre 43,31 70,0% a las 2h, éstas disminuyeron hasta 20,0 i 46,7% pasadas
24 horas, clasificandose como un repelente de clase | a lll. Estos resultados estan de
acuerdo a la literatura en donde se reportan niveles moderados de repelencia de aceites

ricos en anetol frente a S. zeamais (Bedini et al., 2016; Cosimi et al., 2009).

El segundo efecto se evidencié en los AE de H. myricariifolium, L. stoechas, P. aduncum,
C. nardus y Citrus sp. que de manera general no presentaron gran variacion en el efecto

repelente a las concentraciones evaluadas y que durante las 24 horas del ensayo se
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mantuvieron en las categorias IV y V, siendo los que presentaron el mayor efecto
repelente frente a S. zeamais. Algunos constituyentes que se observan como
mayoritarios en algunos de estos AE y a los que se les ha reportado accién repelente
frente a S. zeamais son U—pineno, linalool, citronelal, limoneno y b-cariofileno.(Fouad &
da Camara, 2017; Karimietal. , 2013; Pol atoj | u etal,R046).ak o

El tercer efecto se presentd en los AE de X. discreta, Eucalyptus sp., P. el-metanum, P.
pertomentellum y C. citratus, los cuales después de 24 horas aumentaron su actividad
sobrepasando una o dos categorias desde su lectura inicial a las 2 horas, quedando en la
categoria V en las concentraciones mas altas evaluadas. Algunos de estos aceites se
caracterizaron por presentar un gran contenido de 1,8-cineol, limoneno y U-pineno,
compuestos que han sido reportados por presentar actividad repelente frente a S.
zeamais (Fouad & da Camara, 2017; Karimi et al., 2013; Suthisut, Fields, &
Chandrapatya, 2011). Para los demas aceites no se observo una tendencia clara frente a
los resultados de actividad repelente en funcién del tiempo. Es importante aclarar que los
AE son mezclas complejas, no es posible asignar solamente el efecto presentado a los
componentes mayoritarios, pero se puede utilizar de forma preliminar para establecer

algunas tendencias.

De los AE evaluados en este trabajo, algunos presentan estudios previos de accién
repelente sobre S. zeamais, tal es el caso de los provenientes de C. sempervirens, C.
citratus. C. nardus, L. alba, O. basilicum, R. officinalis, P. aduncum, P. pertomentellum y
P. cf. asperiusculum (Bertoli et al., 2011; Kerdchoechuen et al., 2010; Jaramillo et al.,
2015; Mossi et al., 2014; Nerio et al., 2009; Owolabi et al., 2009; Patifio, 2015; Peixoto et
al., 2015; Prieto, 2012; Tapondjou et al., 2005). Los resultados obtenidos para los AE de
estas especies difieren de lo reportado en la literatura, debido a diferentes métodos
utilizados, cambios en la composicién y a la utilizacion de diferentes 6rganos vegetales.
Los resultados de accién repelente frente a S. zeamais para los AE provenientes de H.
myricariifolium, H. mexicanum, L. stoechas, C. album, X. discreta, M. septentrionalis, S.
viminea, P. el-metanum, P. nubigenum, A. cumanensis e |. verum, constituyen el primer
reporte de esta actividad, siendo muchos de ellos de potencial accidon repelente

clasificados en las categorias IV a V.

2016;
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3.4 Analisis estadistico

3.4.1 Seleccion de muestra representativa

Conbaseen el umbr al U= 0.4 a una escala temporal
de actividad fumigante, se determind una primera submuestra n; compuesta por 24
aceites. A partir de la submuestra n; se realizé una segunda seleccién teniendo en
cuenta tres tratamientos: T, (accion fumigante i método 1l), T, (toxicidad por contacto) y

T3 (repelencia).

Después de realizar los diferentes ensayos y comparar los resultados obtenidos para los
tratamientos en una escala temporal de 24 h y a la mayor concentracion o cantidad
evaluada, se encuentra que el promedio de la letalidad fumigante corresponde a 0,40, el
de letalidad por contacto es 0,83 y en el caso de la repelencia el promedio fue de 0,77.
Los anteriores resultados permiten evidenciar que existen diferencias significativas entre
los tres efectos que exhiben los AE, notandose que en el caso de la letalidad por accién
fumigante el promedio de mortalidad es mas bajo, comparado con el obtenido por
toxicidad por contacto. Lo anterior puede deberse a que en el modelo fumigante se
encontraron AE que causaron altos porcentajes de mortalidad y otros con baja o nula
toxicidad volatil, lo que conlleva a que el promedio de mortalidad encontrado en el
tratamiento fumigante se vea seriamente afectado debido a la presencia de valores
extremos de mortalidad, indicando que este ensayo permitié evidenciar mayores
diferencias entre la actividad de los aceites, lo cual no ocurri6 con los ensayos de
toxicidad por contacto (96% de los aceites causaron mortalidades superiores al 40%) y
actividad repelente (PR mayores a 30% para todos los aceites), pues en estos dos
ensayos la mayoria de los aceites esenciales causaron altos porcentajes de mortalidad y

de repelencia, respectivamente.

Se realiz6 un analisis de Cluster exploratorio, aplicando dos metodologias (Figura 3-4 y
3-5), como criterio de seleccion de la muestra representativa de los AE que presentan
potencial actividad insecticida (principalmente fumigante), que fueron empleados para la
estimacién de las concentraciones letales (CL) y en el analisis estadistico ANOVA y post-

hoc de Tukey.
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En la Figura 3-4 se pueden observar los resultados obtenidos al aplicar el modelo de
distancias euclidianas. Con este andlisis se encontr6 que los 24 AE se catalogaron en
dos grupos principales, perteneciendo al primer clister (cuadro naranja) 13 aceites que
corresponden a: A. cumanensis (2), I. verum (6), S. viminea (9), O. basilicum (11), P.
nubigenum (15), P. aduncum (16), P. cf. asperiusculum (17), P. pertomentellum (18), C.
nardus (19), C. citratus (14), P. el-metanum (20), C. album (22) y Lippia sp. (24); y
ubicAndose segundo cluster (cuadro verde) los 11 AE restantes que corresponden a los
obtenidos de X. discreta (1), C. sempervirens (3), H. mexicanum (4), H. myricariifolium
(5), R. officinalis (7), L. stoechas (8), M. septentrionalis (10), Eucalyptus sp. (13), Ocotea
sp. (12), Citrus sp. (21) y L. alba (23).

Analizando los grupos obtenidos con este modelo jerarquico, es posible ver que los AE
gue se ubicaron en el clister de la derecha corresponden a aquellos que presentan
mayor accién fumigante (mortalidades superiores a 50% con 500 pL/L aire) y efecto
repelente, que de acuerdo a la altura del grupo indica que dichos aceites tienen un mayor
grado de importancia para la actividad insecticida contra S. zeamais. Se observa que los
constituyentes de este grupo a su vez se dividen en dos subgrupos, uno en el cual se
ubican los aceites con mayor potencial fumigante y repelente (23, 1, 21, 10, 12,7y 8) y
otro subgrupo en donde se encuentran los AE con potencial fumigante pero con nulo o
bajo poder por contacto (4, 5, 3, 13) Analizando ahora el grupo de la izquierda, se
encuentra que esta constituido principalmente por los AE que presentaron el mayor
potencial por contacto y repelente, a excepcion del aceite 16 que solo presentd potencial
actividad por contacto y bajo efecto repelente (33%). También se puede observar que en
este grupo estan los aceites de S. viminea (9), P. el-metanum (20) y C. album (22), los
cuales exhibieron efectos fumigantes moderados (26 a 34% de mortalidad) y que
aparecen a una distancia muy corta del grupo de la derecha, con un grado de
importancia similar al de la mayoria de los aceites del grupo de los aceites fumigantes,

hecho que indica que seria relevante incluirlos en la muestra final.
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Figura 3-4 Dendograma de los 24 aceites esenciales agrupados de acuerdo a las tres
variables evaluadas.
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Con el fin de seleccionar adecuadamente los aceites que integraran la muestra final, se
realiz6 una segunda prueba de clister por agrupacion que se presenta en la Figura 3-5.
En el diagrama de Venn obtenido pueden observarse también dos grandes grupos, al
grupo Il pertenecen los aceites que presentaron principalmente actividad téxica por
contacto, mientras que en el grupo | se ubican los aceites esenciales que tienen el mayor
caracter fumigante. También se observa en la figura que los AE de las especies S.
viminea, M. septentrionalis, X. discreta y C. album aparecen ubicadas en la interseccion
de los dos grupos. Adicionalmente, es posible indicar que la agrupacion obtenida en este
diagrama cluster explica aproximadamente el 63% de la variabilidad total de la letalidad

fumigante.

Figura 3-5 Diagrama de clister aceites esenciales con mayor poder fumigante

Cluster Aceites Esenciales
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Comparando los agrupamientos obtenidos con los dos modelos Cluster (Figura 3-4 y 3-
5), es posible ver que con el segundo modelo empleado se incorporan los aceites de S.
viminea y C. album al grupo de los potenciales fumigantes, ya que estan en la zona en
comun entre los grupos | y Il formados. A pesar de que el AE de la especie P. el-
metanum no quedd dentro del grupo de los fumigantes en ninguno de los modelos
cluster, se decidio incluirlo en la muestra final debido a que en el clister de las distancias
euclidianas quedo en el mismo nivel y grupo que el aceite de S. viminea, quedando de
esta manera una muestra final constituida por 14 AE (X. discreta, C. sempervirens, H.
mexicanum, H. myricariifolium, R. officinalis, L. stoechas, M. septentrionalis, Eucalyptus

sp., Ocotea sp., Citrus sp., L. alba, S. viminea, C. album y P. el-metanum).

Para verificar la seccién de la muestra final se construy6 un diagrama Box-Plot (Figura 3-
6), en el que se representa el %mortalidad causado en el método Il fumigante para los
AE que integran el grupo | (AE seleccionados) y el grupo Il (AE descartados), se puede
observar la marcada diferencia que hay entre los dos grupos. En el grupo | se observa
gue aproximadamente el 25% de los AE que lo integran son capaces de causar
mortalidades superiores a 40% con una concentracion de 500 uL/L aire y que
aproximadamente el 50% de los AE pertenecientes al grupo fumigante son capaces de
causar mortalidades superiores al 70% a la misma concentracién. Por el contrario, en el

grupo Il se encuentra que los aceites de ese grupo causan mortalidades inferiores al 10%

Figura 3-6 Variabilidad en la accién fumigante de los grupos
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3.4.2 Estimacion de las concentraciones letales de toxicidad
fumigante

Teniendo en cuenta la seleccion de la muestra final compuesta por los 14 AE que
tuvieron el mayor potencial insecticida, principalmente de caracter fumigante, se procedio
a estimar las CLs, de estos aceites sobre S. zeamais, empleando el método fumigante |
con diferentes concentraciones de cada aceite. En la Tabla 3-4 se muestra la toxicidad
fumigante de los 14 AE en términos de su CLs,, donde ademas se reportan los valores de
pendiente, intercepto y significancia (P-valor) de cada una de las ecuaciones que
representan las regresiones aplicadas a los aceites seleccionados empleando la

herramienta Probit.

Tabla 3-4 Concentraciones letales (CL) obtenidas para los 14 aceites ensayados sobre

S. zemais determinadas por el método fumigante Il.

Especie (95% Iimitglaseoaconfianza) Pendiente Intercepto P-valor
X. discreta (358,4‘192'[2,4380,8) 0,003 -1,365 Tho g@op Tt
C. sempervirens (416’28].1’5631,9) 0,004 -1,863 Xip «dop 1t
H. mexicanum (173’%2.[3*5’62,0) 0,005 1140 | PRTOP T
H. myricariifolium (338,42;6'[3,;59,9) 0,002 -0,779 clp 1op ™
R. officinalis 20 4,34_[3’2782,3) 0,005 1097 | Wt wp T
L. stoechas (276,3())()'[3,?‘,132,7) 0,007 -2.103 T Top T
S. viminea (432;8'?’5?45,6) 0,005 -2.540 pv mop T
M. septentrionalis (249%0]4*;50'5) 0,004 1130 ofit gop T
Eucalyptus sp. (139,%)8]_4’2322,1) 0,005 -0,893 ot gidp T
P. el-metanum (528,?34[3,8925,0) 0,002 11,046 phv tp T
Ocotea sp. (597’654]_2’592,7) 0,004 -2.770 Thp Wp T
Citrus sp. (382,A1f32'|'7’jf368,8) 0,004 -1,907 it p T
C. album (49429].3’253’7) 0,003 -2.055 ofp Tp T
L. alba (229,21514’2179,6) 0,008 -2,005 the ubp T

®La concentraci-n que causa el ®&ddebeéplicas) mort al i dad

®Pendiente de la regresion lineal concentracién-inhibicion
“Intercepto de la regresion lineal

(elL/ L
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En la Tabla 3-4 se puede observar que los valores mas bajos de CLs, los tienen los
aceites de Eucalyptus sp., H. mexicanum, R. officinalis y L. alba, con concentraciones
inferiores a 255.0 uL/L aire. Los demas aceites esenciales evaluados presentaron Clsg
entre 300.0 y 650.0 pL/L aire.

El modelo Probit desarrollado también permitid establecer el rango de concentracion
necesario para efectuar un cambio apreciable en la mortalidad de S. zeamais. Para
estimar dichos cambios se tuvo en cuenta que la ecuacién de la recta obtenida fue:

I
Donde! corresponde a la pendiente de larectay ‘ es el intercepto, de cada uno de los
AE incluidos. Para establecer si estos valores son significativos en el modelo, se

formularon las siguientes hipoétesis:

odq T 0dq i
‘0g s 0qg s

De acuerdo a lo anterior, se determiné que todos los valores de significancia para las
variablesf uer on i nf er i &0.05sPordoltanty, ael rechazad en atdbos casos
las hipotesis nulas y se concluye que todos los aceites son significativos en el modelo y

por tanto pueden incluirse en el mismo.

Los resultados de este andlisis indican que de los 14 AE con potencial poder fumigante,
los aceites de L. alba y L. stoechas resultan ser de los méas prometedores como
insecticidas, pues asi no exhiban la CLsy mas bajas, fueron los que tuvieron los valores
de fApendient ed RGN dald teaasheahmqud irdicaeqoe estos son los
aceites que mayor letalidad causarian sobre S. zeamais al hacer pequefios aumentos en
su concentracién. Contrario a lo anterior, para los aceites obtenidos de H. myricariifolium
y P. el-metanum se obtuvieron los valores de pendiente mas bajos, con un valor de
apenas 0,002, lo que indica que se requeriran altas cantidades de estos AE para

aumentar considerablemente la mortalidad en S. zeamais.

Con los datos de CLs, obtenidos en los ensayos de actividad fumigante para cada aceite

y con el fin de determinar si habia diferencias significativas entre los tratamientos se
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realizé el disefio experimental ANOVA de una via, seguido de una prueba post hoc de

Tukey para establecer diferencias especificas entre las variables.

El andlisis ANOVA unifactorial demostré que existen diferencias significativas entre los
diferentes aceites evaluados (F=74,869; P=1,69 x 107, presentandose un nivel de
significancia entre grupos de aceite vs. actividad fumigante con un P valor menor a 0,05.
Teniendo en cuenta estos resultados se rechaza Hy, lo que indica que existen diferencias
significativas entre estas variables. La F de la varianza fue significativa, lo que indica que

el tipo de aceite esencial influye en la accién fumigante.

Después de observar que existen diferencias significativas entre los AE, se usaron los
contrastes llamados comparaciones multiples post hoc de Tukey para saber cuales
medias difieren unas de otras. Los resultados obtenidos con este modelo estadistico se
describen en la Tabla 3-5, en donde se observa la formacion de 4 grupos de tratamientos
clasificados teniendo en cuenta los valores de CLsg, encontrandose en el grupo 1 los
aceites que presentaron las CLsy mas bajas y en el grupo 4 los aceites que presentaron
las CLso més altas. También se observa, que en los grupos 1y 2 hay AE en comun y que
corresponden a H. mexicanum, R. officinalis y L. alba.

Tabla 3-5 Tratamientos que presentan diferencia significativa después de realizar
prueba post hoc de Tukey*

CL50
HSD Tukey”
. Subconjunto para alfa = 0.05
Especie N 1 > 3 7

Eucalyptus sp. 5 184,3
H. mexicanum 5 223,4 223,4
R. officinalis 5 243,5 2435
L. alba 5 254,2 254,2
L. stoechas 5 303,4
M. septentrionalis 5 304,4
X. discreta 5 4224
Citrus sp. 5 427,5
H. myricariifolium 5 463,1
C. sempervirens 5 481,7
S. viminea 5 483,7
C. album 5 592,5
Ocotea sp. 5 642,5
P. el-metanum 5 643,8

Sig. 0,281 0,112 0,489 0,754

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 5,000.

* Pruebas estadisticas realizadas con el programa estadistico SPSS (Version 24)
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Con los datos de la Tabla 3-4 se procedio a estimar las concentraciones letales CLg, y
CLgo, para construir un gréafico de dispersiéon (Figura 3-7) que permitiera visualizar mas
facilmente la sensibilidad que tiene S. zeamais frente a las diferentes concentraciones
letales de cada AE. En este sentido, se observa que para los aceites de L. alba y L.
stoechas (pertenecientes al grupo 2 de acuerdo a la prueba post-hoc de Tukey), se
requieren los menores cambios en la concentracién de los aceites para lograr cambios
significativos en la mortalidad del insecto, lo que indica que S. zemais es mas sensible al
tratamiento con estos dos aceites. En contraste, para los aceites de H. myricariifolium y
P. el-metanum (pertenecientes a los grupos 3 y 4 construidos con la prueba post-hoc de
Tukey, respectivamente), se requieren altas variaciones en sus concentraciones para
lograr un cambio apreciable en la mortalidad de S. zeamais, con CLg, por encima de los
1000 ¢L/L de aire, haciendo que pierdan valor atractivo para ser usados en el control de
S. zeamais. Adicionalmente se observa que el AE de Eucalyptus sp. a pesar de que
presenta los menores valores de CL3zy CLsg, requiere para alcanzar una mortalidad del
90% una concentracion de mas del doble de la CLs,. Otros AE para los que no se
requieren altos cambios en la concentracion para causar mayores mortalidades de S.
zeamais estan: H. mexicanum, R. officinalis (grupos 1 y 2 - Tukey), M. septentrionalis
(grupo 2 - Tukey), X. discreta, C.sempervirens, S. viminea y Citrus sp. (grupo 3 - Tukey).
En este estudio se reportan por primera vez los valores de CLs, fumigante sobre S.
zeamais para los aceites de L. stoechas, H. mexicanum, R. officinalis, M. septentrionalis,
X. discreta, C. sempervirens, S. viminea, H. myricariifolium, C. aloum y P. el-mentanum.
Sin embargo, para los AE de R. officinalis y C. sempervirens se ha reportado la CLs
sobre S. oryzae, con valores de 26,71 y 17,16 mg/L aire, respectivamente (Abdelgaleil et
al., 2016).
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Figura 3-7 Dispersion de las diferentes concentraciones letales para cada aceite
esencial
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En un estudio previo desarrollado por nuestro equipo de investigacion, se determiné la
CLs contra S. zeamais para el aceite esencial de L. alba (532.8 yL/L aire) proveniente de
la plaza de mercado Samper Mendoza i Bogota (Romero, Patifio, Prieto, & Cuca, 2017).
Comparando la CLs, obtenida en el trabajo publicado por Romero, con la estimada en
este trabajo, se encuentra que el aceite utilizado en esta ocasién (obtenido de una
especie recolectada en San Mateo i Boyacd) fue mas activo contra el insecto objeto de
estudio. Contrastando la composicion quimica encontrada para los dos aceites, se
encuentra que los componentes mayoritarios de los dos AE coinciden, observandose
solo una diferencia de aproximadamente 6% en el contenido de limoneno (47,68%) y

carvona (33,51%) y la ausencia del b-cubebeno en el aceite utilizado por Romero.

También es importante resaltar que la muestra final de AE seleccionada se caracteriza

por presentar como compPhaearN®s v@paw N, i @s a:
U-felandreno, p-c i me n o, | Hetandreron 198;cindol, fenchona, alcanfor, p-ment-3-
en8o0l st e pineol, pul e g o n a-caridilene,tgexnhacrend B. Erttrelosp i ni | o,

compuestos descritos anteriormente, ya presentan reportes de actividad fumigante sobre
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el insecto objeto de estud i 0 : | i npoi nneennoayiofilého, 1-8-ci nedvler pUneol ,

pineno, alcanfor, pulegona y U-felandreno (Bekele & Hassanali, 2001; Herrera et al.,
2015; Polatojlu & Karako-, etal 2083). P&a p-canerno y
U-terpineol se ha reportado efecto insecticida contra otras especies de Sitophilus (Lee,
Choi, Lee, & Park, 2001; @&all 2015 Pdr lo tanto, a futuro seria interesante
determinar la toxicidad fumigante de los compuestos mencionados anteriormente que no
presentan estudios sobre S. zeamais, como es el caso de: b-felandreno, sabineno,

nonano, fenchona, p-ment-3-en-8-ol, acetato de terpinilo y germacreno D.

3.5 Actividad enzimatica

En esta seccién con el fin de realizar una aproximacion a los posibles mecanismos de
accion de algunos de los AE pertenecientes a la muestra final (n=14), se evaluaron como
inhibidores de acetilcolinesterasa y catalasa, Los AE de H. mexicanum, L. stoechas, M.
septentrionalis y X. discreta, los cuales fueron escogidos de acuerdo al andlisis
estadistico previamente realizado y por los pocos reportes de literatura de inhibicion

enzimatica sobre acetilcolinesterasa y catalasa en el insecto de interés.

3.5.1 Cuantificacion de proteinas

La determinacion y cuantificacion de proteinas es la base para la realizacién de las
pruebas bioquimicas. La ecuacién de la recta de la curva de calibracién obtenida (Anexo
C) empleando el método de Bradford fue y= 13,742x i 0,0419 con un coeficiente de
correlacion R?=0,990, que indica que el 99% de la informacion se encuentra ajustada a la
variable y (absorbancia), confirmando que el grado de relacion entre las variables es alto.
Al realizar la estimacion de cantidad de proteinas obtenidas en el extracto enziméatico, se
obtuvo una absorbancia promedio de 0,2880 correspondiente a un valor de 24,0 eg/mL
de proteina, valor que se encuentra dentro de los limites de sensibilidad del método que
es 1 egleL a 1.5 mg/mL (H. Garcia & Vazquez, 1998; Kruger, 2009).

2012,

E.
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3.5.2 Estudio de inhibicion invitro de la acetilcolinesterasa
(AChE)
La accion de los aceites esenciales sobre S. zeamais, puede ser debida a una accion
neurotéxica, generando sintomas similares a los producidos por insecticidas
organofosforados o carbamatos, hecho que se relaciona con la inhibicion de AChE (Maria
Lépez & Pascual, 2010; Prieto, 2012). Teniendo en cuenta estas consideraciones y con
el objetivo de conocer el posible mecanismo de accién de algunos AE, se procedié a
evaluar la inhibicion de AChE causada por M. septentrionalis, X. discreta, H. mexicanum
y L. stoechas. En la Tabla 3-6 se encuentran los resultados obtenidos para estos cuatro

aceites, reportados como % inhibicion y/o Clsp.

Tabla 3-6 Inhibicion invitro de acetilcolinesterasa extraida de S. zeamais causada por los
aceites esenciales.

Especie CO”‘ESB%‘C'O” % inhibicion + DE | Clso+ DE (ppm)

2000 715+2,6
1000 68,0 + 8,7

M. septentrionalis 500 38,8+1,5 720 + 30
200 18,6 + 2,0
100 57+3,1
2000 65,5+4,0
1000 67,6 £4,9

H. mexicanum 500 52,5+6,3 617 +73
200 334+1,8
100 8,9+6,8
2000 61,5+ 8,0
1000 60,3+ 0,7

L. stoechas 500 58,0 £ 4,6 569 + 25
200 342+73
100 31,6 +3,9
2000 19,0+ 4,9
1000 12,4+ 0,8

X. discreta 500 335+75 > 1000
200 329+4,6
100 29,3+4,0
100 91,5+5,6
. 50 91,1+0,5

Diclorvos o5 927433 <12

12 92,0+5,2
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El AE que present6 el mayor efecto inhibitorio sobre la AChE correspondié a L. stoechas
(Clso 569 £ 25 ppm), el cual se caracterizd por su alto contenido de 1,8-cineol, fenchona y
alcanfor, compuestos que en reportes previos los han descrito como inhibidores de la
AChE en diferentes especies del género Sitophilus9(Abdelgaleil, Mohamed, Badawy, &
El-arami, 2009; L6pez, 2008; Lépez & Pascual, 2010). Para los aceites de H. mexicanum
y M. septentrionalis se estimaron Clsy de 617+73 y 720+30 ppm, respectivamente. Estas
dos especies se caracterizan porque contienen algunos compuestos (U-pineno, mentona,
b-cariofileno y pulegona) a los cuales previamente se les ha determinado su capacidad
para inhibir la AChE (Abdelgaleil et al., 2009; Herrera et al., 2015). Lo descrito
anteriormente sugiere que estos compuestos pueden ser algunos de los responsables
del efecto inhibidor causado sobre la AChE, aunque no se puede descartar que dicho
efecto también esté siendo generado por otros constituyentes que se encuentran en
menor proporcién. Las concentraciones con las que se logré inhibir en un 50% la enzima,
son demasiado altas comparadas con las concentraciones requeridas para ejercer una
toxicidad fumigante, hecho que indica que la inhibicion de AChE es uno de los
mecanismos relacionados con el poder fumigante de los aceites, pero no es el principal.
En el caso de X. discreta a pesar de ser un aceite con un alto contenido de compuestos
(U-pineno, b-pineno y 1,8-cineol) con poder inhibitorio de la AChE, en este caso no
mostraron inhibiciones superiores al 33% con las concentraciones evaluadas, lo cual

indica que este AE no usa como mecanismo de accion la inhibicion de la AChE.

Se ha evidenciado que los mecanismos de accién de algunos monoterpenos que hacen
parte de los 4 AE evaluados, no necesariamente actian mediante la inhibicién de AChE,
pues se ha reportado que estos pueden estar involucrados en el bloqueo de receptores
importantes en insectos como lo son los del sistema octopaminérgico y la
monooxigenasa del citocromo Py4so. En la literatura se reporta que los monoterpenos al
ser compuestos muy lipéfilos son capaces de penetrar rApidamente dentro del insecto e
interferir con varias funciones fisiolégicas, lo que dificulta elucidar un mecanismo de

accion (Lee, et al., 2003; Lopez & Pascual, 2010).
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3.5.3 Estudio de inhibicién invitro de catalasa

Con el propésito de determinar si los aceites seleccionados para realizar un
acercamiento a los mecanismos de accioén presentaban otro mecanismo diferente al de
inhibicibn de AChE, se evalué la inhibicibn de catalasa (CAT), enzima detoxificadora
encargada de proporcionar la primera defensa en el sistema antioxidante, reduciendo los
radicales H,O, en H,O y O, En la Figura 3-8 se ilustran los resultados del estudio del

efecto de los 4 AE sobre la catalasa extraida de S. zeamais.

Figura 3-8 Gréafica de absorbancia vs tiempo, determinando la inhibicion de catalasa
mediante la permanencia de absorcion de H,0,
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De acuerdo a los resultados obtenidos, se encuentra que ninguno de los AE evaluados
logré inhibir la CAT, pues no se observd que causaran una disminucion en la
degradacion del perdxido de hidrégeno. Es importante mencionar que R. officinalis, una
de las muestras seleccionadas es capaz de causar deterioro en el sistema antioxidante
de los insectos plaga S. oryzae y O. surinamemsis mediante la alteracién de las enzimas
SOD y CAT (Kiran & Prakash, 2015).
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4.Concl usi ones

El presente estudio realiza un aporte a la investigacion en agentes fitosanitarios para el

control de plagas mediante la caracterizacion de la actividad insecticida y repelente de

algunos aceites esenciales sobre S. zeamais. Los resultados obtenidos en esta

investigacion permiten concluir:

A

El tamizaje de actividad fumigante sobre 56 AE, permiti6 seleccionar una
submuestra n; compuesta por 24 AE que mostraron actividad insecticida

causando mortalidades superiores a 40%.

Esta investigacion generd el primer reporte de la composicion quimica de los
aceites esenciales de hojas de H. mexicanum, H. myricariifolium, M.

septentrionalis y P. nubigenum.

El andlisis estadistico junto con los resultados de los tratamientos utilizados
(fumigante, contacto y repelente), permitieron seleccionar la muestra final de AE y
establecer algunas relaciones entre los tratamientos estudiados, encontrando que
14 (muestra final) de los 24 AE serian los de mayor potencialidad de acuerdo a su

accién fumigante.

Se determind que los aceites que presentan mayor potencial para el control de S.
zemais son los obtenidos L. stoechas y L. alba, pues presentan concentraciones
letales bajas y no requieren grandes variaciones en su concentracion para

aumentar significativamente la mortalidad de los insectos.

Los AE con potencial accién fumigante se caracterizaron principalmente por
presentar altos contenidos de monoterpenos y/o hidrocarburos, mientras que los
aceites con mayor toxicidad por contacto se caracterizaron por un alto contenido

de sesquiterpenos Yy fenilpropanos.



A En el caso de la actividad repelente no se observa una tendencia clara que
permita hacer alguna relacion entre la composicion quimica y el efecto repelente,
pues entre los aceites que ejercieron los mayores efectos repelentes se
encuentran aceites que contienen diversos tipos de metabolitos volatiles como

componentes mayoritarios.

A Los aceites esenciales de M. septentrionalis, H. mexicanum y L. stoechas
inhibieron a nivel in vitro la AChE extraida de S. zeamais, siendo el aceite de L.

stoechas el mas activo.

A Ninguno de los aceites evaluados caus6 efecto inhibitorio sobre la enzima CAT.
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5Recomendaci ones

1 Completar la caracterizacion taxondémica de las especies vegetales que soélo

fueron determinadas hasta género.

9 Evaluar la actividad fumigante, toxica por contacto y repelente de los compuestos
b-felandreno, sabineno, nonano, fenchona, p-ment-3-en-8-ol, acetato de terpinilo
y germacreno D, con el fin de establecer si estos compuestos estan relacionados

con los efectos causado por los AE.

9 Evaluar otros efectos que pueden ejercer los AE y los compuestos puros
determinados como posibles responsables de la actividad, entre los que se

pueden incluir el efecto antialimentaria y la inhibicién de la reproduccion.

1 Determinar el efecto que tienen sobre la AChE y la catalasa los 10 AE
pertenecientes a la muestra final que no fueron analizados en este estudio.
También es relevante evaluar el efecto que tienen sobre estas enzimas los

compuestos que se asociaron con la actividad exhibida por los aceites.

1 Ampliar los estudios de los efectos de los AE y de los compuestos puros sobre
otras enzimas encargadas del sistema de detoxificacion de S. zeamais, entre las

gue se destacan glutation-S-transferasa, citocromo C oxidasa y esterasas.

1 Proponer mezclas de aceites esenciales y/o de compuestos puros que presenten
mejores efectos insecticidas y/o repelentes.



1 Realizar el escalamiento de los ensayos de laboratorio, a una escala semi-
industrial y posteriormente a condiciones de almacenamiento real, para evaluar la
viabilidad de los AE y de esta manera obtener productos que sirvan en el control

de este insecto.



Anexo A:

Perfiles

cromatograficos

obtenidos para los aceites esenciales
en la columna DB-5MS y HP-INNOWax

Sub-anexo A Perfil cromatografico obtenido para el aceite esencial de frutos de X. discreta

Columna: Apolar (DB-5MS)

Abundance

7500000

70000004

6500000

60000008

55000004

5000000,

45000004

4000000,

35000004

30000004

2500000

20000004

15000004

1000000

500000

Time—>

=

TIC: JAP-14-DBS D\data.ms

10.00

# Tr. % drea r Compuesto
calculado | reportado

1] 15,721 0,38 928 931 | a-tuyeno

2| 16,141 24,71 935 937 | a-pineno

3| 16,797 0,69 955 953 | Canfeno

4| 17,707 5,08 977 976 | Sabineno

5| 18,044 36,04 985 981 | B-pineno

6| 18,226 1,07 990 991 | Mirceno

7| 19,047 1,71 1010 1005 | a-felandreno

81 19,152 0,03 1012 1011 | 3-careno

91 19,7386 3,40 1028 1026 | p-cimeno

10| 20,001 3,04 1033 1031 | Limoneno

11| 20,098 1,56 1035 1033 | B-felandreno

12| 20,191 10,06 1038 1039 | 1,8-cineol

13| 22,212 0,06 1087 1088 | a-terpinoleno

14| 25,574 0,07 1169 1168 | Pinocarvona

15| 26,327 0,06 1188 1179 | 4-terpineol

16 | 26,609 0,07 1195 1188 | Criptona

17| 30,612 0,16 1293 1291 | Acetatode bornilo

18| 32,956 0,09 1350 1352 | Acetato de terpinilo

19| 33,096 0,08 1353 1351 | a-cubebeno

20 | 34,097 0,08 1378 1371 | Ciclosativeno

21| 34,260 0,34 1382 1389 | a-copaeno

22| 35483 0,04 1412 1412 | Cipereno

23 | 36,096 0,14 1427 1428 | B-cariofileno

24 | 36,406 0,39 1434 1436 | a-bergamoteno

25 | 37,860 0,08 1470 1465 | Alloaromadrendreno

26| 38,813 1,05 1493 1480 | GermacrenoD

27| 35,422 1,29 1508 1504 | Cis-a-bisaboleno

28 | 39,812 0,21 1517 1509 | B-bisaboleno

29 | 40,601 0,06 1537 1532 | Calameneno

30| 41,251 1,79 1553 1544 | Trans-a-bisaboleno

31| 43,236 3,43 1601 1619 | Espatulenol
5000 5500 €000 8500 7000

Reporte de la composicion del AE (Lépez, Cuca, & Delgado, 2009; Rohloff, Hymete, &

Tariku, 2013)




Sub-anexo B Perfil cromatografico obtenido para el aceite esencial de frutos de X. discreta

Columna: Polar (HP-INNOWax)

Abundance

70000004

6500000

6000000

5500000

5000000,

45000001

40000004

35000004

30000004

25000004

2000000

15000004

10000004

500000

(=]

10670 1

£
e

o

of =4
fr

=

a8

~e
-

453

TIC: JAP-14-WAX Didata ms

# Tr % area Ir cal. Irrep. Compuesto
1 10,670 22,23 1024 1027 C(—pine_no
2 10,783 0,35 1027 1031 o-tuyenc
3 11,431 0,05 1042 1042 Tolueno
4 12,269 0,68 1063 1075 Ca_nfeno
5 14,152 34,39 1109 1113 B-pineno
6 14,640 4,60 1121 1123 Sabineno
7 15,792 0,03 1149 1148 3-careno
8 16,535 2,84 1167 1166 | a-felandreno
9 18,099 3,17 1205 1212 Limoneno
10 18,508 12,46 1214 1214 1,8-cinecl
11 20,524 0,03 1259 1250 a-ocimeno
12 21,468 3,48 1280 1282 p-cimeno
13 21,954 0,06 1290 1297 a-terpinoleno
14 29,658 0,08 1463 1463 C(—cube_beno
15 29,941 0,10 1469 1469 Hidrato de sabieno
16 31,297 0,34 1500 1488 -COpaeno
17 32,588 0,10 1529 1535 | B-bourboneno
18 32,999 0,03 1538 1535 Cipr£n0
19 33,451 0,23 1548 1545 | B-cubebeno
20 34,985 0,16 1583 1570 Pinocarvana
21 35,335 0,23 1531 1580 | Acetatodebornilo
22 35,438 0,42 1593 1592 a-bergamoteno
23 35,689 0,08 1599 1595 B-elemeno
24 36,026 0,14 1608 1608 B-cariofileno
25 36,199 0,11 1613 1616 :ngpineol
26 37,909 0,05 1661 1662 | Alloaromadendreno
27 38,991 0,10 1691 1690 Criptona
|28 40,252 0,74 1727 1722 Germacreno D
29 40,783 1,58 1741 1740 | cis a-bisaboleno
30 42,300 1,82 1784 1767 | trans a-bisaboleno
31 42,989 0,19 1804 1805 Mir‘le_nol
32 44,311 0,06 1850 1839 Calameneno
33 48,768 0,07 2005 1999 Oxidode cariofileno
34 52,253 3,72 2145 2138 Espatulenol
35 54,678 0,17 2246 2234 Isoespatulencl
E" 982
53.862
- ERA2D
o1 2 BE242 1004802
55.00 €0.00 65.00 70.00
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Sub-anexo C Perfil cromatografico obtenido para el aceite esencial de hojas y tallos de A.

cumanensis
Columna: Apolar (DB-5MS)

Abundance

3200000

3600000

34000004

2000004

3000000

25000004

26000004

24000004

22000004

20000004

18000004

16000004

1400000,

12000004

10000004

8000004

6000004

400000

2000004

TIC: JAP-

L)

Time—>

Reporte de la composicion del AE (Ciccié & Chaverri, 2015)

22-D85.D\datams
512
# Tr Y%area | Ircal. | Irrep. Compuesto
1| 16,064 0,66 937 937 | a-pineno
2| 16,736 0,43 954 953 | Canfeno
3| 17,667 0,45 976 976 | Sabineno
41 17,943 5,33 983 981 | B-pineno
5] 18,210 1,00 989 991 | Mirceno
6| 19,968 1,48 1032 1031 | Limoneno
7| 20,068 0,35 1034 1033 | B-felandreno
8] 20,519 0,45 1045 1040 | Trans-B-ocimeno
91 24,944 0,41 1153 1143 | Alcanfor
10| 30,611 0,11 1294 1291 | Acetatode bornilo
11| 34,259 0,67 1385 1389 | a-copaeno
12| 35,542 0,27 1416 1409 | o-gurjuneno
13| 36,104 1,99 1429 1428 | B-cariofileno
14| 37,042 0,70 1450 1458 | B-farneseno
15| 37,655 0,70 1464 1454 | a-cariofileno
16| 38,512 34,11 14584 1479 | y-curcumeno
17| 38,584 2,45 1486 1483 | a-curcumeno
18 | 38,916 17,25 1493 1480 | Germacreno D
19| 39,614 16,79 1509 1494 | Biciclogermacreno
a1a 20| 35,820 1,01 1514 1509 | B-bisaboleno
: 21| 40,366 1,16 1527 1529 | Miristicina
8 22 | 40,590 0,40 1532 1524 | B-sesquifelandreno
=554 a0 pe%s 53205
5000 5500 €000 6500 7000




Sub-anexo D Perfil cromatografico obtenido para el aceite
cumanensis

Columna: Polar (HP-INNOWax)

esencial de hojas y tallos de

frbundance TIC: JAP-22-D85 Ddata.ms
312
35000004 # Tr %area | Ircal. | Irrep. Compuesto
1| 16,064 0,66 937 937 | a-pineno
- 2| 16,786 0,43 954 953 | Canfeno
3400000 3| 17,667 0,45 976 976 | Sabineno
41 17,943 5,33 983 981 | B-pineno
2400000 5| 18,210 1,00 989 991 | Mirceno
6| 19,968 1,48 1032 1031 | Limoneno
i 7| 20,068 0,35 1034 1033 | B-felandreno
32000004 8| 20,519 0,45 1045 1040 | Trans-B-ocimeno
91 24,944 0,41 1153 1143 | Alcanfor
30000004 10| 30,611 0,11 1294 1291 | Acetatode bornilo
11| 34,259 0,67 1385 1389 | w-copaeno
12| 35,542 0,27 1416 1409 | o-gurjuneno
25000004 13 | 26,104 1,99 | 1429| 1428 | p-cariofileno
14 | 37,042 0,70 1450 1458 | B-farneseno
28000001 15 | 37,6835 0,70 1464 1454 | a-cariofileno
16| 38,512 34,11 1484 1479 | y-curcumeno
17| 38,584 2,45 1486 1483 | a-curcumeno
2400000 18| 38916 | 17,25 1493 1480 | GermacrenoD
19 | 35,614 16,79 1509 1494 | Biciclogermacreno
20| 39,820 1,01 1514 1509 -bisaboleno
2200000 e p bisabc
T 21| 40,366 1,16 1527 1529 | Miristicina
3918 22 | 40,550 0,40 1532 1524 | B-sesquifelandreno
20000004
18000004
1600000}
14000004
12000004
1000000}
8000004
6000004
4000001
2000004
q 0 99%23 50.805
L T - ER'r) L m i
10.00 50.00 55.00 €0.00 85.00 70.00
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Sub-anexo E Perfil cromatogréafico obtenido para el aceite esencial de hojas de C. sempervirens

Columna: Apolar (DB-5MS)

Abundance TIC: JAP-8-WAX D'data.ms
EhL Y .7¢]
ssooo00| | %ol
o Tr. | area | cal. lir rep Compuesto
£A00000 10.049] 0.30] 100 [Tricicleno

10.641] 15.72| 1023 1027)u-pineno
54000004 10.780] 1.69| 1026 1031jo-tujenc

#
1
2
3
4114290 0.08] 1042 1042[Tolueno
£20000 5 11.928| 0.45] 10585 1054]a-fencheno
6
7

12.262] 0.53] 1063 1075|Canfeno

-

5000000 13.972] 0.48[ 1104] 1113|p-pineno

- g[14.641] 9.30] 1121] 1123|Sabineno

4200000
j15.8?1 11.65] 1151] 1148f3-careno

4500000 10[16.542] 4.27] 1167] 1168Mircenc

) P 11[17.242] 4.62] 1184 1178|u-terpineno

4400005 0.5 12[18.121] 6.53[ 1205 1212|Limoneno

i 1318571 7.02[ 1215 1212fp-felandreno

4200000 14]20.288]_5.61] 1253 1262)y-terpineno

20000001 1484 15]21.459] 1.83[ 1279 1282)p-cimeno
1622.014] 6.41] 1292 1297]u-terpinoleno

35000004 17]27.049] 0.09] 1404 14081 3 8-p-mentatrieno 80.228
18] 28.966] 0.18] 1447 1455]2-p-tolil-1-propeno

38000004 1932633 _0.19] 1530

A 20[35.340]_0.31[ 1591 i |
3400003 21[36.027] _0.25] 1608] 1608|B-cariofileno |
22[36.209] 1.18[ 1613 1616E—ter0ine0l

2=

saon0ey 1 36,3531 0.04) 1617] 1611|Metil timil &ter

30000004 . 24136729 1.02] 1628 1628)Acetato de terpinen-4-ol |
151y 22014 26137 .842] 0.75] 1659 1656[Umbellulona

o
o
-4
M
(%]

25000004 26| 38.839]_0.54] 1687] 1680}o_cariofileno ,
R 20.288 27139 ??SI 3.10] 1713] 1700JAcetato de terpinilo
26000004 <H£90 28]41.828] _0.09] 1771] 1772]p-cadineno
- 20l 48 769 0.08] 2005 1999|Oxido de cariofileno
24 - | . |
2400000 724 30[52.618]_0.07] 2199 2198Flm0|
2200000 14542 31| 55.487] _0.16] 2282 2277|isofilocladenc
32156587 0.17) 2286 2289|13-isopimaradieno |
20000004 3360.228] 8 10 2492} 2455kbietad\eno
23000 34]60.886]__0.68] 2521] 2524|Abietatrienc
&
39775
18000004
14000004
1200000 |
10000004
800000
800000
400000
A
L £
200000
1 S 223 43 M08l
D ! = -
. 1500 2000 250 4500 5000
Time—

Reporte de la composicion del AE (Amri et al., 2013; Tapondjou et al., 2005; Ugar et al.,
2007)



Sub-anexo F Perfil cromatografico obtenido para el aceite esencial de hojas de C. sempervirens

Columna: Polar (HP-INNOWax)

18 54
- 11]17.24
4400000 1587 12/ 18,121

1418571
4200000, 14120

4000000 14684 15{21.45
18] 22 014]

8.41] 1232

20228

28,205 1.18] 1813} 1816{4-terpinec!

28, 0,04] 1817] 1681 1jMatd timd éter

20000004 241367 10211 182 tato de terpinen-4-o
25(37.842] 0751 1 mbelulona

[

%
e

10§

8
B
=
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Sub-anexo G Perfil cromatografico obtenido para el aceite esencial de hojas y tallos de

H.mexicanum
Columna: Apolar (DB-5MS)

Abundance
14.y06

7000000

65000004

o

140

60000004

5500000

$000000

45000004

4D0D0000;

35000004

3D0D0000;

25000004

20000004

[
o
Froy

15000004

17,950

1000000

500000

(=]

1000 150 2000 2500

30.00
Time-->

No hay reporte de la composicion del AE

35.00

TIC: JAP-7-D85.0\data.ms

# Tr | %area [Ircal |Ir rep. Compuesto
1 10.66%| 0.36 797 800|Cctano
2| 13169 429 866 861[2-metiloctano
3 147086 53,08 904 900[Nonano
4] 15725 0.08 929 931o-tujeno
5 16.140] 2528 939 937la-pineno
6] 17.473 1.24 o971 971}3-metilnonano
7l 17.672 0.32 o786 976/Sabineno
| 8] 17.950 3.60 983 981|2-pineno
8] 18.214 1.11 989 991|Mirceno
10| 18.642] 0.13] 1000} 1000|Decano
11 19.763 0.14] 1027 1026|p-cimeng
12| 19.967] 0.28] 1032] 1031|Limoneno
13] 20067 0050 1034] 1033|p-felandreno
14] 21228 0.07
15] 22652 2,72
16] 34.080 0.37
17] 34259 0.41
18] 34693 0.22
19 35.@ 0.40] 1424 1420jg-santaleno
20| 36102 2.01) 1429 1428|%—cariofilen0
21] 37653 0.46] 1464] 1454fo-cariofileno
22| 39127 0.08] 1498] 1488lEremofileno
23] 39254 032 1501 1511|B-selineno
24| 39397 0.10] 1504 1491|Epi-biciclosesguifelandreno
25| 39554 0.51] 1508] 1517|o-selineno
26] 40404 0.46] 1527 1524J5-cadineno
27| 40607 0.14] 1532 1532|Calameneno
| 28] 53774 1.38) 1834 1900[Cembreno A

£0.00

£5.00

€0.00 €5.00

70.00



Sub-anexo H Perfil cromatografico obtenido para el aceite esencial de hojas y tallos de H.

mexicanum

Columna: Polar (HP-INNOWax)

Abundance TIC: JAP-T-WAX D\data.ms
10 B&2
800000 T[T
#] Tr (% éreallrcal.llr rep. Compuesto
1 8.?1ﬂ 3201 976] 971)3-metilnonano
2| 9707] 034 1000{ 1000|Decano
PR
5500000 3]110.652] 5647 1023] 1027ja-pineno
4107771 021 1026] 1031|o-tujeno
5111.430] 0.29] 1042 1042[Tolueno
6] 11.783] 016] 1051 1057|]P-metildecano
5000000 7113552 6,86 1094] 1099Undecano |
| 8] 13997 8.61] 1105 1113B-pineno
9] 14584 0.74 1119 1123Sabineno
101 16.508] 2.89 1166] 1168JMirceno
4500000 11]18.055]  0.74] 1204] 1212|Limoneno
12121.442] 0350 1279 1282|p-cimeno
13]30.816]  0.83 1489 1479Ciclosativeno
14]31.204] 0.89 1500 1488Ja-copaeno |
- 15 34.922 0.93] 1581] 1574ju-santaleno
‘ [
000000 16] 35.690]  0.54] 1599] 1595[3-elemeno |
17] 36 041 450 1608] 1608|3-caricfileno |
18] 36.203 029 1613] 1616}4-terpineol
19] 38.836 1.00) 1687] 1680ja-cariofileno
3500000 20[39.724] 012 1712] 1711]o-terpineol
211402791 027 1727 1708Viridifloreno
22140.426) 018 1731] 1748Epi-biciclosesquifelandreno |
231406131 078 1737 1749|B-selineno
30000004 24 40,767 1.09 1741] 1750}u-selineno
250 41.827 1.08 1771] 1771]p-cadineno
26142 987] 0450 1804] 1805(Mirtenol
27144310 0.31] 1850] 1839|Calameneno
25000001 §|45 124 0.27] 1878 1876[Mirtanol
29| 48.768 0.21] 2005 19990xido de cariofileno
20[53741] 327 2208] 2207]Cembrenc A
20000004
1500000
13.997
1000000 1232
a8 A
718 30.041
500000 16.508
| =22 I-a nss, 295284 2400b 33888 %elT a2 211
; 534 (13055 0, o Ml A 2888124 43783 c
1 vvacd | T O Al gﬁ {30124 43768 —
T T T - T . | -y 1 . - L P-4 -
10.00 15.00 20.00 25.0 30.00 35.00 4000 45.00 50.00 €0.00 65.00 70.00

Time—->
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Sub-anexo | Perfil cromatografico obtenido para el aceite esencial de hojas y tallos de H.
myricariifolium

Columna: Apolar (DB-5MS)

Abundance TIC: JAP-2-DB5.Didatams

—
o
=]
0

j Tr. |% drea] Ircal. | Irrep. Compuesto
1) 13,155) 0,54 366 85127meti|ocia_no

90000004

2] 14,565 1,59 900, 900|Nonano
2500000 3] 15 ?ZBI 0,05 529 93 la-tujenc

4 16,178] 45,52 9404 937ja-pineno

5| 16,719] 0,05 953 951}a-fencheno
3000000/ 6] 16,301] 0,28] 9s55]  ss3|canfeno

7117471 0,49 971 971J3-metilnonano

| s{17950] 286 983 9s1fs-pineno
75000004 9f18224] 167 990] 991Mirceno

10/ 19,460, 0,07] 1020[ 1018fa-terpineno

11} 19,768 0,55| 1027] 1026|p-cimeno
7000000, 1] 19,9?5' 1,90] 1032] 1031|limoneno

13} 20,082' 1,12| 1035 1035/cis-B-ocimeno
14 20,523' 0,22 1045 1040ftrans-pB-ocimeno

A0

6500000 15| 21,207] _0,23] 1060] _1062)y-terpineno
16) 22,213] 0,21] 1086] 1088la-terpinoleno

8000000 17)22.641] 0,65] 1097 1093fundecano

1 18] 27,176] 0,54] 1207] 1204|Decanal

19) 35,894) 0,38] 1424 1420Ja-santaleno
55000004 20| 36,165] 13,59 1430 1428]p-cariofileno
21§ 36411} 0,86] 1436 1436|a—bergamoteno
22| 37,027 0,26] 1450 1458|Bffarneseno
5000000 23| 37,688] a469] 1465 1454a-cariofileno
24f 38,365] 0,64] 1481 1483h—selinen0

25| 38,531 1,46) 1485 1487ja-curcumeno
26) 39,184 1,34] 1499 1495)a-zingibereno
27| 39,291 3,09] 1502 1511fB-selinenc
4000000 28{ 39,413] 2,40] 1505 1504 cis—c(—_bisaboleno
29| 39,590 2,50 1509] 1517a-selineno

30{ 39,819| 0,85 1514 1509|p-bisabolenc

4500000

35000004 31} 40,043 0,24] 1519 1515|¥—bisaboleno
32040409 0,07] 1528 1524)5-cadineno
208.185 33| 40,586] 0,37] 1532 1524|p-sesquifelandrenc
30000004 34 40,685] 0,94 1534] 1540|7-epi-a-selineno
350 53.776] 113 1834] 1900cembrenoa
25000001
20000004
1500000
17.850 37.688
1000000
53:‘30:‘ X! ‘I-‘_'e
81618
-0 L . . B -
50.00 55.0 €0.00 65.00

No hay reporte de la composicion del AE



Sub-anexo J Perfil cromatografico obtenido para el aceite esencial de hojas y tallos de H.
myricariifolium
Columna: Polar (HP-INNOWax)

Abundance TIC: JAP-3-WAX D'data.ms
10.po4

30000004 #] Tr [%arealircalfirrep | Compuesto
1] 8708] o056 978] 971]3-metinonano
2{10.694] 42.81] 1024 1027|a-pineno

75000004 3110.786] 0.07] 1027 1031|a-tujeno
4011.433] 0,07 1042] 1042|Tolueno
5111.781] 0.05 1051 1057)2-metildecano

70000004 6(11.928] 0045 1055 1054)a-fencheno
7112.262] 0.29 1063 1075|Canfeno
8113513 0,73 1093 1099Undecano

8500000 9|13.985 3.024 1105 1113|B-pineno

101 16.511 1.94 1167] 1168Mirceno

11]117.193 0,07 1183 1178la-terpineno
80000004 12118065 210 1204] 1212Limoneno

13{18.493] 0.0 1214] 1213)p-felandreno

14]19.749 1.12] 1241] 1242|B-ocimeno
£ 15120.234] 024 1252 1262)y-terpineno
=500000 1620521 0.27] 1259 1250jo-ocimeno

17[21.444] 060 1279 1282p-cimeno
18(21.951] 021 1295' 1297]a-terpinoleno
19]31.679] 0.52 1508 1510/Decanal
20134 935] 0634 1587 157/4o-santaleno
21]135.471] 083 1594 1592|a-bergamotenc

5000000

4500000 25[36.120] _12.77] 1611 1608|E—cariofileno
23] 37.900 0.371 1661] 1662Allomadrendreno
N 24138 526] 0.27) 1678] 1674|p-farneseno
4002000 25]36.870] __4.65 massj 1680]a-cariofilena
[ 26]39.012]_0.41] 1692 1697]y-selineno
_ | 27]139.496] 014 1705 1710|-himachaleno
35000004 35120 28[30 731 o1d 1712 1711laterpineal
29140534 1,18 1734 1728lo-zingibereno
30{40642] 419 1737 1?49|§-5e|inen0
20000004 31]40.786] 410 1742 1750)a-selineno

32]141.414 0.17 1759 1760Ja-farneseno
33141.775]  0.35 1769 1772)y-bisaboleno
2500000 341 42.116 0.700 1779 1775|7-epi-a-selineno
35142.363] 113 1786 1788Ja-curcumeno
36]48.771 0.67] 2005 19990xido de cariofileno
2000000 37]49.842] 0.21 2U4§| 2054|Nerolidol

| 38]53.742 1.200 2205 2207|Cembreno A
1500000 wan
2
1000000
5000004
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Sub-anexo K Perfil cromatografico obtenido para el aceite esencial de frutos de I. verum

Columna: Apolar (DB-5MS)

Abundance _ TIC: JAP-21-D85.D'data.ms
1.45e+07 21p43
1 7 "
desl7 #] Tr. |%drealircal.|irrep. Compuesto
1.35e+07 10 16,061) 0,26] 937] 937ja-pineno
2 17,924] 0,02] 982 981B-pineno
1.3e+07 3 18,207 0,08] 989 991|Mircenc
A 19,03 0,08] 1009 1005|ct—felandreno
1.25e+07
- 5| 19,041]  0,22] 1013] 1011)3-careno
1.2e+07 6] 19,455 0,05] 1020 1018|ct7terpineno
- I
7 19,760]  0,10] 1027] 1026]p-cimeno
1.15e+07 B8 19,9806 2,33] 1032 103]ILimonen0
9| 20,0770 0,20 1035 1033|B—felandreno
1.1e+07 10 20,144] _0.27] 1036] 1039f1,8-cineal
. - 11) 21,100 0,09] 1059
1.0%e+07 12| 22,2071  0,06] 1086 1
1es07 13] 22,373 0,02] 1090
14) 26,320] 0,15] 1186
©500000 15 26,985  1,16] 120
16] 29,266  0,32] 1260
90000004 17] 29,5 0,34] 1266
" 18] 31,043] 93.4] 1304] 1289fanetol
8500000 19| 33,986 0,04] 1379] 1371fAnisato de metilo
2000000 20| 36,411 0,09 1436] 1436ja-bergamoteno
21] 38,982)  0,05] 1485 1500ftrans-metilisoeugenal
75000004
7000000
6500000
6000000
5500000
5000000
45000004
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
< 10.885
1500000
1000 -
000000} 28,985
500000 - s
R 2240 eaaRae: oz 43383
L e B .
- 00 3000 35.00 £0.00 45.00 50.00 £5.00 ©0.00 65.00 70.00
me—>

Reporte de la composicién del AE (Freire, Cardoso, Batista, & Andrade, 2011; Huang et
al., 2010; Park et al., 2016)



Sub-anexo L Perfil cromatografico obtenido para el aceite esencial de frutos de I. verum

Columna: Polar (HP-INNOWax)

Abundancs TIC: JAP-21-WAX Didata me
42 pos
1.82+07 #| Tr [% arealircal.
1[10.558] 0.34] 1021
2| 11.424] _0.03] 1042
1.7e07 373388 o004 1104
4 15.775_;‘_04 1143
£|18.510] _0.23] 1187
1 Ge07 8]17.150] 0.07] 1183
7]18.090] _2.30 1205
1 5aa? 18,424] 0.28] 1212] 12141 Bcineol
18,438 0,27] 1214| 12123-felandreno
10]20,220] __0,12] 1252] 1262h-terps
1 42407 11]21.438] _0.13] 1279 1 :
12| 21,548]  0,03] 1238] 1297ja-terpincienc
12123 752]  0.44] 1555 1551)inakcol
1207 14]38,032| 006 1808 {1 iofieno
15]28,202] _0.27] 1812 mﬁw
18] 28,955 _1.41] 1850| 1701[Estragol
1.2e+07, 17]29.727] _0.25] 1712] 1711j-terpineol
18140.773] 0,08 1741] t72eRee
R 1941,954] 048] 1774 1780 anetol
- 20| 44,485 50,13] 1355 1324lanetol
21/49.838] _ 0,07] 2048| 2054|Neroidol
teel? 22| 49.970] _0,53] 2053 20%1jp-anisaidenido
23]51.813] __0.05] 2113 i=ato de metio
5473632 0 10] 2200 215ckrans-metisoss
2000000
30000004
70000004
8000000
50000004
4000000
38655
33753 of 741 54 40270 501
i oo ‘h’m <0 Jos SgdELy: o
3000 3500 4000 4500 5000 5500 8000 €500 7000
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Sub-anexo M Perfil cromatografico obtenido para el aceite esencial de hojas y tallos de R.
officinalis

Columna: Apolar (DB-5MS)

e TIC: JAP-1-D85 Didata ms
75000004 18]47
#| Tr [% areallrcal.flrrep. Compuesto
11156643 025 92 926ftricicleno
70000004 2015723 0.35 gzg 931 u—tuj_eno
316147  232] 93 937|a-pineno
416.837] 871 95 953|Canfeno
8500000 20.220 5116930] 009 958 9572 4-tuyadieno
Gl 1T 678] 016] 976 976|Sabineno
7 17966] 487 983 931)3-pineno
8118226 1.13] 990[ 991|Mirceno
8000000, El 19.056| 2.89] 1010 1005|afelandreno

101 19.155] 0.05] 1012] 1011f3-careno
11] 19,4721  0.69] 1020 1018jo-terpinenc
5500000) 12/19.788] 055 1022] 1026|p-cimeno

131 20.027] 3.72] 1033 1031|Limoneno
14 20.229| 2322 103@ 1038]1.8-cineal
5000000 151 20.524] 0.04] 1045( 1043 Fenila_cetaldehido
e 16] 21.122 1.58] 1060] 1062[y-terpineno
171 22 221 0.82] 1087 1088ju-terpinoleno
| 18] 22 661 0.09] 1097 1095]Linalool
4500000 190 23.714]  0.09[ 1123 1123|Crisantenona
200 25.043] 13.19] 1155 1143]Alcanfor

211 25583 0.10] 1168] 1168|Pinocarvona
4000000/ 220126225 0.08] 1184 1180|I505in0canf0na

23126337 0,38 1186] 1179l4-terpineol

et

14.837 24 26 947]__0.92] 1201]_1207|ccterpineol

3 25| 27541 _1.21] 1218 1218]verbenona
3500000 25.043 26] 30633 3.10] 1294 1291-D~(cetat0de bornilo

27134803 _0.13] 1399 1401|Metileugendl

el 26 139]_ 6.47] 1430 1428|p-cariofileno

2000000} 20 37 662]__0.80] 1465 1454|ucariofileno

130] 39.813]  0.10] 1514] 1509|B-bisaboleno

311 40.583] 0.05] 1532 1543|3-sesquifelandreno
2500000 32143331]  0.40) 1594 1600)0xido de cariofileno
23] 44 363 0.05] 1618 1622|Dilapiol

7.083 36,139
2000000}
1500000
1000000
500000
pros2
34308 | 2a38R3 45283
3500 4000 4500 5000 5500 G000 6500 70.00

Reporte de la composicion del AE (Hussain et al., 2010; Kiran & Prakash, 2015; Miladi et
al., 2013)



Sub-anexo N Perfil cromatogréfico obtenido para el aceite esencial de hojas y tallos de R.
officinalis

Columna: Polar (HP-INNOWax)

Abundance TIC: JAP-1-WAX D'data.ms
o] L
fapss #| Tr |% areallr cal.]lr rep. Compuesto
11 10,055]  0.30] 1009] - [Tricicleno
~ 2]10.658] 19.77] 1023] 1027|o-pineno
6000000 3] 10.781] 0.29] 1026] 1031|a-tujeno
4]11.437] 0.08] 1043 1042[Tolueno
51 11.935] 0.05] 1055 1054jo-fencheno
- 6] 12 316 8.49] 1064] 1075|Canfeno
55000004 7114010 5.16] 1105 1113|2-pineno
18529 | 8114585 0.19] 1119] 1123Sabineno
a1 14.770 011 1124} - |2 4-tuyadieno
R 10[ 15.785]  0.05] 1149 1148Efcareno
5005000 11] 16.550]  4.40] 1167] 1166jo-felandreno
12| 16.742] 0.09] 1172 116%1irceno
13]17.210] _ 0.76] 1184] 1178jo-terpineno
4500000/ 14/ 18.105]  3.93] 1205 1212|Limoneno
151 18.539] 22.37] 1215 12141 8-cineol
16} 20.253 1.73] 1253] 1262)y-terpineno
32.747 17]21.452 0.64] 1279 1282|p-cimeno,
4000000 | 18] 21.962] 0.90] 1291] 1297lc-terpinoleno

19129.955] 0.61] 1469 1459Hidrato de sabineno
20132.278] 0.06] 1522] 1504[Crisantencna |
; 21132.747] 13.00] 1532 1528fAlcanfor

3500000 12318 22133762] 020 1555] 1551[Linalool
23133.992] 0.12] 1560 - |lsopinocanfona
24134.985] 0.12| 1583] - |Pinocarvona
25]35.369] 2.95] 1592] 1580Acetato de bornilo
3000000 26]36.091] 582 1610 1608|3-cariofileno

27] 36,206 0.50] 1613] 1616}4-terpineol

28/ 38.842) 092 1687] 1680jo-canofileno |
29139739 105 1712] 1711jo-terpineol

25000004 130/ 30.954] 2.43] 1718] 1721[Borneol
4510 35001 211402921 1.18] 1?28[ 1732\ erbenona
¥ 32[40.727]  0.11] 1740] 1726[3-bisaboleno
33] 42,196 0,06] 1781 1782|3-sesquifelandreno
2000000, 34148.774]  0.42| 2008] 1999|0xido de cariofileno

35149.359] 0.13] 2028] 2033Metileugenol

1500000 18 4ps

1000000

500000

(=]

25.00

30.00
Time-—->
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Sub-anexo O Perfil cromatografico obtenido para el aceite esencial de hojas y flores de L.

stoechas
Columna: Apolar (DB-5MS)

Abundance

4800000 2p21
4500000
4400000
42000004 s0.100 | 25024
4000000
2200000
3500000
3400000
3200000
3000000
2800000
2600000
2400000
22000004
2000000
1800000
1600000
14000004
12000004
10000004

200000

6000004

4000004

200000

TIC: JAP-4-D85.Ddata ms

#| Tr. [|%areallrcal|irrep. Compuesto
1/15635] 0.08] 928] 926[Tricicleno
2016.074] 2.80] 9371 939%apineno
3)116.708] 0.10] 953 951ja-fencheno
416.793]  1.22] 955 953|Canfeno
5/17.665] 0.19] 978] 976|Sabineno
6{17.934] 054] 983 981|B-pineno
7118.214] 025] 989 991|Mirceno
8[19.038] 007 m@ 1005|o-felandreno
9119159 399 1012] 1011}3-careno

10{19.461 0.09] 1020 1018jci-terpineno

11{19.543]  0.20] 1022] 1022)o-cimeno

12[19.773]  0.50] 1027] 1026]p-cimeno

13[19.985]  1.73] 1032 1031]Limoneno

14120.086] 1.15] 10350 1035[cis-B-ocimeno

16[20.190] 17.12] 1037] 1039]1.8-cineol

16[21.107 0.09] 10601 1062]y-terpineno

17[21.630]  0.20] 1072 1074]Oxido de linalool

118]22.224] 0.33] 1087 i

19{22 521] 27.77] 1094

20{22 681 3.55] 1098

21]23919] 021] 1128] 1125lo-canfolenal

22|25 064] 2799] 1155 1143JAlcanfor

23126337 048] 1186 1179}4-terpineol

24|26 5471  0.31] 1191] 1196jp-cimen-§-ol

25|27.019 [].BQ 1203] 1207|c-terpineol

26]30.280] 0.57] 1285 1289|Acetato de lavandulilo

27133.925] 0.05] 1377 1376|Acetato de geranilo

28|38817] 0.67] 1491] 1480|Germacreno D |

29]39.000 1.03] 1495] 1489|0xido de calameneno

30]40.406] 0.59] 1527] 1524|5-cadineno

31{40.588] 0.10] 1532] 1532|1.10-calameneno

32141609 0.10] 1555] 1542|3 7-selenadieno
5000 5500 €000 6500 T70.00

Reporte de la composicion del AE (Carrasco et al., 2015; Ebadollahi, Safaralizadeh, &

Pourmirza, 2010)



Sub-anexo P Perfil cromatografico obtenido para el aceite esencial de hojas y flores de L.
stoechas

Columna: Polar (HP-INNOWax)

floundmncs TIC: JAP-4-WAX D'data.ms

0020004 #| Tr. |% arealir cal.lir rep. Compuesto
1110.045 0.05 1008] - [Tricicleno
2110.573]  2.48] 1021] 1027|o-pineno

32783 3114300 012 1042] 1042[Tolueno

55000004 411.923] 0,09 1054] 1054|o-fencheno
s[12.263]  1.08 1083] 1075/Canfeno
8] 13.966]  0.49] 1104] 1113[3-pineno
7114578] 014 1119] 1123|Sabineno

co

50000004 15803] 358 1149] 1148)3-careno
168,506 0.31) 1166] 1168[Mirceno
101 17.197 U.Ug 1183 1178la-terpineno

11]18.073]  1.63f 1204] 1212|Limoneno
12/18.502] 16.350 1214] 1214[1.8-cineol

00000 18.502
4500000 i 13119.751 0.96] 1242] 1242|B-ocimeno
141202350 0,090 1252| 1262)y-terpineno
15121.328] U.1§ 1277 1270jo-cimeno
I 16] 21,445 044 1279 1282[p-cimeno
40000004 17]21.954] 029 1295' 1297]a-terpinoleno

181 27.203] 26.71] 1409] 1410[Fenchona

19129.024] 0,24 1448] 1451|Oxido de linalool

20129.965( 0.18) 1470 1459Hidrato de sabineno

35000004 21131,330] 0.06) 1500] 1488jo-copaeno
22131.442| 015 1503] 1496jc-canfolenal

2332 783] 25 97] 1533] 1528lAlcanfor

24133771 3,68 1555 1551|Linalool
30000004 25034.241] 0.21] 1566] 1569Acetato de linalool

261349891 0.10) 1583 Pinocarvona
27135.427| 059 1593 Fenchol

28/36.027] 0.25) 1608 1608|R-cariofileno
2500000! 20)136.204] 0,42 1613] 1616}4-terpineal
30136.313]  0.50] 16186] - |Acetato de lavandulilo
1311397300 0.81 1712] 1711|o-terpineol
132139944]  0.29) 1718] 1721[Borneol

F— 33140247 0.72 1728 1722|Germacreno D
20000004 34/41.195] 017 1753 1740|Carvena

351418321 052 1771] 1772/6-cadineno
36|42.624] 023 1793 1791J3 7-selenadieno
37]42.988] 0.17] 1804] 1805|Mirtenol

15203 ) 38| 44,270 0,250 1849 1837|Calameneno

1 R 39[44.546] 0.60] 1858 1848Jp-cimen-8-ol
40145849 0.92] 1903] 1900)1,10-oxido de calameneno
411 47.034 0.16{ 1944] 1949Piperitenona

48.769] 0.29) 2005 1999|0xido de cariofileno
50,339 052 2068 2043[Cinamaldehido
528931 013 2174] 2167)Acetato de cinamilo
532374 011 2189 2192Fugenol

15000004

10000004

500000
84,147
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Sub-anexo Q Perfil cromatografico obtenido para el aceite esencial de hojas y tallos de

S. viminea

Columna: Apolar (DB-5MS)

Abundance

22 bT2

-

B000000;

AL 1EE

5500000

5000000

4500000

40000001

3500000

3000000

2500000

20000001

1500000]

10000001 21630

500000

TIC: JAP-8-D85.D\datams

#1 Tr. |% arealircal. |Ir rep.| Compuesto
1112.694] 004 851 856]_2-hexena|
2|16.068] 018] 937] 937|o-pineno
3117668 0.12] 976] 976|Sabineno
4117.934]  0.26] 983] 981|2-pineno
519,973 1.05] 1032] 1031|Limoneno
6]20.142] 0.14] 1038] 1039[1.8-cineol
71216301  2.03] 1072] 1072|p-ment-3.8-dieno
8] 22.248 0.22] 1087] 1088jo-terpinolenc
9| 226601 0.64] 1097] 1095|Linalool

10{25.155] 45.39] 1158] 1150|p-meni-3-en-8-ol

11125701 0.13] 1171 1164]_Isomentona

121 26.119 0.43] 1181] 1170{lsopulegona

13] 26,249 0.05] 1184 1180|lsopinocanfona

14127.039] 0.16] 1204] 1207|o-terpineol

15128.973] 38.61] 1252 1242|Pulegona

16]29.954 0.04] 1277] 1273|Acetato de isopulegol

17]32.081 0.13] 1331] 1328]Acetato de mirtenilo

18] 32,783 0.36] 1348] 1342|Piperitenona

19]134.263 0.34] 1385] 1389]o-copaeng

200134622] 0.08] 1395] 1391|3-bourboneno

21} 35 544 0.04] 1416] 1409|a-quriuneno

22]136.114 217 1429] 1428]3-cariofileno

23137659 0.11] 1465 1454|u—cariofilen0

24137887 2.38] 1470 1485]Alloaromadendreno

[ 25138.820] 0.39] 1491] 1480|Germacreno D
126139.524] 0.66] 1507 1494|Biciclogermacreno

27140.408] 0.53] 1528 1524|6-cadinen0

28 43.33ﬂ 0,96 1594 1600{Oxido de cariofileno

29144372] 106 161@] 1622|Di|_api0|

Reporte de la composicion del AE (Tucker et al., 2000)

35.00 40.00 45.00 50.00

55.00

€0.00

85.00 70.00



Sub-anexo R Perfil cromatografico obtenido para el aceite esencial de hojas y tallos de S.
viminea

Columna: Polar (HP-INNOWax)

Abundance TIC: JAP-8-WAX D'data ms
3B 47

2002000 #| Tr. [% areair cal.Jir rep. Compuesto

110,562 0.1§| 1021 _1027}a-pineno

2[11.429] 0.08] 1042 1042[Tolueno

75000004 38232 3]13.963] 026] 1104 1113|B-pineno

4014574 012] 1119] 1123{Sabineno

5018.059]  1.12] 1204 1212|Limoneno

70000004 6[18.414] 017 1212] 12141 8-cineol
7121.152]  2.20] 1273 1271]p-ment-3.8-dieno

8122.213] 0.27] 1298 1297|a-terpinoleno

85000004 331.314 0.32] 1500 1488|u-cogaen0 |
10131.420] 010} 1502 1502]lsomentona
11]132.610] 0.09] 1529] 1535|B-bourboneno
- 12133.761] 0.84] 1555 1551|Linalool

9000000 13133.991 0,06] 1560 1562|lsopinocanfona
14134679 0.24] 1576] 1575|lsopulegol
15135174 0.38] 1587] 1587|lsopulegona
161 36,094 2.21] 1610 1608|B-cariofilenc |
171 36.547| 44.13] 1623 1621|p-ment-3-en-8-ol
50000001 18138.232] 3889 1670 1662|Pulegona
= 19138.873] 0.12] 1688] 1680jc-cariofileno |
120139.496]  0.11] 17085] 1707|Acetato de mirtenilo
21139.732]  0.16] 1712 1711|a-terpineol
4500000 22]40.256] 0.39] 1727 1722|Germacreno D
23141.104 0.59] 1750 1750{Biciclogermacreno
24141.836] 0.45| 1771 1771|5-cadineno
40000004 25142990 0.06] 1804] 1805|Mirtenol
261 47.084] 0.43) 1945 iperi
27148.772| 0.50] 2005
3500000 128140 884]  0.24] 2050,
29]152.240]  0.55] 2144] 2138|Espatulenol
30{55.733] 0,07 2293| 2296[Miristicina

55000004

3000000 31]57.830] _0.96] 2386 2384|Dillapiol
25000001
20000004
15000004
10000004

5000001

Time—>
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Sub-anexo S Perfil cromatografico obtenido para el aceite esencial de hojas y tallos de M.

septentrionalis

Columna: Apolar (DB-5MS)

Abundance

28

6000000,

55000004

50000004

4500000

4000000

3500000

30000004

25000004

25.291

20000004

1500000

1000000
10.973
23328

500000 -

[=]
L

No hay reporte de la composicion del AE

TIC: JAP-13-DB5 D'datams

#| Tr. r%a’rﬁlrcal.llr rep. Compuesto
1116.084] 069 937] 937|o-pineno
2117663 0.33] 976 976|Sabineno
3[17.931 0.80] 9821 981|3-pineno
4118491 0.09] 996] 991[3-octanol
5119973 1.84] 1032] 1031|Limoneno
6]20,089] 0.04] 1034] 1033|p-felandreno
7121612  0.04] 1072] 1072|p-ment-3.8-dieno
8]22208] 0.07] 1086] 1088jo-terpinoleno
9]23.324 1.72] 1113] 1117}Acetato de 3-octanol
10| 25291 817 1161] 1154]Mentona
11]126.565] 0.05] 1168] 1164|Mentofurano
12 26671 2.01) 1170] 1164flsomentona
13]26.093]  0.40] 1180 1192|Dihidrocarvona
14128972 41.85] 1252] 1242|Pulegona
15] 29,281 0.16] 1260 1252|Piperitona
I 16130.048] 1.84] 1279] 1279lAcetato de mentilo
#8180 17]30652] 076 1295] 1289]Anetol
18] 32 549] 069 1342] 1338]1 5 S-trimetil-6-metilidenciclohexeno
19]132.779 0.27] 1348] 1342|Piperitenona
20]32.500] 2.6 1369 1263|Oxido de piperitenona
21] 34 262, 0.10] 1385] 1389)a-copaeno
22| 34621 0.03] 1395] 1391|B-bourbonenc
23]136.190] 16.51] 1431] 1428[B-cariofileno
24137.680] 2.84] 1465) 1454|o-cariofileno
25| 37.876 0.18] 1470] 1465Allcaromadendreno
26| 38.825 0.53] 1491] 1480{Germacrenc D
27| 395683 8.67] 15091 1494[Biciclogermacreno
28|40.408| 0.10] 1528] 1524)5 cadineno
29143332 0.14] 1594 1600|Oxido de cariofileno
39.503
33.560
L 15 ,-.- ; kcy,
3500 4000 4500 5000 5500 €000 8500  70.00



Sub-anexo T Perfil cromatografico obtenido para el aceite esencial de hojas y tallos de M.
septentrionalis

Columna: Polar (HP-INNOWax)

Abundance

Time-->

20000004

75000004

70000001

6500000]

8000000

55000004

50000001

4500000

40000001

3500000

3000000

25000004

2000000

1500000

1000000

500000

13.086

10564 13.999

40D R1THS

30.172

24.328

(=]

2000

2500  30.00

#] Tr. |% areallr cal.llr rep. Compuesto

1110.564] 0.67] 1021 1027|g-pineno

2011.428] 0.06] 1042 1042|Tolueno

3)13.966] 0.81] 1104] 1113[B-pineno

4114.576]  0.33] 1119] 1123|Sabineno

518.066] 1.95] 1204] 1212|Limoneno

6]18.492] 0.05] 1214 1213|B-felandreno

7121.134] 0.04] 1272] 1271|p-ment-3 8-dieno
| 8121948 0.07] 1290 1297|a-terpinolenc

9] 24326 1.98] 13431 1344|Acetato de 3-octanol
10]26.756]  1.07] 1397 1400[3-octanol

11]30.172] 8.81] 1474] 1478Mentona

12]30.801| 064 1488] - [1.55-trimetil-6-metilidenciclohexeno |
13]31.080f 0.05] 1495 1503|Mentofurano
14]31.321 0.07] 1500] 1488Jo-copaeno
15]31.467] 2.13] 1503] 1502|lsomentona
16]32.619] 0.05] 1529] 1535|B-bourboneno
17]133.107]  2.01] 1541] 1539/Acetato de mentilo
118]33.473] 0.04] 1549] 1545|8-cubebeno

19134 680] 026 1576 1575[lsopulegol
20035327] 007 1591) - Eceta_to de mentilo
21136178 1587] 1612] 1608|R-cariofileno
22136.473] 0.28] 1620 - |Aromadendreno
23138.227] 37.71] 1670] 1662|Pulegona
24)38.886] 2.54] 1688] 1680jo-cariofieno
25140.258] 0.53] 1727 1722|Germacreno D
26[40.963] 0.18] 1746] 1739|Piperitona
27(41.196] 6.46] 1753] 1750|Biciclogermacreno
28[41.414] 012 1759] 1754la-farmeseno

4129F41834] 008] 1771] 1772|5-cadineno

0]144.198] 0.64| 1846 18341Anet0|

1]147.085 0.25] 1946] 1949|Piperntenona

2| 48.065 2.70] 1980] 1984|Oxido de piperitenona

3487771 0.16] 2008] 1999Oxido de cariofileno

41| B4p53.621 0.07] 2199] 2201|Carcacrol
poj62678] 013 2601' 2588|Fitol
43.085
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Sub-anexo U Perfil cromatografico obtenido para el aceite esencial de hojas de O. basilicum

Columna: Apolar (DB-5MS)

Abundance TIC: JAP-25-D85 Didata ms
1.2e+07 27 54
1.15e+07 #| Tr. |% arealircal|lrrep. Compuesto
1[16.059] 003] 937 937|a-pineno
118407 2|17658] 005 976] 976[Sabineno
3l17.925] o009 982 981|p-pineno
1 Dfes07 4/18211] 080 989 991[Mirceno
B 5119959 007| 1032 1031|Limoneno
. 6/20.063] 0,03 1034 1033|§—fe|andren0
le+07 7]20134] 026 1036 1039|1 8-cineol
. | B8]20518] 0.55] 10450 1040ftrans-B-ocimeno
85000007 9]22.663]_2.17] 1097]_1098|Linalool
) 10[27.254] 8178| 1209 1195|Estragal
8000004, 11]27.888]  0.06] 1226] 1221|Acetato de fenchilo
12[20,632]  0.07] 1294] 1289|Anetol
25000004 13]33.184]  0.33] 1358] 1360|Eugenol
14] 34260 0.07] 1385 1389|u-copaeno
8000000 15)34.468]  5.10] 1391] 1394]|Cinamato de metilo
18/34713] 098] 1297] 1391|@-elemneno
75000004 17136414 1.01] 1436 1436|a-bergamoteno
18/26.506] 0.25] 1440] 1439|a-quaieno
7000000 19]37.025 0.23] 1450 1458|3-farneseno
20[37.657] 0.19] 1465] 1454|a-cariofileno
85000004 121138.837] 1.67] 1492 1480|GermacrenoD
122139.477]  0.55] 1508 1508]u-farneseno
20000001 23]40404] 0.06] 1527 1524lﬁ—ca_dinen0
55000004
5000000
4500000
40000004
35000004
30000004
2500000
20000004 24.482
1500000]
10000004
22883
500000 B2 .
=) é 21 2 n E =38
_ 18 @hﬁ At s235 8% 4% spges
Lr'v'l' r ™ T :‘-v' -';‘1_ vl 2 —r U L T v ol el e . - b
10.00 154 2000 2500 3000 3500 4000 4500 50.00 5500 60.00 85.00 70.00
Time—>

Reporte de la composicion del AE (Bezerra et al., 2016; Murarikova et al., 2017)



Sub-anexo V Perfil cromatogréafico obtenido para el aceite esencial de hojas de O. basilicum
Columna: Polar (HP-INNOWax)


























































































