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RESUMEN

El mosquito de Aedes aegypti prolifera casi exclusivamente en areas urbanas. Este
hébito sumado a la preferencia de las hembras por ingerir sangre humana lo con-
vierten en un perfecto vector de muchas enfermedades, entre las que se encuentran:
el dengue, la fiebre amarilla, la chikungunia y el zika. Algunas de las metodologias
recomendadas para el control de este mosquito hacen un uso intensivo de insectici-
das, con posibles consecuencias ambientales, de salud y de seleccién de resistencia del
insecto. El presente trabajo de tesis explora los efectos de los compuestos volatiles de
plantas sobre el comportamiento de mosquitos adultos de la especie Ae. aegypti. Los
resultados aqui obtenidos podrian ser incorporados en planes de manejo integrado de
bajo impacto ambiental para esta especie.

Durante este trabajo se realizé un “screening” inicial, para determinar la preferen-
cia del mosquito adulto hacia plantas comtinmente presentes en el entorno doméstico.
Las plantas que presentaron una preferencia mayor fueron: Lobularia maritima, Plec-
tranthus neochilus, Euryops pectinatus, Senecio madagascariensis y Tagetes patula.
Estas plantas fueron posteriormente evaluadas en un olfatémetro con el objetivo de
determinar si dicha preferencia es mediada, aunque sea en parte, por estimulos olfa-
tivos. Las plantas con flores que resultaron ser atractantes en el olfatémetro fueron:
L. maritima, E. pectinatus en hembras como en machos y S. madagascariensis sélo
en machos.

Como parte de este trabajo se realizaron ensayos con punto-final toxicolégicos,
evaluando un cebo compuesto por las flores cortadas de las plantas que resultaron
atractantes en combinacién con un insecticida téxico por ingestiéon (imidacloprid).
En hembras se observé una mayor mortalidad en presencia de L. maritima y E.
pectinatus, mientras que en machos en presencia de L. maritima, E. pectinatus y S.
madagascariensis.

Ademsds se determiné la composicién de los volatiles de aquellas plantas con flores
que presentaron una mayor preferencia en el olfatometro. Los cuales se extrajeron
por medio de una fibra de microextracciéon y se analizaron en un CG-EM. Aquellos
compuestos volatiles identificados y disponibles comercialmente fueron evaluados en
el olfatémetro en “Y” en diferentes concentraciones resultando atractantes: (+)-a-
pineno y acetofenona en hembras y 1-noneno en machos.

Las inflorescencias cortadas de L. maritima mostraron un efecto atractante en el
olfatometro hacia ambos sexos. Se identificaron los compuestos volatiles de las inflo-
rescencias, por medio de una fibra de microextraccién y su posterior analisis en un
CG-EM. Los compuestos identificados y disponibles fueron evaluados en el olfatome-
tro. Ambos sexos tuvieron una respuesta comportamental positiva hacia acetofenona.
Ademads se determiné y cuantificé la ingesta de néctar de las inflorescencias de L.
maritima por parte de Ae. aegypti adultos.

A partir de los compuestos activos identificados se formularon discos de estearina
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o parafina con distintas concentraciones de 1-noneno o acetofenona, que se combina-
ron con un insecticida (imidacloprid) para ser evaluados en ensayos con punto-final
toxicologico. El efecto atractante de los discos formulados con acetofenona fue la mis-
ma para ambos sexos. El 1-noneno mostré un efecto atractante para ambos sexos,
observandose en los machos un umbral de respuesta a menores concentraciones que
en las hembras.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren la posibilidad del uso de com-
puestos volatiles emitidos por plantas con flor como atractantes de mosquitos adultos
para ser incorporados en trampas combinadas con un insecticida.
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ABSTRACT

The Aedes aegypti mosquito inhabits almost exclusively urban areas. The fema-
le’s marked preference for human blood-feeding turns her into an efficient vector of
mosquito borne diseases, such as: Dengue Fever, Yellow Fever, Chikungunya and Zi-
ka. Traditional mosquito control methods are pesticide intensive, which may cause
problems to the environment, the population’s health and cause mosquito resistan-
ce to pesticides. This research focuses on the effects of plant volatile compounds on
adult mosquito behavior, with the aim of gaining insights that could be applied in an
integrated management of mosquitoes, with a low environmental impact.

An initial screening was performed to assess the adult mosquito’s preference to
plants commonly present in the domestic environment. The plants to which mosqui-
toes showed the highest preference were: Lobularia maritima, Plectranthus neochilus,
FEuryops pectinatus, Senecio madagascariencis and Tagetes patula. Further assays,
with the previously mentioned plants, were performed in an olfactometer, to deter-
mine if olfactory cues were involved in the mosquitoes’ attraction towards the plants.
The plants that proved to be attractive in the olfactometer were: L. maritima, E.
pectinatus in females; and L. maritima, E. pectinatus and S. madagascariensis in
males.

Flower cuttings were tested as bait in a toxic end-point bioassay, which included
a pesticide (imidacloprid). An increased mortality was observed in females with the
cuttings of the following plants: L. maritima and E. pectinatus; and in males a higher
mortality was observed with L. maritima, E. pectinatus and S. madagascariensis.

The compositions of the volatile compounds of the plants with flowers that proved
attractant in the olfactometer were established by extracting them with a microex-
traction fiber and analyzing them in a GC-MS. The volatile compounds that were
identified and were also available, were tested in the olfactometer. The volatile com-
pounds that were attractant to females were: (+)-a-pinene and acetophenone; and
only 1-nonene was attractant to males.

Cuttings of L. maritima’s inflorescences were attractant to both genders in the
olfactometer. The volatile compounds emitted by the cuttings was established. The
volatile compounds were identified by microextracting them with a fiber and analizing
them in a GC-MS. The identified volatile compounds that were commercially available
were tested in the olfactometer. Both genders had a positive behavioral response to
acetophenone. The ingestion of nectar from the inflorescences of L. maritima, by adult
Ae. aegypti, was determined and quantified.

Disks made from stearin or paraffin, with different amounts of 1-nonene or ace-
tophenone, were formulated. They were also tested as baits, with a pesticide (imi-
dacloprid), in a toxic end-point bioassay. The disks made from both materials, with
1-nonene or acetophenone, proved to be attractant to mosquitoes of both genders.
The attraction threshold to 1-nonene was at a lower concentration in males than in
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females.

The results that were obtained through this research, suggest that it is possible to
use plant volatile compounds and plant cuttings as mosquito attractants which could
be included as bait in mosquito traps.
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1 Introduccidon

1.1. El mosquito Aedes aegypti

1.1.1. Distribucién

Los mosquitos son artropodos de gran interés para la salud piblica, pertenecientes
a la Clase Insecta, Orden Diptera, y a la Familia Culicidae. Actualmente Aedes aegypti
es una especie del subgénero Stegomyia. Hubo un intento para reclasificarlo a género
entre 2004 y 2005 [146], pero el cambio de nombre a Stegomyia aegypti ha sido muy
debatido, resultando en la utilizaciéon de la nomenclatura anterior por la mayoria.

Aedes aegypti (Linnaeus) es originario del continente africano, donde se encuen-
tran tres formas o subespecies: Ae. aegypti aeqypti, Ae. aeqypti queenslandensis y Ae.
aeqypti formosus. Las dos primeras habitan en el continente americano, son de habitos
domésticos y poseen caracteristicas taxonomicas similares. El mosquito Ae. aegypti
fue introducido en América durante las primeras exploraciones europeas en el siglo
XVI. Es una especie tropical y subtropical que se encuentra en todo el mundo, por
lo general limitada a las latitudes comprendidas entre 35° norte y 35° sur, correspon-
dientes a una isoterma de 10°C en invierno. A principios del siglo XX lleg6 a estar
presente en todos los paises del continente americano, con excepcion de Canada. En
la década de 1920 se iniciaron las primeras actividades de control del vector. En 1947,
los paises miembros de la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) decidieron
iniciar una campana para erradicar al mosquito. La campana fue exitosa, logrando
hacia el ano 1962 la erradicaciéon del vector de 18 paises del continente y de varias
islas del Caribe. La Figura 1.1 muestra la dispersion en el continente americano del
mosquito Ae. aegypti para abril de 1962 [1541]. Posteriormente, debido a problemas
financieros, politicos, técnicos y administrativos, se inicié la reinfestacién en muchos
de los paises que lo habian erradicado. Para 1991 s6lo quedaban cuatro paises del
continente libres del mosquito: Bermuda, Chile, Islas Caimén y Uruguay [154]. Hasta
la fecha, los dos 1inicos paises del continente americano que no detectaron la presencia
del mosquito de Ae. aegypti son Canada y Chile [97].
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Figura 1.1: Estado de erradicacién Ae. aegypti, abril de 1962.



Distribucion de Ae. aegypti en Argentina

Ae. aegypti estuvo ampliamente extendido sobre el territorio de la Reptblica Ar-
gentina durante la primera mitad del siglo XX, abarcando principalmente las provin-
cias del Norte y Centro del pais: Jujuy, Salta, Formosa, Misiones, Corrientes, Chaco,
Santiago del Estero, Tucuman, Catamarca, La Rioja, Santa Fe, Entre Rios, Cérdoba
y Buenos Aires. Como resultado de sucesivas campanas de control, en 1963 ejecutadas
por el Ministerio Nacional de Salud Publica y en 1965 a cargo del Consejo Directivo
de la Organizacién Panamericana de la Salud, Ae. aegypti se considerd erradicado de
la superficie Argentina [175]. En el ano 1975 el mosquito fue reintroducido en Brasil,
y a finales de los anos 80 se detectd la reinfestacién en Misiones (Posadas y Puerto
Iguazii) y en Formosa (Clorinda y Puerto Pilcomayo). En el afio 1991 se encontré
al mosquito de Ae. aegypti en Quilmes (Buenos Aires) y en 1994 en las provincias
de Jujuy, Salta y Tucuman. En 1995 fue confirmada su presencia en Cérdoba, en la
Ciudad de Buenos Aires y en las provincias de Corrientes, Chaco, Entre Rios y Santa
Fé [26]. Para el afio 2000 su detecciéon mas occidental se encontraba en la provincia de
Mendoza (Departamento de Guaymallén), y su presencia més austral correspondia a
la provincia de La Pampa (Santa Rosa), extendiéndose su distribucién hacia el Oeste
y el Sur en relacién con su rango de distribucion histérica. En la Figura 1.2 se pueden
observar las detecciones del mosquito Ae. aegypti en distintos anos [50]: El ano 1916
fue la primera epidemia sospechada de dengue. El ano 1986 corresponde a la prime-
ra deteccién después de la erradicacion. Durante el periodo del ano 1991 al 1999 la
deteccién en sucesivas provincias muestran su expansion sobre el territorio nacional.

La Figura 1.3 muestra la distribucion conocida del mosquito hacia el ano 2013 en
la Argentina, junto con los lugares en donde fue observado esporadicamente [50].

En el ano 2012 fue detectado en la provincia de Neuquén (Neuquén), correspon-
diendo esa ciudad al punto més austral y occidental en que se lo haya encontrado
hasta la fecha [73].

Las poblaciones de Ae. aegypti en los principales centros urbanos del pais (Buenos
Aires y Cérdoba), fueron probablemente reintroducidas a través de las principales
rutas terrestres internacionales desde Bolivia y Brasil [175].

1.1.2. Biologia de Ae. aegypti

Ae. aegypti es una especie casi exclusiva de entornos urbanos y su preferencia
de alimentacion sanguinea es predominantemente antropofilica. Se ha adaptado para
desarrollar sus estadios juveniles en fuentes de agua artificiales y naturales en el
entorno doméstico. Es un insecto holometébolo, cuyo desarrollo ontogénico dura entre
7y 13 dias, y se completa en un medio acudtico (estadios de huevos, larvas y pupas)
y en uno aéreo (adulto) [125]. La Figura 1.4 muestra el ciclo biolégico del mosquito

[3]:
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Figura 1.2: Distribucién historica de Ae. aegypti en Argentina. En el ano 1916 sucedié
la primera epidemia que presentaba sintomas parecidos al dengue; 1986 fue el ano en
el que se volvid a detectar después de haber sido erradicado; el tercer mapa muestra

la reinfestacion en los anos sucesivos.

Huevos

Los huevos son depositados sobre el nivel agua, de manera individual, en las
paredes de recipientes con agua limpia y quieta. Tienen un tamano aproximado de
1 mm y son blancos al momento de la postura, oscureciéndose en el transcurso de
alrededor de tres horas hasta llegar a un color negro brillante. La Figura 1.5 es una
fotografia de huevos de mosquito de mas de tres horas después de haber sido puestos

[7]-

En condiciones 6ptimas de temperatura y humedad el desarrollo del embrién se
completa en dos o tres dias. La mayoria de los huevos eclosiona rapidamente al que-
dar sumergidos bajo el agua, otros después de haber sido mojados varias veces. Los
huevos no sumergidos son capaces de sobrevivir varios meses, llegando a resistir hasta
un ano. La tolerancia a la desecacion es uno de los principales obstaculos en el control
del mosquito, ya que permite su supervivencia durante condiciones climéticas adver-
sas facilitando la reinfestacion durante condiciones climéticas favorables. Por eso, la
eliminacién de adultos y larvas no evita la reinfestacion, mientras que haya huevos

residuales a la espera de condiciones favorables para reactivarse [125].

Larva

Luego de eclosionar los huevos, las larvas pasan por cuatro estadios larvales, in-
crementando su largo de 1 mm a los 6 o 7 mm finales, a través de tres mudas. Se
alimentan de materia organica suspendida en el agua y/o depositada en las paredes

y fondo del recipiente donde habitan.
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Figura 1.4: Esquema con escala del ciclo biologico de Ae. aegypti.

Figura 1.5: Fotografia de huevos de Ae. aegypti.



Figura 1.6: Fotografia de larvas en el cuarto estadio larval de Ae. aegypti.

La velocidad de desarrollo larval estd condicionada por la temperatura, la disponi-
bilidad de alimento y la densidad de larvas en el recipiente. En condiciones 6ptimas,
con temperaturas entre 25 y 29°C, puede completarse el periodo desde la eclosién
hasta la formacion de la pupa en 5 a 7 dias. El desarrollo de la larva es mas rapido
durante los tres primeros estadios. El cuarto es mas lento, debido a que las larvas
experimentan un mayor incremento de peso y tamano que en los estadios anterio-
res. La Figura 1.6 es una fotografia de Ae. aegypti en su cuarto estadio larval [3].
Bajo condiciones adversas (baja temperatura, escasez de alimento, hacinamiento), el
estadio larval puede prolongarse por varias semanas [125].

Igual que en otras larvas de mosquitos, la larva de Ae. aegypti estd compuesta
por nueve segmentos, siendo la cabeza y el torax ovoides. El 6rgano utilizado para
respirar, el sifén, es mas corto que en la mayoria de otros culicidos. Comparado con
especies relacionadas, la posicion de reposo de las larvas varia segun el género: Aedes
mantiene una posicion casi vertical en relacion con la superficie del agua, Anopheles lo
hace en una posicion paralela mientras que Culer reposa formando un angulo agudo.

Pupas

Las pupas representan la tltima etapa del ciclo acudtico. Aunque no se alimentan,
son muy activas y se desplazan por todo el medio. Reaccionan rapidamente a estimulos
luminicos y de percusion. En la base del térax tienen un par de tubos respiratorios o
trompetas que les permiten respirar en la superficie del agua. La Figura 1.7 muestra a
dos pupas de Ae. aegypti reposando debajo de la superficie de agua, donde se pueden
ver los tubos respiratorios [9]. El estadio de pupa dura de 1 a 3 dias en condiciones
favorables (entre 28 y 32°C), aunque puede alargarse, dependiendo de las condiciones
externas [125].



Figura 1.7: Fotografia de pupas de Ae. aegypti.

Adultos

El mosquito adulto emergido es de color negro. Presenta en el dorso del térax
patrones blancos-plateados formados por escamas claras, dispuestas en forma de una
“lira”. Los segmentos tarsales de las patas poseen un anillado caracteristico. El macho
se diferencia de la hembra por poseer las antenas plumosas y los palpos més largos
[154]. Las caracteristicas fisicas y las diferencias entre ambos sexos pueden apreciarse
en la Figura 1.8 [71]. Luego de emerger de la pupa el adulto permanece en reposo por
varias horas con el fin de endurecer el exoesqueleto y las alas. Este endurecimiento
por un lado les brinda proteccién y por otro les permite el vuelo. A partir de 24 hs.
después de emerger pueden aparearse. Durante el apareamiento, el macho sujeta el
apice del abdomen de la hembra con su terminalia e inserta su edeago dentro del
receptaculo genital, insemindndola. El esperma es almacenado en la espermateca de
la hembra y es suficiente para fecundar todos los huevos que la hembra produzca
durante su vida. La hembra sélo se aparea con éxito una vez en su vida [151].

Las hembras son las unicas capaces de alimentarse de sangre, con una marcada
preferencia por sangre humana, indispensable como fuente de proteina para la forma-
cion de huevos. La alimentacién sanguinea sucede principalmente durante el amanecer
o al anochecer. Es usual que después de cada alimentacién sanguinea se desarrolle una
camada de huevos. En caso de que el mosquito no haya podido alimentarse hasta re-



Figura 1.8: Imagen de mosquitos Ae. aegypti adultos de ambos sexos, el de la izquierda
corresponde a un macho, el de la derecha a una hembra.

plecion, puede volver a ingerir antes de la postura. La oviposicion cominmente sucede
al atardecer. Los huevos son depositados por las hembras gravidas en recipientes os-
curos, a pocos centimetros del agua. Tienden a distribuir los huevos de una misma
camada entre varios recipientes [125].

Las piezas bucales de los machos no permiten chupar sangre; aunque en general
tienen la misma forma que la de las hembras, tienen algunos estiletes reducidos o
ausentes. Los machos se alimentan tinicamente de azicares provenientes en la natu-
raleza principalmente de néctar floral y frutas danadas. Las hembras también pueden
cubrir sus necesidades energéticas con azucar, pero no son capaces de esta manera de
generar huevos [60].

1.2. La problematica de la enfermedad de la fiebre
del dengue

El dengue es una infeccién viral aguda y sistémica, producida por un flavovi-
rus. Es actualmente la enfermedad mas importante entre las virales transmitidas por
artropodos, y constituye una prioridad en salud publica en los paises tropicales y
subtropicales. El dengue esta presente en mas de 100 paises, en los cinco continentes,
en donde habitan alrededor de 2500 millones de personas. Una vez expuesta la per-
sona al virus, los sintomas mas comunes del dengue - dolores de cabeza, fiebre alta,
nauseas, dolores musculares y de articulaciones - se manifiestan entre los 3-14 dias
después de la infeccion. En una minoria de los casos, la enfermedad se desarrolla en
dengue hemorragico: una manifestacién grave, con riesgo de vida, que presenta he-



morragias junto con niveles bajos de plaquetas en la sangre. Se reportan anualmente
500 mil casos de dengue hemorragico, de los cuales 25 mil resultan fatales. El dengue
se transmite principalmente en los entornos domésticos y urbanos, de zonas tropicales
y subtropicales.

Son varios los factores que influyen en el crecimiento de la problemética del den-
gue para la salud publica mundial: cambio climéatico, crecimiento poblacional en zonas
urbanas de manera rapida y desorganizada, provisién limitada de agua potable que
fuerza el almacenamiento desordenado en recipientes cominmente descubiertos, defi-
ciente recoleccion de residuos, que genera un gran nimero de criaderos en forma de
recipientes descartable. A los factores anteriores hay que sumarle la alta movilidad
de las poblaciones humanas, un control deficiente del vector y la falta de una vacuna
eficaz para prevenir la enfermedad [151].

La fiebre del dengue es causada por una arbovirus con cuatro serotipos, conocidos
como: DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4 [51]. El contraer uno de los serotipos genera in-
munidad de por vida contra el mismo, pero no proporciona inmunidad cruzada contra
los tres restantes. Al infectarse con otro serotipo es posible que se manifieste la forma
grave de la enfermedad, el dengue hemorragico. Este fenémeno es causado por una
respuesta infrecuente: una ampliacién que se traduce en una significante replicacién
viral y en el aumento de la viremia. Las personas que habitan en zonas endémicas
corren el riesgo de contraer la enfermedad del dengue hasta cuatro veces, aumentando
el riesgo de contraer dengue hemorragico con cada infeccion sucesiva. Desde hace tres
décadas, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha promovido y recomendado
las siguientes clasificaciones del dengue: fiebre hemorragica por dengue o dengue he-
morragico con o sin sindrome de shock por dengue. La utilidad de la clasificacién ha
sido cuestionada por una serie de publicaciones hechas en los 1iltimos anos, por consi-
derarla rigida, excesivamente dependientes de andlisis de laboratorio, excluyentes de
los afectados por otras formas graves de dengue; como la encefalitis, la miocarditis o
hepatitis grave, y poco préactica para el manejo clinico de los enfermos. Para corregir
estas obvias deficiencias, la OMS auspici6 el estudio internacional llamado DENCO
(Dengue Control), con el propésito de poder clasificar mejor a la enfermedad y poder
identificar los signos de alarma tutiles para mejorar el manejo de los casos. Del estudio
surgio la propuesta de clasificar la enfermedad en forma binaria: dengue y dengue
grave [32].

El virus es adquirido por la hembra de Ae. aegypti al ingerir sangre de una persona
o animal virémico. En un ciclo que dura entre 10 y 14 dias, llamado periodo de
incubacién extrinseca, el virus se multiplica dentro de la hembra, concentrado en sus
glandulas salivales. Posteriormente cuando la hembra pica a una persona sana para
alimentarse de sangre inyecta simultaneamente su saliva, que contiene un anestésico
que también actiia como un lubricante para las partes moéviles de la boca y como
anticoagulante, junto con una carga viral, infectando a la persona en el caso de que
no sea inmune. La hembra del mosquito serd trasmisor de la enfermedad el resto de
su vida [15]. Animales silvestres sirven como reservorio del virus y otras especies del
género Aedes lo transmiten en zonas no urbanas. Esto permite la rapida reaparicién
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Figura 1.9: Ciclo de la transmision del virus del dengue en la naturaleza.

de la enfermedad, en zonas urbanas, si las condiciones ambientales lo permiten. La
Figura 1.9 muestra el ciclo epidemiolégico, la transmision del virus de una persona al
mosquito y del mosquito a otra persona [152]. También muestra un ciclo enzodtico,
que ocurre principalmente entre animales con otros Aedes, donde esporadicamente
queda una persona infectada.

El dengue es cominmente transmitido por mosquitos del género Aedes en zonas
urbanas (ciclo epidemiol6gico) y ocasionalmente puede presentarse en primates no-
humanos (ciclo enzodtico) [182].

La infeccion por dengue puede manifestarse de varias formas, desde ser asintomati-
ca a causar una enfermedad de variada intensidad. Los primeros sintomas aparecen
después de haberse cumplido el periodo de incubacién intrinseca de 5 a 7 dias, aunque
la mayorfa de las personas enfermas no presentan sintomas [14].

El cuadro clinico del dengue cldsico (DC) se manifiesta por fiebre alta, dolor de
cabeza, dolor retro-orbital, vémitos, ndusea, mialgias y frecuentemente erupciones
maculopapulares. Sumado a lo anterior, muchos pacientes perciben cambios en el
gusto. La enfermedad tiene tendencia a ser mas leve en los ninos que en los adultos
y puede ser confundida con influenza, sarampién o rubeola. La fase aguda tiene una
duracién de hasta una semana y la sigue un periodo de convalecencia de 1 a 2 se-
manas, que se caracteriza por debilidad, malestar y anorexia. El tratamiento es casi
exclusivamente sintomatico.

Una de las variedades de la enfermedad més graves es el dengue hemorragico, que
se manifiesta con un cuadro febril, manifestaciones hemorragicas, hemoconcentracion

11



y trombocitopenia. El sindrome de shock por dengue (SSD) esta definido como dengue
hemorrédgico aunado a alteraciones de la hemostasia, a un débil pulso acelerado, etc.

[1].

1.2.1. Situacién del dengue en las Américas

El virus del dengue fue aislado por primera vez en América en el ano 1942 [158]. A
pesar de ello, se sabe que hubo grandes brotes en la zona del Caribe desde la primera

mitad del siglo XVII, y también hubo epidemias continentales o pandemias a lo largo
de los siglos XIX y XX.

El DEN-1 fue reintroducido en la region a fines de los anos setenta, provocando una
pandemia que afecté a El Salvador, Guatemala, Honduras, México, Estados Unidos,
Colombia, Guyana Francesa, Guyana, Surinam y Venezuela, y las islas del Caribe.
Durante la década de 1980 el DEN-1 se expandié por Sudamérica, provocando brotes
en Bolivia, Brasil, Ecuador, Paraguay y Peru, paises en donde hacia varios anos no
se habia detectado la enfermedad o que jamas la habian notificado. La primera gran
epidemia documentada del siglo XX de dengue hemorrégico ocurrié en Cuba en 1981,
con 158 muertes registradas durante un periodo de tres meses [158, 74]. El ntimero
de casos de dengue hemorragico aument6 notablemente durante los anos noventa y
en 1994 el DEN-3 fue introducido en la region. Este serotipo no se registraba en el
continente americano, su reaparicién fue recibida con preocupacién debido a que la
poblacién urbana de la regién carecia de inmunidad para este serotipo. [158]

Situacién del dengue en la Argentina

El primer brote conocido de dengue en nuestro pais se produjo en 1916. Fue
introducido desde Paraguay, afectando las provincias de Corrientes y Entre Rios;
durante los siguientes ochenta anos la enfermedad no fue registrada en Argentina

[21].

En 1998 un brote epidémico del serotipo DEN-2 en el Chaco saltenio, cuyo epicentro
estaba en la ciudad de Tartagal, provoco varios cientos de casos, todos de dengue
clasico. El virus habia sido introducido desde Bolivia y el pico epidemiolégico se dio
en el mes de mayo.

En los anos siguientes empezaron a circular por la frontera noroeste argentina otros
serotipos aparte del DEN-2: el DEN-1 y el DEN-3, generandose brotes epidémicos
reducidos, hasta que en el ano 2004 se produjo un brote extenso, con miles de casos
de DEN-3, en las ciudades de Salta, Salvador Maza, Oran, Targatal, Embarcacion,
Aguaray y Pichanal. A pesar de que circularon distintos serotipos durante los anos
sucesivos (condicién necesaria para la aparicion de DH), no fueron registrados casos
de esta forma clinica.
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Debido a las inundaciones que se dieron en Tartagal en 2006 la situacion se agravo,
tanto en el noroeste argentino como en Iguazi-Misiones, produciéndose en ambos
sitios brotes de paludismo y de dengue.

En el ano 2007, los casos confirmados de dengue en Argentina ascendieron a 192,
de los cuales uno resulté en dengue hemorrégico [16].

En el ano 2009 fueron informados 25989 casos de dengue por el Ministerio de
Salud de Argentina, que han sido confirmados por andlisis de laboratorio o por nexos
epidemiolégicos. El nimero de casos importados llegd a 1911, de los cuales 890 fueron
confirmados y 1021 eran sospechosos. Las provincias que resultaron mas afectadas
fueron: Chaco, Catamarca, Salta y Jujuy, llegdndose a documentar tres casos de DH
(dos muertes), dos fallecimientos por SSD, uno en Chaco y uno en Catamarca [123].
Los casos registrados en el pais correspondieron al serotipo DEN-1 [13].

En las primeras trece semanas del ano 2016, se han notificado al Sistema Nacional
de Vigilancia de la Salud un total de 47741 casos de dengue en las veinticuatro provin-
cias, entre los que se encuentran los confirmados, probables, en estudio y descartados.
De ellos, 22940 corresponden a casos probables o confirmados por laboratorio o nexo
epidemiolégico en dieciséis jurisdicciones del pais. Hasta el momento han sido repor-
tados cinco pacientes fallecidos con sospecha de dengue: 2 en CABA, 1 en la provincia
del Chaco y 2 en la provincia de Salta [52].

Actualmente no se dispone de una vacuna efectiva y segura contra el virus del
dengue, por lo que se vuelve imprescindible el control de la enfermedad a través de
la eliminacién del vector.

Los programas de saneamiento ambiental y los de reduccién de criaderos de Ae.
aegypti son aspectos fundamentales dentro de las estrategias delineadas para el con-
trol del mosquito, aunque no han mostrado ser suficientes para reducir los indices
de infestacién, por lo cual durante los tltimos 40 anos, el control del mosquito ha
dependido de métodos quimicos [154, 152].

El enfoque de este trabajo se basa en el desarrollo de nuevas herramientas de
control de bajo impacto ambiental, elevada eficacia y especificidad, ya que, como se
expreso anteriormente, la manera mas eficaz de prevenir la transmision o de controlar
una epidemia es reducir la exposicién de la poblacién al mosquito.

1.3. Interaccién mosquito-planta

Los azticares vegetales son la principal fuente de alimentacién de los mosquitos. El
néctar floral es la fuente mas conocida, pero también los pueden obtener de nectarios
extraflorales, frutas danadas, tejidos vegetales danados e intactos. La alimentacién
vegetal provee una fuente de alimentacion importante durante toda la vida adulta
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a los mosquitos de ambos sexos. En el caso de los machos, es su tnica fuente de
alimentacion [105].

Los principales constituyentes del néctar son el disacarido sacarosa y los mono-
sacaridos fructosa y glucosa. En algunas familias vegetales el néctar esta predomi-
nantemente compuesto por sacarosa, en otras por fructosa y glucosa. También hay
familias de plantas con proporciones de azticares variables [173]. Hay aminoacidos pre-
sentes en los néctares de la mayoria de las plantas, pero en cantidades insuficientes
para el desarrollo de los huevos [22].

La alimentacion sanguinea es llevada a cabo unicamente por las hembras y su
principal fin es la produccién de huevos, aunque existen evidencias de que también
sirve como fuente de alimentacion. La ingesta de sangre es indispensable para la
reproduccion de especies anautégenas. Los mosquitos ingieren mas que su propio
peso en sangre; el peso de la alimentacién sanguinea puede llegar a ser hasta cuatro
veces el peso de la hembra [124].

1.3.1. Alimentacion por ingesta de aziucar en el mosquito
adulto

El rol y la importancia de la alimentacion con fuentes de azicares vegetales (nécta-
res y jugos frutales) en el metabolismo de los mosquitos empezé a estudiarse en la
década de 1960 [17]. La alimentacién con azicar tiene una influencia significativa en
la capacidad de dispersién vectorial y contrariamente a lo que se crefa, tanto machos
como hembras la necesitan durante toda su vida adulta.

Los machos y las hembras de mosquitos se alimentan de azicares vegetales, sien-
do el azicar el unico alimento de los mosquitos machos, independientemente de la
especie [183, 62, 68]. Ambos géneros suelen visitar por primera vez una planta poco
después de la emergencia. Los machos requieren azicar a intervalos frecuentes para
mantener sus reservas de energfa con el fin de unirse a los enjambres de apareamiento
nocturnos [181]. Las hembras consumen azicar entre las tomas de sangre, cuando
estan digiriendo la sangre o cuando estan gravidas.

An no se ha dilucidado la relacién de la alimentacion con azicar con la alimenta-
cion por sangre y las opciones de comportamiento asociados con la seleccién de una u
otra fuente de alimento. La relevancia y frecuencia de cada tipo de ingesta dependera
de la especie de mosquitos y de su estado fisiolégico. La mayoria de los mosquitos
necesitan azucares vegetales para ejecutar varias funciones esenciales, incluyendo el
vuelo y la reproduccién, factores que inciden en su capacidad vectorial. El azticar no
utilizado es convertido en glicégeno y en lipidos. La alimentacién con néctar es mas
importante para especies zoofilicas que para las especies antropofilicas. Estas tdltimas
son capaces de convertir en mayor proporcion la sangre ingerida en reservas de energia

[124, 179, 58].
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A pesar de que las hembras de Ae. aegypti pueden completar el ciclo biolégico
alimentandose unicamente con sangre durante su etapa adulta, sélo durante las pri-
meras 36 hs. después de haber eclosionado responden con mayor preferencia hacia
fuentes de azicar, que hacia huéspedes sanguineos. Antes de emprender la alimenta-
cién con sangre, las hembras buscan recomponer sus reservas energéticas con azucar,
debido a que las fuentes de azicar son mas frecuentes y presentan menos riesgos que
la alimentacion sanguinea. La ingesta previa de azicar, les permite maximizar la pro-
duccién de huevos después de cada picadura [00]. Se ha demostrado en Ae. aegypti y
en An. gambiae que el privar a las hembras de alimentacion de azicar, aumenta su
respuesta comportamental hacia hospederos sanguineos y reduce su susceptibilidad
hacia repelentes [67, 30, 61].

En varias especies de mosquitos la oferta de aztucares resulta indispensable para
completar el ciclo bioldgico; en otras, compromete la fecundidad y la longevidad del
mosquito. Si bien la disponibilidad de sacarosa aumenta su longevidad y su capacidad
reproductiva [124, |, Ae. aegypti puede completar su ciclo sin consumir fuentes de
azlcar, e incluso el consumo en condiciones especificas puede reducir su fecundidad

[162].

Las fuentes comunes de azucar en la naturaleza son el néctar floral y el extrafloral
[62, 134, 33, 72], la ligamaza [08] y las frutas maduras [38].

Un parametro comunmente utilizado para determinar la reciente ingestién de
néctar por el mosquito, es la presencia de fructosa en el abdomen. Debido a que
la fructosa no es un producto del metabolismo del mosquito, su deteccién es el resul-
tado de una ingesta aun no digerida. Existen dos métodos colorimétricos probados
para hacer el andlisis cualitativo y cuantitativo de fructosa en mosquitos: el de Van
Handel con antrona fria [172, 150] y el test de Seliwanoff con resorcinol [127].

1.3.2. Estimulos vegetales y la preferencia de alimentacion
de mosquitos

Las primeras interacciones entre mosquitos y compuestos volatiles provenientes
de vegetales fueron reportadas en 1907 [94]. Varios factores estdn implicados en la
naturaleza en la atraccion y la orientacién de los mosquitos hacia plantas vasculares.
Los estimulos de plantas son, en proporciones variables, visuales, tactiles, gustativos y
olfativos [170]. Todas estas senales ayudan a los insectos a reconocer las posibles fuen-
tes de recompensa e involucran una compleja interaccion de procesos fisicos, quimicos
y neuronales [32].

Entre los factores mas destacados para este reconocimiento se encuentran el aroma
floral y del néctar [1411]. La presencia de néctar y el color de las flores [104, 85] le
indican al mosquito la ubicacién, abundancia, calidad de néctar y el polen, dando
como resultado la atraccién de los insectos hacia la planta. Sandholm y Price [157]
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observaron que los mosquitos en el campo eran atraidos hacia flores de color claro
con fragancias distintas. También se observo la respuesta positiva de mosquitos hacia
volatiles florales en ausencia de estimulos visuales [35]. Lo que sugiere que los volatiles
actian como atractantes de largo alcance, incluso antes de que hubiera contacto
visual. La eleccién de flores con claves visuales parecidas, pero con volatiles diferentes
es solo posible en la cercania, con contacto visual, por lo cual el olor parece ser
el principal responsable de la atraccion de largo alcance, con senales visuales que
jugarian un papel en el corto alcance [35].

Los mosquitos, a pesar de ser una especie generalista a la hora de alimentarse
con néctar, muestran una clara preferencia por ciertas especies de plantas. La predi-
leccion es independiente de la disponibilidad y sélo visitan ciertas plantas cuando la
oferta de azicar estd restringida [134, 60, G1]. Estudios de campo mostraron que los
mosquitos se alimentan de un nimero muy acotado de plantas [17, 16, 119]. En 1964
Abdel-Malek evalu6 la aptitud como fuente de alimento para Anopheles sergentii en
40 especies de plantas provenientes de un oasis con una gran presencia del mosquito.
Sélo tres especies vegetales resultaron capaces de servir como fuente de alimento [16].
Anopheles gambiae es atraido hacia trece especies de plantas en Kenia [107] y cinco
en Burkina Faso, entre las que se encuentra la planta de Parthenium hysterophorus
[128]. La atraccién hacia P. hysterophorus es peculiar debido a que si bien la planta
resultd ser altamente atractante, no dispone de cantidades de aziicares medibles y
ademas el tiempo de supervivencia de los mosquitos que visitan la planta no difiere
significativamente con los que no ingirieron sacarosa [107]. Las explicaciones méas pro-
bables son: a) que los mosquitos obtienen algin otro beneficio ademds del alimenticio
al visitar la planta, b) los mosquitos tienen una preferencia innata hacia cierta carac-
teristica desconocida de la planta. Algunas especies de mosquitos tropicales incluso
han sido tinicamente recolectadas sobre una o dos especies de plantas, sugiriendo un
comportamiento que se acerca a la monofagia.

Aparentemente, la especificidad esta basada, en parte, en claves visuales, debido a
que la mayoria de las flores tienen los mismos colores claros. Pero dentro de las flores
claras, hay algunas que son preferidas particularmente, sugiriendo que los compuestos
orgéanicos volatiles tienen un efecto determinante en la eleccién final de las flores.

En el caso de Ae. aegypti se ha demostrado por medio de electroantenogramas, que
es capaz de reconocer compuestos volatiles comtinmente relacionados con las flores
como forma de localizar las fuentes de néctar [37].

Los mosquitos también se pueden alimentar de néctares extraflorales y de ligama-
zas excretadas por homopteros; pero sigue siendo una incognita el como los insectos
voladores son capaces de identificar estas fuentes.

Las claves visuales cobran mayor importancia en algunos casos. Los mosquitos
son capaces de localizar y ser atraidos hacia plantas que no ofrecen néctar floral ni
extrafloral, y alimentarse de los fluidos internos [0 1, , , .
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Evidencias de atraccién de mosquitos hacia plantas en condiciones de la-
boratorio.

En 1949 se capturaron Anofelinos en una habitacién cebada con frutas [23]. En
otro estudio, basandose en la frecuencia de posada en jaulas con hembras y machos
de Culex quinquefasciatus, se observd que el azicar no refinada era mas atractante
que el azucar refinada, y esta tltima resulté ser marginalmente més atractiva que el
agua. La miel también resulto ser altamente atractante, especialmente hacia hembras

[112].

En un estudio hecho por Vargo en 1982, se indujo la extension de la proboscis
en hembras de Ae. aegypti a distancias cortas con extractos de Solidago canadienses
en diclorometano, de Asclepias syriaca en metanol; y de miel en éter [171]. Debido a
que la miel emite sustancias volétiles similares a las florales [112, 63, 19], ensayos de
olfatometro hacia volatiles de miel y de miel reforzados con los de la flor del manzano
[77, 78, 79] mostraron que mosquitos hembras de Ae. aegypti y Cx. Nigripalpus tienen
un comportamiento de vuelo positivo hacia las fuentes de olor anteriormente mencio-
nadas. Resultados parecidos se obtuvieron en An. gambiae frente a volatiles de miel
[63]; extractos en éter y etanol de miel y de Cyanchum laeve resultaron atractantes
hacia An. quadrimaculatus y Ae. aegypti [01, ]. Ensayos de laboratorio con volati-
les vegetales y florales han demostrado la atraccién de Ae. aegypti hacia extractos
de A. syriaca [171] y de An. gambiae hacia P. hysterophorus, Ricinus communis y
Bidens pilosa [128]. Se probaron en Culex pipiens pipiens extractos de L. vulgare, A.
millefolium, A. syriaca y S. canadiensis en un olfatémetro-tunel de viento tipo “Y”,
en donde sélo el extracto de A. syriaca resulté ser significativamente atractante. El
analisis del espacio de cabeza de A. syriaca por CG-EM mostrd que el alcohol fe-
netilico y el alcohol bencilico eran los compuestos méas abundantes. Sin embargo, una
mezcla sintética de ambos compuestos no resulté atractante en ensayos de olfatémetro

[110, 131].

La planta de Silene otites es oriunda de Europa Norte y Central, y fue elegida
para ser estudiada debido a que es polinizada por mosquitos. Se evalué la respuesta
electrofisiolégica por medio de EAG, a los principales compuestos presentes en el
espacio cabezal de S. otites en Cx. pipiens pipiens. Los 14 compuestos que dieron
una respuesta electrofisiolégica positiva se evaluaron posteriormente en bioensayos de
comportamiento. El fenil acetaldehido y el alcohol fenetilico resultaron ser los mas
atractantes [37]. En Ae. aegypti los volatiles de S. otites mostraron respuesta por
CG-EAG hacia varios compuestos, incluyendo acetofenona [87].

Evidencia de atraccién en ensayos de campo

Son escasos los estudios publicados sobre el uso de volétiles de origen vegetal
como unica fuente para atraer mosquitos en campo. Sin embargo, hay abundantes
publicaciones sobre el uso de cebos toxicos de aziicar que combinan el alimento con
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un atractante de origen vegetal y sobre ensayos para determinar la preferencia de
flores en campo [121].

Joseph [88] logré capturar mosquitos en campo de los siguientes géneros: Aedes,
Culex, Anopheles, Psorophra y Culiseta usando manzanas, uvas, duraznos y melones
danados y/o sobremaduros.

En Los Paises Bajos, se cubrieron plantas de S. otites en floraciéon con una red que
impedia la alimentacién y el contacto visual del mosquito con la flor. Se observaron
varios Cz. pipiens pipiens y Culiseta annulata posados sobre la red, del lado de la
sombra de viento [31].

En California se usaron trozos de melén para cebar una trampa disenada para
hembras gravidas colocada al ras del suelo y una trampa tipo CDC “sin luz”. Se
capturaron 761 hembras y machos de Cz. Tarsalis entre ambas trampas durante las
noches que duré el ensayo. El nimero promedio de capturas por trampa/noche no
fue reportado, con excepcién de la primera noche cuando se capturaron 33,5 hembras
y 35,5 machos por trampa cebada [117]. Las trampas tipo CDC son cilindricas, en
la parte superior tienen una fuente de luz para atraer a los mosquitos. Debajo de la
misma se encuentra un ventilador que aspira a los insectos atraidos. Requiere de una
bateria para funcionar, la cual debe ser reemplazada cada 24 horas.

En Florida (EEUU), se probaron trampas tipo CDC no iluminadas cebadas con
extractos de éter-solucion salina de miel (la sal se usé para aumentar la polaridad de
la fase acuosa y de esta manera aumentar la afinidad de los compuestos organicos a la
fase de éter). También se probaron en las trampas tipo CDC los siguientes compuestos
y combinaciones: fenol, 1-octanol, mezcla de fenol y 1-octanol o CO,. Las trampas
cebadas con extracto de miel, fenol, y fenol-octanol capturaron cantidades parecidas
de Oc. taeniorhynchus y de Cz. nigripalpus. Las trampas cebadas con COs captura-
ron un numero significativamente més alto de las especies de mosquitos previamente
mencionados [93].

Se observaron frecuentes posadas y alimentacién de Ae. vexans en Asclepsias sy-
riaca, aun cuando la presencia de la flor en el medio ambiente era baja. Ochlerotatus
trivittatus, que comparte habitat con Ae. verans, visita también a A. syriaca aunque
en menor medida, ain cuando su densidad en el entorno era mayor. Las flores de A.
syriaca fueron evaluadas como atractante fitoquimico en trampas CDC sin luz en en-
sayos de campo. Se encontré que las trampas cebadas capturaron mayores cantidades
de Ae. verans de ambos sexos y de todos los estadios genotropicos que las del blanco
control. Durante el mismo ensayo, la captura promedio de Oc. trivittatus hembras
fue similar a la de los blancos. La cantidad de adultos machos de Oc. trivittatus cap-
turados en las trampas tipo CDC sin luz cebadas con A. syriaca fue mayor que las
mismas trampas, pero no cebadas, usadas como blanco control. En el sitio y durante
el ensayo, la principal especie tratando de picar humanos era Oc. trivittatus. Este
comportamiento se puede explicar debido a que el mosquito Oc. trivittatus o bien
tiene una mayor preferencia hacia humanos que hacia plantas nectarizables, o bien
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porque su necesidad de ingerir azicar es distinta a la de Ae. vexans.

La especificidad para atraer una especie de mosquito es un aspecto importante a
considerar a la hora de desarrollar un formulado atractante a base de fitoquimicos
para el monitoreo de poblaciones de mosquitos. Formulados que atraigan més especies
de mosquitos tendran una posibilidad de aplicaciéon mas amplia.

Miiller et al. rociaron en campo una mezcla de sacarosa, colorante e insecticida
sobre todas las plantas presentes de una especie, en la zona experimental. Cerca de las
plantas dejaron trampas de luz. La intencion fue evaluar la proporcion de mosquitos
que se alimentaban de la planta rociada cada dia, lo que pudo ser evaluado al contar
la cantidad de mosquitos con el abdomen coloreado que habia en la trampa cada dia.
El insecticida garantizaba que los mosquitos que no ingresaban en la trampa el dia
que se habian alimentado de la planta rociada, no pudieran hacerlo en otros dias y
a través de ello, afectar los resultados. La sacarosa dentro de la mezcla, actué como
fagoestimulante [119, 122].

1.4. Semioquimicos vegetales de mosquitos

Los semioquimicos son compuestos quimicos que funcionan como mensajeros entre
organismos. Los semioquimicos se subdividen en aleloquimicos, si la interaccién es
interespecifica y en feromonas, si la interaccién es intraespecifica. Los aleloquimicos
se dividen a su vez nuevamente en tres subgrupos: Si el compuesto favorece tanto al
emisor como receptor, es una sinomona; si el compuesto favorece al emisor, es una
alomona; si favorece al receptor, es una kairomona [51].

1.4.1. Origen de los semioquimicos vegetales

Las plantas producen sustancias quimicas volatiles como producto de sus procesos
metabdlicos naturales y éstos tienden a ser de naturaleza lipofilica, aunque algunos
monoterpenoides y glucésidos oxigenados muestran una solubilidad considerable en
agua. Estos compuestos tienen generalmente pesos moleculares menores a 250 m/z,
un punto de ebullicién por debajo de 340°C, entre 5 y 20 carbonos, y son una mezcla
compleja de monoterpenos y sesquiterpenos, que son los principales constituyentes,
fenoles aromadticos, cetonas, ésteres, alcoholes simples y compuestos sulfurados [1506,

, 137].

Son sintetizados in situ y almacenados en los tricomas glandulares, o de novo
cuando la planta es atacada por un herbivoro [83, 133]. La sintesis de volatiles en la
planta se lleva a cabo generalmente a través de rutas sintéticas comunes. Por ejem-
plo, los derivados de acidos grasos parten de acidos grasos insaturados formados por
la via de la lipooxigensa [95] y los terpenoides formados por las via del mevalona-
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to y la del fosfato de metileritriol [102, 55]. Los terpenos son el grupo mds grande
y estructuralmente diverso de compuestos [13]. Los compuestos volétiles especificos
surgen de posteriores modificaciones de estos metabolitos secundarios [150, , ].
La proporcién de sintesis y liberacion de compuestos volatiles vegetales es altamente
dependiente de las condiciones ambientales, como la temperatura, presién, hora del
dia [113], como se pudo comprobar en un estudio con S. otites, cuyas emisiones de
volatiles cambiaban segin la hora del dia y es polinizada por Cz. pipiens pipiens [30].

Los compuestos volatiles son emitidos por las flores y las partes vegetativas de la
planta [96, |. Mientras que los volatiles de las partes florales han sido ampliamente
estudiados, en especial su efecto en la atraccién de polinizadores, los compuestos
volatiles de la parte vegetal atin estan siendo explorados, debido a su composicién
compleja y las diversas funciones que cumplen [96]. Se supone que los olores florales
han evolucionado a partir de compuestos de defensa, como proteccion de las plantas
contra el ataque de insectos fitéfagos, hasta convertirse en semioquimicos de insectos:
compuestos volatiles que indican la presencia de alimento, facilitando la polinizacién
al guiar a los artropodos hacia las flores mediante la asociacion de la fragancia floral
con una recompensa de néctar [96, 89]. A pesar de que el mosquito se sirve de los
volatiles vegetales para ubicar las fuentes de néctar, son pocas las especies que son
polinizados por ellos, convirtiendo a la mayoria de los mosquitos en ladrones de néctar.
El néctar funciona de recompensar a los insectos que polinizan, llevando el polen de
una flor a la otra. El mosquito, al no transportar polen, consume la recompensa para
los insectos polinizadores, sin contribuir en la polinizaciéon. Por eso se lo denomina
“ladron de néctar”.

Los olores emitidos a partir de una fuente puntual se desplazan como paquetes de
olores o pulsos a favor del viento hacia el insecto que los percibira como resultado de
la turbulencia del aire. Por lo tanto una orientacién contra el viento es un requisito
previo para la ubicacién de un olor de una fuente puntual [39], y el resultado es un
anemotaxis mediada por optometria [37]. La frecuencia de giros estd determinada por
la concentracion de los olores en el paquete, y la frecuencia con la que los insectos se
encuentran con estos paquetes estda determinada por la velocidad del aire.

1.4.2. Estudios en mosquitos con volatiles vegetales

Los estudios de las antenas de hembras de Cx. pipiens pipiens permitieron la iden-
tificacién de sensillas que responden hacia una amplia variedad de terpenos, volatiles
de hojas verdes, ésteres de acidos grasos y compuestos varios. De las 36 neuronas
examinadas, 19 eran casi especificas hacia dos de los terpenos biciclicos con un grupo
carbonilo: tujona y verbenona. Cuatro neuronas respondian hacia ambos terpenos,
2 hacia tujona y 4-metilciclohexanol; las 17 restantes eran de especificidad amplia.
Sin embargo en ensayos de vuelo de mosquitos hacia terpenos biciclicos no se observé
orientacién hacia estos compuestos [29]. En hembras de Ae. aegypti se detectaron
dos sensillas que mostraban respuestas hacia varios aceites esenciales [100]. Cator-
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ce compuestos volatiles extraidos del espacio cabeza de S. otites resultaron mostrar
una respuesta electrofisiolégica positiva en Cz. pipiens pipiens, de los cuales solamen-
te cuatro resultaron ser atractantes en bioensayos [37]. Se observé atraccién de Cr.
pipiens pipiens en bioensayos con extractos de diclorometano de A. syriaca. Anéli-
sis posteriores mostraron que los principales componentes del extracto eran alcohol
feniletilico y alcohol bencilico. Una mezcla de ambos componentes resulté en una
respuesta atractante [110].

Estos ejemplos muestran la dificultad en predecir los efectos comportamentales
de los compuestos volatiles, independientemente de si resultaron ser detectados por
las sensillas de las antenas, tuvieron una respuesta electrofisiologica positiva o eran
los principales constituyentes de un extracto atractante. La tinica manera de poder
afirmar el efecto comportamental de un compuesto es a través de un bioensayo.

1.4.3. Técnicas de recoleccién de volatiles para la identifica-
cion de semioquimicos

El descubrimiento de la importancia de la interaccion entre los volatiles vegetales
con los insectos despertd un gran interés en la quimica, bioquimica, fisiologia y ecologia
de estos compuestos. Esto ha llevado al desarrollo de varias técnicas con el fin de
colectar y analizar estos volatiles [30), |. En donde la eleccién del método més
apropiado para su colecta es dependiente del material vegetal investigado [170].

Los extractos de plantas con solventes han sido ampliamente usados para deter-
minar su potencial de atraccion hacia varias especies de mosquitos. Se han probado
extractos hechos con un solvente [131] o con una serie de solventes [171, 85], para una
gran variedad de plantas. Una ventaja de la extraccion de compuestos con solventes es
que permite, cambiando su polaridad, obtener todo el perfil de compuestos organicos
de una planta. A pesar de ello, este método presenta una gran desventaja: los perfiles
de compuestos obtenidos difieren de los compuestos volatiles emitidos por las plantas,
que probablemente tengan una funcién importante en la interaccion mosquito-planta.
Este método ademas es susceptible a la presencia de impurezas presentes en el sol-
vente.

Otro método utilizado para colectar los volatiles vegetales es la micro-extraccién
en fase sélida (SPME del inglés) de un espacio cabeza estético (SHS del inglés).
Para realizar la SPME el espacio cabeza de la muestra es aislado para concentrar los
volatiles. Luego se introduce una fibra recubierta con una pelicula de un material afin
a los compuestos volatiles presentes en el espacio cabeza. Los compuestos volatiles
son transferidos desde el espacio aéreo y adheridos a la fibra, resultando en una
extraccion. Los compuestos en la fibra son desorbidos en el puerto de inyeccion de
un cromatdgrafo gaseoso (CG) y separados, y posteriormente son analizados en un
espectrometro de masas (EM). La cuantificacién exacta con este método es imposible,
debido a que la cantidad de un compuesto extraido no solamente depende de su
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Figura 1.10: Proceso de extraccion del SHS, desorcién en CG y posterior anélisis del
EM.

concentracion en la muestra y su afinidad con la fase de la fibra, sino también de
las concentraciones y afinidades de los otros compuestos generando equilibrios entre
la fibra y la fase aérea dificiles de cuantificar. Hay diversas fibras de SPME, con
distintas peliculas adsorbentes, que tienen mayores afinidades por ciertas polaridades
y pesos moleculares [170]. La cantidad de analito colectado depende del grosor de
la pelicula de la fibra y su constante de distribucion. Este método tiene ventajas
frente a la extraccién con solvente: necesita un menor volumen de muestra; permite
detectar compuestos a niveles de trazas y no requiere solventes. Las desventajas no son
menores: no permite repetir la medicién con la misma extraccién; la cuantificaciéon no
es posible, ya que la adsorcién sobre la fibra depende de la constante de distribucion
y el tiempo de extraccién y el extracto obtenido no puede usarse posteriormente en
ensayos bioldgicos [170]. La Figura 1.10 es un esquema de la extraccién por SPME
del espacio cabeza de una muestra y su posterior andlisis en un CG-EM [90]. En este
trabajo se introdujeron las flores o material vegetal en un vial de vidrio sellado y se
colocé una fibra de SPME sin flujo de aire [131].

El método de espacio de cabeza dindmico (DHS en inglés) consiste en pasar una
corriente de aire sobre la muestra. El flujo de aire va arrastrando a los volatiles a
medida que se van liberando. En general, el DHS tiene varias ventajas sobre el SHS,
entre las que se encuentran: mayor facilidad de colectar suficientes volatiles para su
deteccién y determinacién de la estructura; no genera cambios en la temperatura o
humedad y reduce la acumulacién de volétiles nocivos en el espacio cabeza [170)].
Aun asi este método esta limitado por la adsorciéon incompleta de los compuestos
organicos volatiles hacia las distintas matrices, que tienen afinidades diferentes ha-
cia compuestos diferentes. Por ejemplo, el carbén activado es menos eficiente para
adsorber aldehidos aromaticos, mientras que Tenax-TA y Super QQ tienen una baja
afinidad hacia compuestos de bajo peso molecular o muy polares. Para compensar
esta limitacion, se requiere el uso de dos o mas matrices adsorbentes y asi aumentar
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el rango de los compuestos organicos adsorbidos.

1.4.4. Evaluacion del potencial atractante de un compuesto
volatil con olfatémetro

Olfatémetro es un término genérico para equipos utilizados en observaciones de la
respuesta comportamental de un individuo (en este caso: un mosquito) hacia estimulos
olfativos. En el caso de los mosquitos, los olfatémetros son utilizados principalmente
para medir comportamientos de atraccion y de aversion hacia distintas sustancias
volatiles. No existe un diseno universal de olfatémetro, por los que los disenos son
libremente adaptados segin las necesidades y los recursos disponibles. A pesar de ello,
existen dos disenos cuyo uso estd muy extendido. Son bastante simples y légicos, pero
para poder operarlos con éxito, hay que estar muy atento hacia factores que podrian
afectar el funcionamiento. Los mas importantes a tener en cuenta son: tener estimulos
visuales simétricos, para que no influyan en el comportamiento del insecto y tener el
equipo limpio de olores ajenos al experimento. La respuesta comportamental de los
compuestos en el olfatémetro es muy dependiente de la concentracién. En ciertas
concentraciones es posible que se presente un comportamiento de aversién hacia una
sustancia que resulte ser atractante en otra.

Olfatémetro en “Y”

El olfatéometro en “Y” consiste, como sugiere su nombre, en un equipo de esa
forma. Antes de iniciar el experimento, los mosquitos se cargan en la base del equi-
po, mientras que a través de cada brazo fluye un volumen de aire similar, pero con
compuestos volatiles distintos. Una vez aclimatados los mosquitos, se los libera de
la base y se les permite moverse libremente dentro el equipo, durante el tiempo de
experimento. Si algiin componente, en alguno de los brazos, resultara ser mas atrac-
tante (o menos aversivo) que el otro, esto se vera reflejado a través de una mayor
cantidad de mosquitos en el brazo con ese compuesto. Estos olfatometros sirven para
hacer evaluaciones rapidas de compuestos volatiles. Esta reportado que Ae. aegypti
muestra una buena respuesta en este tipo de olfatémetro [69]. En la Figura 1.11 se
puede apreciar un olfatémetro en “Y” [120].

Olfatémetro de puerto dual

Este olfatometro consiste en un compartimento rectangular donde en uno de los
lados se ubican dos trampas y en el lado opuesto se ubica una jaula de liberacién.
Las trampas estan situadas sobre el mismo lado, en paralelo y a la misma distan-
cia de la base y el vértice, obteniéndose una ubicacién simétrica. La estructura del
equipo puede observarse en la Figura 1.12 [167]. A través de cada trampa fluye un
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Figura 1.11: Esquema de olfatometro en “Y”. A: entrada de mosquitos. B: punto de
eleccion de brazo. C: final de brazo.

el L, | ®
C

Figura 1.12: Esquema del olfatémetro de puerto dual. A: jaula de liberacion. B:
camara de vuelo. C: jaulas de captura.

volumen de aire equivalente, pero con distintos estimulos olfativos. Una vez liberados
los mosquitos de las trampas, tienen la libertad de moverse por toda la arena expe-
rimental. En caso de sentirse atraidos hacia los volatiles siendo emitidos por algunas
de las trampas, quedan atrapados. Al final del experimento se cuenta la cantidad de
mosquitos en cada trampa. Este olfatémetro es utilizado en especies que requieren
una mayor arena experimental. Una de las ventajas es que permite discriminar entre
los comportamientos de aversiéon y atraccion, al no forzar al mosquito a decidir por
un brazo [95].

1.4.5. Plantas cuyos volatiles fueron analizados y posterior-
mente probados en bioensayos

La ecologia quimica de mosquitos es el estudio de las interacciones mediadas, por
moléculas que funcionan como semioquimicos, entre la misma especie y del mosquito
con el entorno. En otras especies, el estudio de la ecologia quimica ha permitido el
desarrollo de estrategias de control basadas en la aplicacién de compuestos que tienen
especifidad hacia una especie y no afectan especies no-blanco. Dentro de las sustancias
quimicas del entorno a los que esta expuesto el mosquito se encuentran los compuestos
volatiles vegetales.
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Las referencias bibliograficas sobre la preferencia de mosquitos del género Aedes
hacia plantas especificas son escasas en general e inexistentes para el caso de plantas
locales. Debido a ello, se tuvo que recurrir a diversas técnicas de “screening”, hasta
obtener las plantas cuyos volatiles tuvieran algin compuesto atractante. De las tre-
ce plantas inicialmente evaluadas se obtuvieron tres que resultaron de interés para
el andlisis de compuestos volatiles, las plantas fueron: Lobularia maritima, Senecio
madagascariensits y Euryops pectinatus.

L. maritima es una especie originaria de la zona del mediterraneo y esta amplia-
mente difundida alrededor del mundo como planta doméstica ornamental. Localmente
se la puede adquirir con inflorescencias, en los viveros durante casi todo el ano. En
bioensayos comportamentales, los volatiles de las inflorescencias de L. maritima re-
sultaron atractantes en Delia radicum y Diachasmimorpha longicaudata [151]. Los
resultados de los andlisis de compuestos volatiles de L. maritima en la literatura, son
limitados: en un trabajo sélo identificaron acetofenona [151]; en otro reportaron sélo la
similitud con el espectro de masa de la base de datos de los compuestos encontrados,
sin compararlo contra un estandar [115].

S. madagascariensis es una especie originaria del sur de Africa. Es considerada
una especie invasiva y téxica para el ganado, debido a los alcaloides que contiene [(0].
La planta ha sido introducida en Argentina, Colombia, Hawaii, Japén, Kenia, Islas
Mauricio e Isla Reunién [1]. Actualmente no es considerada una especie ornamental,
por lo que la tnica forma de obtenerla es del campo. Cominmente florece entre
julio y diciembre. Hasta la fecha no existen en la literatura referencias del uso de los
compuestos voldtiles de S. madagascariensis en ecologia quimica de insectos, ni del
analisis de sus volatiles.

E. pectinatus es originaria de Sudafrica y es cominmente usada como planta
ornamental de jardin [10]. En zonas mds célidas tiene un régimen casi continuo de
floracion, aunque localmente florece entre octubre y marzo. Es de facil obtencién en
viveros durante el periodo de floracién. Hasta la fecha no existen en la literatura
referencias del uso de los compuestos volatiles de E. pectinatus en ecologia quimica
de insectos, ni del andlisis de sus volatiles.

1.5. Control de insectos de bajo impacto ambiental

Dada la ausencia de vacunas para prevenir muchas de las enfermedades trasmitidas
por los mosquitos, la herramienta que resulta mas efectiva para controlar al virus es
la interrupcién de la transmisién de la enfermedad por el control del mosquito vector.

El empleo de insecticidas tradicionales para el control del mosquito Ae. aegypti
durante el ultimo medio siglo por parte de organismos tanto nacionales como provin-
ciales ha generado el desarrollo de resistencia y causado danos en los ecosistemas al
afectar también especies no blanco.
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1.5.1. Tipos de trampa

Las trampas de luz son efectivas para muestrear poblaciones de algunas especies
de mosquitos. Entre éstas se encuentran las trampas miniaturas de luz de CDC y la
trampa de luz “New Jersey” con sus correspondientes variaciones. En algunas especies,
las trampas de luz atrapan machos y hembras gravidas, no solamente hembras en
busca de un huésped sanguineo. Pero en la mayoria de los casos atraen principalmente
a hembras en busca de sangre, en forma similar a las trampas cebadas con kairomonas
de vertebrados. El uso de una lampara de bajo consumo elimina la necesidad de una
gran fuente de energia y evita la repelencia que genera la elevada luminosidad a cortas
distancias. Para algunas especies de mosquitos, atin fuentes débiles de luz reducen la
cantidad de insectos atrapados en trampas que también usan cebos quimicos. Las
principales desventajas de las trampas de luz son las bajas capturas en comparacién
con las trampas cebadas con compuestos olorosos y la saturacion de la trampa por
otros insectos voladores, que termina dificultando la identificacion de los mosquitos,
al danar los patrones en la cuticula [01].

Las trampas para mosquitos gravidos dependen del crecimiento bacterial para
generar mezclas de volatiles atractantes asociados a los sitios de oviposicion. Han sido
ampliamente implementadas para detectar la presencia de Culex sp., especialmente
desde la introduccién en América del Norte del Virus del Nilo Occidental [27, 70].
A pesar de ser efectivas, estas trampas son voluminosas, pesadas, tienen que ser
atendidas frecuentemente y atrapan casi unicamente hembras gravidas de Culezx. No
son efectivas para muestrear Aedes, debido a que éstos oviponen fuera del agua.

1.5.2. Ventajas de las trampas para mosquitos cebadas con
semioquimicos

Los fitoquimicos tienen un potencial poco explorado como cebos en trampas de
alerta temprana, con el fin de determinar la densidad de mosquitos y la presencia de
patogenos en ellos. Estos compuestos tienen ventajas sobre otros tipos de atractantes
como los basados en combinaciones de kairomonas de vertebrados. Las ventajas mas
obvias son: 1) atraen mosquitos desde el primer dia después de la emergencia; 2)
atraen tanto a machos como hembras; 3) atraen machos de todas las edades, los que
al tener tendencia a permanecer cerca del lugar de emergencia son el primer indica-
tivo focal de la presencia de adultos; 4) atraen a las hembras antes y después de la
dispersion incluyendo las que estan en el medio del ciclo gonotrépico, obteniéndose
una representacion de toda la poblacién; 5) Atraen hembras tanto activas en el ciclo
gonotropico como las que estan entrado en una diapausa reproductiva antes de la
hibernacién en climas templados; 6) Los compuestos volatiles de origen vegetal, al
poder ser formulados en trampas en forma de liberacién lenta con pequenas concen-
traciones por extensos periodos de tiempo permiten disenar trampas ligeras, que no
incluyen diéxido de carbono, lo que minimiza el mantenimiento [61].
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Las trampas cebadas con volatiles vegetales permiten obtener estimados bastante
precisos sobre la densidad de poblaciéon. En comparacion, la mayoria de las trampas
cebadas con kairomonas de vertebrados y que requieren grandes cantidades de COs,
sélo atraen hembras en busca de un hospedero para llevar a cabo la alimentacién
sanguinea. Algunos modelos de trampa novedosos que resultan altamente efectivos
utilizan propano como fuente para crear un flujo de COy duradero, ademas de gene-
rar calor y electricidad en combinacién con una feromona de liberacion lenta como
el l-octen-3-ol. Pero tienen la desventaja de ser pesadas, voluminosas y costosas.
Ademas de ser casi exclusivamente efectivas en hembras en busqueda de un huésped
sanguineo, dejan de lado a los machos, a las hembras recientemente emergidas, a
las que recientemente se alimentaron de sangre y a las que entraron en diapausa re-
productiva. Estas ultimas forman una parte substancial y critica en poblaciones de
Anopheles y Culex, debido a que comprenden la ultima cuarta parte de la temporada
de actividad de los adultos en zonas climaticas templadas [01].

Los atractantes derivados de plantas tienen el potencial de actuar en programas
de monitoreo colocados en trampas cebadas, combinados o no con soluciones téxicas
azucaradas para controlar las poblaciones de mosquitos. En la década del 2000 se
intensificé la bisqueda de plantas atractantes de mosquitos para ser utilizadas prin-
cipalmente como cebos en ensayos de campo; los resultados fueron positivos e incluso
se pudo determinar que algunas especies resultaban més atractantes que otras [121].

1.5.3. Formulaciones de liberacion controlada

Durante las ultimas décadas la tecnologia de liberacién controlada ha recibido un
aumento de atencién importante frente a una creciente toma de conciencia de que las
sustancias, que varian desde medicamentos o farmacos hasta agroquimicos, son con
frecuencia excesivamente téxicas y a veces inefectivas cuando son aplicadas a través
de métodos convencionales [99]. La aplicacion usual de los agroquimicos, por ejemplo,
provee una concentracion muy por encima de la requerida para resultados inmediatos,
a fin de asegurar la presencia de suficiente cantidad de la sustancia quimica por un
periodo de tiempo considerable. Esta sobredosificacion desperdicia mucho potencial
quimico de la sustancia o compuesto en cuestion y, muy a menudo, causa problemas
de toxicidad a organismos no blanco [99].

El proceso de difusion molecular a través de polimeros y membranas sintéticas se
ha empleado como un método efectivo y confiable para lograr no sélo la liberacion
controlada de medicamentos y principios farmacologicamente activos, sino también
para fertilizantes, plaguicidas y herbicidas [99)].

Durante el proceso de transporte, en el caso de compuestos agroquimicos, la con-
centracion, persistencia y movimiento en el suelo disminuyen como consecuencia de
procesos de biodegradacién, degradacién quimica, fotdlisis, evaporacion, erosion de
las superficies y por lixiviacién [99].
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Ventajas de los Sistemas de Liberacion Controlada

Los Sistemas de Liberacién Controlada tienen muchas ventajas, entre ellas se
mencionan las siguientes: reduccién de la toxicidad hacia mamiferos de sustancias
altamente téxicas; extension de la duracion de la actividad a niveles iguales de prin-
cipio activo; reduccién de las pérdidas por evaporacién y la inflamabilidad de los
liquidos; reduccién de la fitotoxicidad; proteccién de los pesticidas de la degradacién
medioambiental; reduccion de la lixiviacion a través de la tierra y el transporte hacia
las corrientes de agua; disminucién de la contaminaciéon por plaguicidas del medio
ambiente; control de la liberacién de los compuestos activos; méas econémico debido
a que se utiliza menor cantidad de material activo; mayor facilidad y seguridad de
manejo [99].

Breve descripcién de algunas tecnologias de Liberacion Controlada

Estas tecnologias incluyen tanto sistemas fisicos como quimicos. Algunas de estas
se mencionan a continuacién [99].

= Sistemas de reservorio con una membrana de control de velocidad de liberacion:
estos incluyen las microcapsulas y macrocapsulas. La microencapsulacion es el
procedimiento por el cual se aplica, de forma reproducible, una capa uniforme
fina de polimero alrededor de particulas solidas pequenas, gotas de liquido, o
dispersiones de sélidos en liquidos [99].

» Sistemas de reservorio sin una membrana de control de velocidad de liberacion:
estos incluyen fibras huecas, la impregnacioén en plasticos porosos, polipropileno
poroso, espumas, algunos hidrogeles y triacetato de celulosa ultramicroporoso

[99].

» Sistemas monoliticos: es la forma mas simple y mas econémica de controlar la
liberacion de un principio activo. Consiste en la dispersion del producto en una
matriz polimérica inerte. En sistemas poliméricos, el agente activo se mezcla
fisicamente con el polvo de polimero y luego, la mezcla es fundida por moldeo
por compresion o inyeccién, extrusion, calandrado o fundicién. De forma similar,
el compuesto activo puede ser incorporado junto a materiales elastomeros en el
paso de mezclado, asi como también se pueden agregar otros aditivos [99].

En todos los casos mencionados, el agente activo se disuelve en la matriz po-
limérica o elastomérica hasta alcanzar la saturacién. La presencia de mayor
cantidad de agente activo, si es el caso, se mantiene disperso en la matriz po-
limérica, y el sistema estd, en consecuencia, fisicamente disperso. A medida que
el compuesto es removido de la superficie del dispositivo monolitico, mas canti-
dad difunde desde el interior hacia la superficie como respuesta a la disminucion
del gradiente de concentracién [99)].
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Dependientes del soluto | Independientes del soluto

Solubilidad Concentracién
Coeficiente de particién Geometria
Coeficiente de difusién Tortuosidad

Porosidad

Fraccién de volumen
Capa de difusion

Tabla 1.1: Factores que influyen en la velocidad de liberacion.

» Estructuras laminadas: en este sistema, al menos dos, y usualmente tres pelicu-
las de polimeros son adheridas o son laminadas conjuntamente. La capa central
de un laminado de tres capas es la capa de reservorio. Esta contiene una gran
cantidad de principio activo, y puede ser hecha a partir de material polimérico
poroso o no poroso. Las capas exteriores controlan la velocidad de liberacién, y
son fabricadas comtinmente con polimeros méas rigidos que los que constituyen
la capa central [99].

Los dispositivos monoliticos se preparan usualmente mediante la incorporacion
del soluto dentro del material monomérico antes de la polimerizaciéon y moldeo, ex-
trusiéon, moldeo por inyeccién o por fundicion “casting” de pelicula. De otra forma,
la matriz puede ser sumergida en una soluciéon de concentracién de soluto conocida
hasta que se alcanza la dosis de carga. La geometria del dispositivo se controla segin
las dimensiones del molde o ldmina [99]. En la Tabla 1.1 se pueden ver los factores
que influyen en la velocidad de liberacién del soluto.

Los parametros que influencian los perfiles de liberacién de los solutos desde los
dispositivos monoliticos se dividen en dos categorias: las que son dependientes del
soluto y las que son independientes de las propiedades del soluto. La primera categoria
esta relacionada con la naturaleza fisicoquimica del soluto en el polimero, mientras
que la segunda se refiere a las variables del sistema. Cualquiera de estos conjuntos
puede ser variado para optimizar la velocidad de liberacién [99].

Concentracién: para los dispositivos monoliticos que contienen el principio activo
disperso, las velocidades de liberacién son proporcionales a la raiz cuadrada de la
concentracién (AY2) [99].

Coeficientes de difusién: la magnitud del coeficiente de difusion esta dictada por
la energia asi como la geometria del sistema. El tamainio y la forma de la molécula
difusiva, el grado de cristalinidad del polimero, y las interacciones de las cadenas
poliméricas y flexibilidad afectaran la habilidad del polimero para formar un hueco
lo suficientemente grande para acomodar la molécula penetrante [99)].

Coeficientes de particiéon: el coeficiente de particion entre el polimero y el agua
entra en juego cuando hay transferencia desde la fase polimérica hacia el solvente.
En el caso del transporte por membrana, el producto del coeficiente de particién y el
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coeficiente de difusién define la constante de permeabilidad [99].

La constante de particion es una propiedad aditiva de los grupos funcionales pre-
sentes en una molécula, y en contraste con el coeficiente de difusién es extremada-
mente sensible a pequenos cambios en la estructura de la molécula [99].

Solubilidad: la solubilidad del soluto en el polimero o en el medio de elucion de-
pende de la interaccién de fuerzas moleculares entre el soluto y el solvente. Relaciones
de extension de solubilidad pueden estimarse mediante el pardametro de solubilidad,
medida de la energia de cohesion de densidades de las mismas moléculas [99]. Cuanto
menor sea la diferencia del parametro de solubilidad entre un soluto y el solvente,
mayor sera la solubilidad del soluto. La liberacion de sustancias a través de disposi-
tivos monoliticos que contienen un exceso de ellas es proporcional a la raiz cuadrada
de su solubilidad en el polimero [99].

Factores adicionales: los materiales de relleno, como silica, éxido de zinc, carbén
negro, etc. se incorporan dentro de los polimeros para modificar algunas propieda-
des fisicas y mejorar ciertas propiedades de manipuleo. Si se asume que el relleno
que se agrega es inerte con respecto al transporte de un compuesto, su presencia en
dispositivos monoliticos reduce la fracciéon de volumen para la difusiéon e incrementa
la tortuosidad [99]. Los coeficientes de difusién determinados por el método de re-
traso disminuiran si el soluto se adsorbe sobre las particulas de relleno. El grado de
ocurrencia de esto ultimo depende de la capacidad de union y del grado de adsor-
ci6én [99]. Los efectos de adsorcién se han observado durante el transporte de solutos
organicos a través de membranas de siliconas. Una vez que los sitios de adsorcién se
saturaron, el estado estacionario se mantiene relativamente constante. La presencia
de un relleno en una goma monolitica de silicona reduce la liberacién del acetato de
medroxiprogesterona [99)].

Los surfactantes aumentan la velocidad de liberacién de dispositivos monoliticos
porosos por medio de la humectacién de los canales para la subsecuente difusién, de
este modo, se incrementa efectivamente la porosidad [99].
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2 Objetivos

2.1. Objetivo general de la tesis

El objetivo general de la tesis es el desarrollo de un posible método de control
de mosquitos de bajo impacto ambiental, basado en la incorporacién de compuestos
volatiles vegetales, atractantes para Ae. aegypti, en matrices de liberacién controlada.

2.2. Objetivos individuales

1. Identificar las plantas sobre las cuales los mosquitos son mas propensos a posarse
y a mostrar comportamiento de alimentacién.

2. Evaluar las plantas que mayor comportamiento de posada mostraron, en el
olfatometro y en ensayos de posada con punto-final toxicoldxico.

3. Identificar y evaluar en el olfatémetro los compuestos voldtiles puros de las
plantas.

4. Incorporar los compuestos volétiles en distintas matrices.

5. Evaluar la efectividad en ensayos de posada con punto-final toxicolégico de las
matrices.
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3 Materiales

3.1. Material Biolégico. Cria de Ae. aegypti en la-
boratorio

Los mosquitos Ae. aegypti utilizados en los ensayos son de la cepa Rockefeller,
originaria de Venezuela. Son criados desde 1996 en el insectario del Centro de Investi-
gaciones de Plagas e Insecticidas (CIPEIN), en condiciones de humedad y temperatura
estandar; 26+2°C, 60 % de humedad relativa y con un fotoperiodo de 12:12 horas.

Los lineamientos de la cria de Ae. aegypti se basaron en el “Protocolo para deter-
minar la susceptibilidad o resistencia de mosquitos a insecticidas”, establecido durante
una reunién de RELCOV (Red Latinoamericana para el Control de Vectores), llevada
a cabo en Iguazu (Argentina) en diciembre de 2004 [25]. El protocolo metodol6gico
de cria fue el descripto por Seccacini et al. [163]. Los huevos, depositados sobre discos
de algodén se rehidrataron con 2 litros de agua purificada y se dejaron eclosionar
a 26+2°C con un fotoperiodo 12:12 hs. en una bandeja de polipropileno. Las condi-
ciones fueron las mismas durante todo el periodo larval. Larvas del primer estadio
pueden ser observadas aproximadamente después de las primeras 24 horas. Las larvas
fueron alimentadas con una mezcla de alimento balanceado para conejos molido con
levadura de cerveza en polvo en una relaciéon 4 a 1. Trascurrido el periodo de una
semana, se desarrollaron las primeras pupas, que fueron transferidas a recipientes de
polietileno de 250 ml con agua purificada. Posteriormente fueron introducidas en jau-
las de polimetilacrilato de 25 x 25 x 25 cm Figura 3.1. Las jaulas cuentan con mallas
metalicas en los costados 20 x 20 cm y una apertura en el frente para manipular a
los adultos. Los adultos fueron mantenidos en las condiciones estdndar de humedad
y temperatura previamente descriptas. Los adultos tuvieron agua purificada y una
solucién al 10 % de sacarosa permanentemente a disposicion. Durante los periodos en
los que fue necesario ayunar a los mosquitos, les fue retirada la solucién de sacarosa
de la jaula. Los mosquitos no utilizados en los ensayos fueron transferidos a una jaula
de cria, donde contaban con pasas de uva como fuente de alimentacién y superficies
himedas, en forma de discos de algodon, para la oviposicion. Se les ofrecia tres veces
por semana una paloma inmovilizada para la alimentaciéon sanguinea. Los discos con
huevos fueron recolectados una vez por semana, puestos a secar y almacenados para
ser puestos a eclosionar posteriormente. Su vida 1til es de 6 meses. En la Figura 3.1 se
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Figura 3.1: Arriba izquierda: pano de algodén con huevos de Ae. aegypti. Arriba
derecha: bandeja de cria con larvas. Abajo izquierda: pupas de Ae. aegypti separadas.
Abajo derecha: jaula de cria.

pueden ver las distintas etapas de la cria: El pano con huevos, la bandeja con larvas,
el recipiente con pupas y la jaula en donde eclosionan los mosquitos.

Los mosquitos utilizados tenfan entre 3-8 dias de edad y habian sido privados de
sacarosa 48 hs. previas a los ensayos. Al concluir el experimento, los insectos usados
fueron destruidos y descartados como residuos patolégicos.

3.2. Plantas utilizadas en los ensayos

Se seleccionaron plantas que estuvieran disponibles localmente para ser evaluadas
en los ensayos. Provinieron de dos fuentes: viveros de la Ciudad de Buenos Aires y
sus alredeores y del predio de CITEDEF (http://www.citedef.gob.ar), institucién en
la cual se encuentran los laboratorios del CIPEIN, lugar de realizacién de esta tesis.

Las plantas usadas en los ensayos que provinieron de viveros locales fueron las si-
guientes (se informan segiin nombres cientificos y entre paréntesis se incluye el nombre
coloquial si lo tuviera): Bellis perennis (margarita comun), Lobularia maritima (ali-
s0), BEuryops pectinatus, Gazania rigens (gazania), Dianthus sp. (clavelina), Lavandula
dentada (lavanda), Lobelia erinus (lobelia), Lampranthus multiradiatus (rayito de sol),
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Ageratum conyzoides (ageratum), Tagetes patula (flor copete). Las plantas que fueron
colectadas del predio de CITEDEF fueron: Lipia alba (salvia de campo), Plectranthus
neochilus, Senecio madagascariensis. La identificacion de las especies colectadas en
el predio, fue realizada con la ayuda de una especialista del “Instituto de Botanica
Darwinion”. Las plantas adquiridas en vivero fueron enjuagadas con agua y se les
permitio un tiempo de carencia de 72 hs. antes de ser utilizadas en los ensayos, con el
objetivo de reducir residuos que pudieran tener. Todas las plantas fueron manipuladas
con guantes de latex para evitar que queden impregnadas con compuestos voldtiles
de la piel. También fueron examinadas visualmente para determinar que estuvieran
libres de danos mecénicos, signos de enfermedades, o ataques y/o infestaciones de
plagas. La ocurrencia de danos en el tejido vegetal podria causar alteraciones en las
claves olfativas y visuales de las plantas.

3.3. Compuestos quimicos

Solventes: n-hexano > 98 %, Merck, Alemania; acetona > 99 %, Merck, Alema-
nia; diclorometano > 99,5 %, Sintorgan, Argentina

Compuestos voldtiles identificados en plantas: acetofenona > 99 %, Carlo Erba,
Italia; 1-octanol > 96 %, Merck, Alemania; alcohol fenetilico > 98 %, Alfa Aesar,
EE.UU; isotiocianato de bencilo > 98 %, Sigma Aldrich, EE.UU; isotiocianato
de alilo > 95%, Sigma Aldrich, EE.UU; fenilacetonitrilo > 98 %, Sigma Aldrich,
EE.UU; 1-noneno, Sigma Aldrich, EE.UU; (+)-(«)-pineno > 98 %, Sigma Aldrich,
EE.UU; (-)-(«)-pineno > 98 %, Sigma Aldrich, EE.UU; g-pineno > 98 %, Sigma
Aldrich, EE. UU.

Serie de alcanos lineales usados para hacer el indice de retencion: heptano, Sigma
Aldrich, EE. UU; octano, Sigma Aldrich, EE. UU; nonano, Sigma Aldrich, EE. UU;
decano, Sigma Aldrich, EE. UU; undecano, Sigma Aldrich, EE. UU; dodecano,
Sigma Aldrich, EE. UU; tridecano, Sigma Aldrich, EE. UU; tetradecano, Sigma
Aldrich, EE. UU; pentadecano Sigma Aldrich, EE. UU.

Insecticida: imidacloprid grado técnico 94, 3 %, Bayer, Alemania.

Componentes de las matrices de formulaciones: parafina 55°C, Parafarm, Ar-
gentina; estearina producto técnico, Serain Juarez, Argentina.

Fagoestimulante: D-(+)-sacarosa 96 %, Anedra, Argentina.

Reactivos generales: fructosa > 99%, Biopack, Argentina; resorcinol >
98 %, Biopack, Argentina; 1-nonanol, Sigma Aldrich, EE.UU; Acido sulfirico
> 95%, Merck, Alemania; acido ortofosférico 85 %, Sigma Aldrich, EE.UU; &ci-
do clorhidrico 35 — 38 %, Merck, Alemania; sulfato de sodio anhidro, Anedra,
Argentina.
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3.4. Construccion del olfatémetro en “Y”

Los olfatometros son equipos ideales para determinar la preferencia de vuelo de
un insecto hacia un estimulo olfativo en comparacion con otro. Permiten medir la
preferencia hacia un compuesto, contra un blanco o contra otro compuesto.

No hay un diseno tnico de olfatémetro para mosquitos. Esto se debe a que hay
formas mas apropiadas para medir algunos comportamientos especificos que otras.
Luego de haber comparado las aptitudes de los diversos disenos de olfatémetro para
nuestros experimentos, junto con las dificultades de conseguirlos, nos decidimos por el
olfatémetro en “Y”. Dado que las proporciones y disenos requeridos para cada insecto
son especificos, son dificiles de encontrar en forma comercial, atin a nivel internacional.
Posibles proveedores locales consultados descartaron su fabricacién por la compleji-
dad que implicaba. Por falta de otras opciones recurrimos a la construccién propia
artesanal, basandonos en el modelo de Geier [(9]. Se procuré que la construccién fuese
lo mas fiel posible al diseno original.

La base fue hecha con acero inoxidable. Se utilizaron planchas de polimetilmeta-
crilato (Plexiglas), que fueron moldeadas en la forma cilindrica del olfatémetro. Los
tubos formados de plexiglas fueron sellados con un pegamento de cianoacrilato que no
deja residuo oloroso. Se juntaron varios tubos con el mismo adhesivo, hasta obtener la
forma final del equipo. Los segmentos de la base y de cada brazo tienen un diametro
mayor para poder ser acoplados por superposicion al tronco central del equipo y de
esta manera permitir la incorporacion y la remocion de los mosquitos. La base de la
“Y” se cerrd con un mosquitero metalico. Las terminales de cada brazo se cerraron
con discos del mismo material del tubo, los cuales fueron perforados en el centro para
ser conectados con entradas de aire.

El final de cada brazo cuenta con una rejilla metdlica para que los mosquitos se
puedan posar y ademas evitar que puedan llegar hasta la entrada de aire del mismo.
La distancia entre las rejillas en los brazos y las entradas de aire es la necesaria para
neutralizar las turbulencias que se generan cuando el aire ingresa desde la manguera
hacia el olfatémetro. La rejilla es inamovible durante los ensayos.

El espacio dentro del olfatémetro puede ser dividido en cuatro secciones por medio
de compuertas compuestas de mallas metdlicas. Las mallas sirven para restringir el
movimiento de los mosquitos pero no el flujo de aire. Las separaciones se pueden abrir
o cerrar segun las necesidades durante el ensayo. Los segmentos en el equipo formados
por las compuertas estan en el tronco, en la parte media y una en cada brazo. Con
un taladro se perforaron los puntos por donde irfan los ejes de las compuertas que
separan los distintos compartimentos del mismo.

Una vez armado el equipo, fue colocado dentro de un encofrado de poliestireno
expandido, en donde el lado donde comienza el tronco queda descubierto. El objetivo
de esta estructura fue homogeneizar los estimulos visuales, lo que limita la eleccion
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Figura 3.2: A: Fotografia tomada desde arriba del olfatémetro con sus segmentos
desmontados y numerados. B: base de acero sobre la que se apoya el olfatémetro.

del brazo por parte del mosquito al estimulo olfativo. En la Figura 3.2 se pueden ver
las partes del olfatémetro: los segmentos 1 son acoplados a la salida del segmento
2 maés cercano, al final del segmento 1 estd la entrada de aire. El disco dentro del
segmento 1 tiene una malla metalica, sirve para que los mosquitos puedan posarse
y crear un espacio para reducir las turbulencias y homogeneizar el flujo de aire. 2:
Segmento central del olfatémetro, en la base esta el segmento 3, que es en donde se
cargan y liberan los mosquitos al iniciar el ensayo. En los brazos en donde van los
segmentos 1 acoplados, tienen una compuerta compuesta por una malla metdalica. Al
final del experimento, el mosquito que queda en el espacio entre la compuerta del
segmento 2 y la malla del segmento 1, se lo computa como que eligié un brazo. 3: Los
mosquitos son cargados en este segmento. Pasado el tiempo de aclimatacion se abre
la compuerta compuesta por una malla metalica y se les permite la movilidad hacia
el resto del olfatémetro.

El aire fue provisto por un compresor odontologico sin aceite, lubricado con teflon.
Antes de llegar al olfatémetro el aire fue filtrado a través de carbén activado. El
carbén activado retiene los compuestos volatiles organicos que pudiera tener el aire y
fue acondicionado una vez al mes en la estufa a 150°C por una hora. A continuacion
del filtro de carbon activado el aire fue burbujeado a través de agua destilada para
humedecerlo. Una vez tratado el aire, el flujo fue dividido en dos, una corriente hacia
cada brazo del olfatémetro. Antes de llegar al brazo del olfatémetro, el aire circuld
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Figura 3.3: Componentes para la introduccion de estimulos olfativo en el olfatémetro.

por un recipiente sellado de polipropileno de alta densidad, y un compartimento de
vidrio cubierto por una tapa con septum y con 500 pl de aceite de parafina (Fluka,
Alemania) en su interior. El recipiente de polipropileno y el compartimento de vidrio
se encuentran en serie, uno después del otro. El recipiente de polipropileno es de 5 1,
sirve para probar las plantas en el olfatémetro. Los volatiles de las plantas dentro de
dicho recipiente, son arrastrados por la corriente de aire hacia uno de los brazos del
olfatémetro. Dentro del compartimento de vidrio, se inyectan a través del septum,
soluciones en hexano de los compuestos volatiles a evaluar, los cuales eran posterior-
mente arrastrados por la corriente de aire hacia uno de los brazos. El proposito del
aceite de parafina contenido en el recipiente de vidrio, es el de retardar la liberaciéon
de los volatiles inyectados hacia la corriente de aire. El aire posteriormente fue guiado
hacia uno de los brazos, entra en el olfatometro y es expulsado por el tronco al am-
biente. La figura 3.3 muestra los distintos compartimentos para introducir estimulos
olfativos hacia el olfatémetro: en A el recipiente de polipropileno de 5 litros con una
planta en su interior, en C visto desde afuera y en B el vial modificado con aceite de
parafina en su interior y cerrado con un septum. La figura 3.4 contiene un diagrama
del olfatémetro y los componentes externos.
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Figura 3.4: Esquema del olfatémetro y sus componentes externos.
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4 Métodos

4.1. Estudios comportamentales con plantas con
flores

4.1.1. Ensayo preliminar de preferencia de posada de mos-
quitos en plantas con flores

1. Material biolégico:

Mosquitos de 3-8 dias de edad, privados de sacarosa 48 hs. previas al ensayo.

2. Plantas utilizadas:

Las plantas con flores evaluadas en maceta fueron: B. perennis, L. maritima, E.
pectinatus, G. rigens, Dianthus sp, L. dentada, L. erinus, L. multiradiatus, A.
conyzoides, T. patula.

Las plantas con flores que tuvieron que ser cortadas para ser introducidas fueron:
L. alba, P. neochilus, S. madagascariensis.

3. Arena experimental:

Jaula de polimetilacrilato de 140 x 50 x 50 cm

4. Ensayo:

Se utilizé una jaula de polimetilacrilato de 140 x 50 x 50 cm, con dos mallas
metalicas de 50 x 50 cm en los costados y una apertura en el medio para la
introduccion del material.

La parte radicular y la maceta fueron aisladas con una bolsa de policarbonato
(bolsas para hornear, Ideas Ce De, Argentina), la cual fue cerrada en la base
del tallo. El objetivo fue el evitar que posibles compuestos volatiles de la tierra
contaminaran la emisién proveniente de la parte aérea de la planta.

A las plantas que por su tamano no podian ser introducidas enteras en la jaula
de prueba, se introdujeron ramas con flores y hojas en su lugar. Se observo
que no estuvieran danadas o infestadas por alguna plaga o enfermedad. El
tallo cortado fue introducido dentro de un matraz Erlenmeyer de 250 ml con
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agua purificada y aislado dentro de una bolsa de policarbonato, para evitar que
volatiles provenientes del tallo cortado y ajenos a las hojas y flores afecten las
respuestas comportamentales de los insectos [170]. En la Figura 4.1 se puede
observar la jaula de prueba, la Figura 4.2 muestra cémo fueron preparadas las
plantas antes de ser introducidas a la jaula.

Previo a los ensayos, la jaula fue rociada con alcohol con el fin de eliminar re-
siduos y polvo ambiental. Posteriormente se dej6 evaporar y disipar al alcohol
por 15 minutos. Una vez acondicionada la jaula, se coloco en el medio un reci-
piente de polietileno de 125 ml con un algodén embebido de agua purificada, y
se liberaron 50 mosquitos (25 hembras y 25 machos). Se los dejé aclimatar por
10 minutos antes de exponerlos al estimulo vegetal, el cual fue ubicado en el
extremo izquierdo de la jaula Figura 4.1. El ensayo se inici6 con la incorporacion
de la planta en la jaula. Durante un periodo de 30 minutos, se registraron las
respuestas de los mosquitos en intervalos de 5 minutos. Se registré la cantidad
de mosquitos de cada sexo, que mostraron los comportamientos de posada y de
extension de proboscis sobre la planta. Al concluir el tiempo de ensayo, se re-
tiré la planta y se limpio la jaula rociando con alcohol etilico toda su superficie.
El alcohol tiene ademas la propiedad de voltear a los mosquitos, facilitando su
remocion.

5. Andlisis de resultados:

Se realizaron tres réplicas por especie de planta. En cada réplica se utilizé una
nueva planta. Para comparar la atraccion relativa de las plantas se eligié de
cada réplica el valor méas alto de mosquitos posados y de extension de proboscis.
Ese valor fue promediado con el valor mas alto obtenido en cada réplica de la
misma especie de planta. Se decidi6 usar el nimero de mosquitos posados como
valor discriminatorio, en vez de la extension de proboscis, debido a que algunas
plantas generaban tinicamente comportamiento de posada.

Las plantas que presentaron en promedio seis mosquitos posados o mas, fueron
seleccionadas para seguir siendo evaluadas en los siguientes ensayos comporta-
mentales.

4.1.2. Ensayo de preferencia de plantas con flores en ol-
fatometro

1. Material biolgico:

Mosquitos de 3-8 dias de edad, privados de sacarosa 48 hs. previas al ensayo.

2. Plantas usadas:

Se eligieron las plantas que cumplieron con la condicion de atraccién fijada en
el ensayo de preferencia de posada, las cuales fueron: L. maritima; P. neochilus;
T. patula; S. madagascariensis; E. pectinatus.
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Figura 4.1: Jaula de prueba para el ensayo de preferencia de posada. Izq: Planta de
L. maritima en maceta, con la parte inferior aislada por una bolsa de policarbonato.
Centro: Vaso de 125 ml con un algodén embebido en agua y la puerta para introducir
y extraer material.

3. Arena experimental:

Olfatometro en “Y”.

4. Ensayos:

La forma en que se introdujo la planta para evaluar el efecto de sus volatiles
dependi6 de su volumen, ya que debia caber en el recipiente cerrado de polipro-
pileno de 5 litros.

La evaluacién en el olfatometro de las plantas adquiridas en el vivero cuyo
didmetro de maceta y volumen de la parte vegetal permitia su introduccion
en el recipiente fue la siguiente: la maceta y la tierra fueron aisladas con una
bolsa de policarbonato (bolsas para hornear, Ideas Ce De, Argentina), dejando
unicamente la parte superior del tallo expuesto.

La preparacién para el olfatéometro de las plantas cuyo didmetro de maceta
y/o volumen de la parte vegetal no permitia su introduccién en el recipiente
fue la siguiente: se les corté una rama con hojas y flores, la parte cortada fue
sumergida en agua destilada con el propdsito que no se marchitara durante el
experimento. El recipiente con agua y la zona del corte fueron aislados con una
bolsa de policarbonato (bolsas para hornear, Ideas Ce De, Argentina) con el fin
de reducir la liberacién de compuestos volatiles generados en la zona del corte.

Las plantas fueron cambiadas cada hora. El recipiente de polipropileno, a través
de una entrada y una salida de aire, permitié que el flujo proveniente del com-
presor arrastrara los compuestos voldtiles liberados por la planta hacia uno
de los brazos del olfatémetro. Las condiciones del aire fueron: Temperatura
(T) = 26+£1°C, Humedad Relativa (HR) = 75£10 %. La velocidad del flujo de
aire en el tronco central fue de 0,5 m/s y de 0,25 m/s en cada brazo. Al inicio
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Figura 4.2: Izq: S. madagascariensis cortada en el tallo. Der: L. maritima en una
maceta.
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del experimento el flujo de aire estuvo cerrado. Diez mosquitos de un mismo
sexo fueron cargados en la base del olfatometro y fueron dejados a aclimatar
por cinco minutos. Al cabo de los cuales se abrié el flujo de aire, por 30 segun-
dos, antes de girar la compuerta en la base del olfatémetro y liberarlos. Se les
permitié movilidad por todo el equipo, con todas las compuertas abiertas por
cinco minutos. Posteriormente se cerraron todas las compuertas y se contabilizo
la cantidad de mosquitos en cada segmento del olfatémetro. Hubo ocho réplicas
con cada sexo, el estimulo siempre se situd en el brazo izquierdo. Al final del
ensayo los mosquitos fueron extraidos con una aspiradora.

5. Andlisis estadistico:

Los resultados fueron analizados por el método no paramétrico Kruskal-Wallis
y se consideraron como estadisticamente significativos valores de p < 0,05.

4.2. Estudios de atraccién de mosquitos hacia flo-
res con punto-final toxicoldgico

4.2.1. Ensayo previo para establecer una concentracién téxi-
ca de imidacloprid para el ensayo comportamental

El diseno de este ensayo fue adaptado del trabajo de Allan [15]. En el cual desa-
rrollé un método para determinar las dosis letal 50 y 90 (LDsq y LDgg) de distintas
formulaciones comerciales con diferentes compuestos activos en mosquitos de las es-
pecies: Cz. quinquefasciatus, Anopheles quadrimaculatus y Aedes taeniorhynchus. El
método de Allan consistié en introducir 10 mosquitos en un recipiente de 100 ml,
cubrirlo con una tela porosa y colocar sobre la misma un pedazo de algodén odon-
tologico embebido en una soluciéon acuosa de sacarosa con la dosis del insecticida a
evaluar. Se contabilizé la mortalidad producida por los insecticidas a las 4 y 24 horas.

1. Material biologico:

Mosquitos de 3-8 dias de edad, privados de sacarosa 48 hs. previas al ensayo.

2. Compuestos quimicos usados:

Imidacloprid, D-(+)-sacarosa (ver 3.3)

3. Ensayo:

Se prepard una solucién madre de 100 mg/1, en agua destilada, de imidacloprid.
A partir de esa soluciéon madre se hicieron por dilucion las demas soluciones con
imidacloprid y con 10 % de sacarosa e imidacloprid. Las concentraciones de las
soluciones de imidacloprid probadas tuvieron una concentracion de 1, 2, 5, 10

43



y 50 mg/l. Las soluciones preparadas por dilucién fueron usadas dentro de las
24 horas.

Se introdujeron entre 5-7 mosquitos de ambos sexos, previamente anestesiados
con diéxido de carbono, en recipientes de 250 ml. El recipiente fue cubierto por
una tela de nylon sujetada por una banda eldstica. Se permitié que los mos-
quitos se recuperaran durante tres horas, antes de presentarles la solucién con
insecticida ofrecida en forma de cebo toxico. El cual consistié de un trozo de
0,25 g de algodén embebidos en la solucién insecticida y fue posteriormente
apoyado sobre la tela de nylon. Se hicieron tres réplicas de cada concentracion,
junto con un control por mortalidad, que consistié de una soluciéon de sacarosa
sin imidacloprid. Se registré la mortalidad a los 45, 90, 120, 180 minutos y a
las 24 horas. El propoésito de este ensayo fue la determinacion de la concentra-
cién necesaria de imidacloprid, en solucién acuosa de sacarosa, para obtener un
volteo del 100 % al cabo de las 24 hs. de exposicién. Este efecto fue observado
a partir de 1 mg/l de concentracién de imidacloprid. Se terminé eligiendo la
concentracién de 10 mg/1 de imidacloprid en solucién acuosa con sacarosa para
los ensayos de 5.2.2 y 5.6.2, en los cuales se registré6 mortalidad por ingestion.

4.2.2. Bioensayo con punto-final toxicolégico de atraccién
de mosquitos hacia flores

1. Material biologico:

Mosquitos de 3-8 dias de edad, privados de sacarosa 48 hs. previas al ensayo.

2. Plantas usadas:

Se eligieron las plantas que dieron positivo en el “Ensayo premilinar de pre-
ferencia de posada de mosquitos en plantas con flores” 4.1.1. La intencién de
este bioensayo fue el determinar la viabilidad de incorporar flores como cebo
para trampas. Las flores y las cantidades usadas fueron: L. maritima 2 g; P.
neochilus 10 g; T. patula 5 g; S. madagascariensis 30 g; E. pectinatus 7 g.

3. Arena experimental:

Se utilizaron jaulas de polimetilmetacrilato 40 x 30 x 40 cm. Las jaulas conta-
ban con una malla metalica en la parte superior y una apertura en uno de los
lados para manipular a los mosquitos.

4. Ensayo:

Previo al ensayo, la jaula fue limpiada con alcohol etilico puro 96°. Luego se
distribuyeron dentro de la jaula tres recipientes de polietileno, dos de 250 ml y
uno de 125 ml. Cada uno de los recipientes de 250 ml fue situado en el medio
de dos lados opuestos entre si. El de 125 ml en el medio de lado opuesto a la
apertura lateral. La Figura 4.3 muestra la distribucion espacial de los recipientes
en la jaula de ensayo.
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4.3.

Dentro del vaso A de la Figura 4.3, se colocaron flores, suficientes como para
llenar el vaso, pero sin que queden compactadas, por lo que la masa vari6 segin
la planta usada, ya que fue disenado como ensayo cualitativo de estimulo vegetal.
Una vez introducido el estimulo, se cubrié el recipiente con una tela porosa de
nylon, sobre la cual se colocaron 0,25 g de algodén embebido en una solucién
acuosa de sacarosa al 10 % con 10 mg/1 de imidacloprid. La Figura 4.4 muestra
el vaso de 250 ml con el estimulo vegetal; cubierto por la tela de nylon; sobre la
cual se colocaron 0,25 g de algodén embebido en la solucién acuosa de sacarosa
al 10 % con 10 mg/1 de imidacloprid.

En el vaso B se coloco un algodén embebido en agua, con el propésito de evitar
que se deshidraten los mosquitos durante el ensayo. El vaso C de la Figura 4.3,
fue introducido vacio y cubierto con una tela porosa de nylon, sobre la cual se
colocaron 0,25 g de algodén embebido en una solucién acuosa de sacarosa al
10 % (sin imidacloprid).

Se realizé un control negativo del ensayo repitiendo el armado de la Figura 4.3,
con la tnica diferencia que no se incluyé un estimulo vegetal en el vaso A. Una
vez que estuvieron armadas las jaulas con el estimulo vegetal y la del blanco
negativo se introdujeron diez mosquitos de cada sexo en cada una.

Al cabo de 24 hs. se determiné la mortalidad en la jaula con el estimulo vegetal
y en la del control negativo. Paralelamente se realizé un control para corregir
por mortalidad. EI control consistié en introducir diez mosquitos de cada sexo
en un recipiente de 1 litro con un algodén embebido en agua en la base. El
recipiente fue cubierto por una tela porosa de nylon, para confinar los mosqui-
tos. Se corrigié por mortalidad usando diez mosquitos de cada sexo, expuestos
Unicamente a agua.

. Andnilis estadistico:

Los resultados fueron analizados por el método no paramétrico Kruskal-Wallis;
se consideraron como estadisticamente significativos valores de p < 0, 05.

Composicion quimica de las emisiones volati-
les de plantas con flores

4.3.1. Recoleccién de volatiles de plantas con flores e iden-

1.

tificacion quimica
Material biologico:

Plantas con flores de las especies: L. maritima, E. pectinatus, S. madagascarien-
518
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Figura 4.3: A: Recipiente de 250 ml con el estimulo, cubierto por una tela porosa
de nylon, sobre la cual se colocd un algodén embebido en una solucion de sacarosa
al 10 % con imidacloprid 10 mg/1. B: Recipiente de 125 ml con un algodén embebido
en agua. C: Recipiente de 250 ml vacio, cubierto por una tela de nylon sobre la cual
hay un algodén embebido en solucion de sacarosa.

Figura 4.4: Recipiente de polietileno con las flores cortadas, cubierto por una te-
la porosa de nylon y con un algodén embebido en una solucién de imidacloprid y
sacarosa.
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2. Compuestos quimicos usados:

Acetofenona, 1-octanol, alcohol fenetilico, isotiocianato de bencilo, isotiociana-
to de alilo, fenilacetonitrilo, 1-noneno, (+)-a-pineno, (-)-a-pineno, [-pineno,
diclorometano (ver 3.3)

3. Equipo:

Cromatdégrafo de gases acoplado a un espectrometro de masas Shimadzu
GCMS-QP5050.

4. Colectas:

La captura de volatiles se realiz6 con una fibra de de micro-extraccion
en fase sélida (SPME) de Divinilbenceno/Carboxen/Polidimetilsiloxano
(DVB/CAR/PDMS).

a) Ensayos preliminares con miel de abeja:

A los fines de determinar el tiempo y la temperatura de extraccion 6ptima
con la fibra de SPME se hicieron ensayos preliminares de prueba con miel
de abeja con la metodologia descrita para plantas que se describe en el
proximo item. Se utilizé miel como estdandar debido a su reproductibili-
dad y al contener volatiles cominmente presentes en flores [32]. A partir
de estos ensayos se establecié un tiempo 6ptimo de 30 minutos de pre-
concentracion, 30 minutos de extraccion y una temperatura de 30°C. La
variabilidad de las caracteristicas fisico-quimicas de los compuestos volati-
les de flores influye en la proporcién de componentes que se capturan con
la SPME, lo que limita su uso al analisis cualitativo.

b) Colecta de voldtiles de las plantas enteras utilizadas en el olfatometro:

Se determiné la composicion quimica cualitativa de las sustancias volatiles
emitidas por las plantas con flores que mostraron efecto biolégico signifi-
cativo en el “Ensayo de preferencia de plantas con flores en olfatémetro”
4.1.2 .

Para obtener un perfil de compuestos volatiles lo més cercano posible al
que experimentaron los mosquitos en 4.1.2, se realizé la colecta con la
planta con flores en la mismas condiciones que en el “Ensayo de preferencia
de plantas con flores en olfatémetro”. Si la planta estuvo dentro de una
maceta durante el ensayo, la coleccién se realizo estando la planta dentro de
la maceta. Si estuvo con el tallo cortado y se la introdujo en agua durante
el ensayo, en esas mismas condiciones se hizo la extraccion. En la Figura
4.5 se puede ver la extraccién de volatiles de la planta. El espacio aéreo
de la planta del tallo para arriba fue aislado por medio de una bolsa de
policarbonato (bolsas para hornear, Ideas Ce De, Argentina). Se permitié
que los compuestos volatiles se acumularan a 30°C durante media hora
previo a la colecta (pre-concentracion) en el espacio de cabeza formado
dentro de la bolsa. Transcurrido el tiempo de acumulacion, se perford la
bolsa con una fibra de (DVB/CAR/PDMS), se la expuso al espacio de
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cabeza y se la dejé adsorbiendo durante media hora. Al concluir el tiempo
de extraccién, la fibra fue desorbida por inyeccion en un cromatégrafo
gaseoso (CG) acoplado a un espectrémetro de masas (EM).

Identificacion de voldtiles por CG-EM:

Los volatiles fueron analizados en un cromatégrafo gaseoso (CG), acopla-
do a un espectrémetro de masas (EM) moledo “GCMS-QP5050” de marca
Shimadzu (Japén) (Figura 4.6). La desorcién de la fibra de SPME fue lle-
vada a cabo a 240°C durante un minuto en el inyector. Las columnas de
CG utilizadas fueron: DB-5ms (longitud: 30 m, didmetro interno: 0,25 mm,
espesor de fase estacionaria: 0,25 pm); Cyclosil-B (longitud: 30 m, didme-
tro interno: 0,25 mm, espesor de fase estacionaria: 0,25 pm); y/o DB-Wax
(longitud: 30 m, didmetro interno: 0,32 mm, espesor de la fase estaciona-
ria: 0,25 pm) de Agilent Tecnologies (California, EEUU). Las condiciones
de temperatura de columna fueron programadas a 50°C por dos minu-
tos, posteriormente fue incrementada a una velocidad de 7°C/min hasta
alcanzar 200°C. Finalmente la temperatura fue mantenida constante du-
rante 5 minutos. La fase mévil fue Helio (He), con un flujo volumétrico de
2,1 ml/min. El detector funcioné a 70 eV y escaned los pesos moleculares
entre 45 y 280 m/z con una temperatura de la interfase de 245°C. Los
espectros de masa obtenidos fueron comparados contra los de la biblioteca
Wiley 7 para determinar tentativamente la identidad de los compuestos.
A los fines de establecer el peso molecular de un compuesto cuyo espectro
de masa no se encontré en la biblioteca, se utilizo la técnica de Ionizacién
Quimica (IQ) con metano y una columna de DB-5ms con el programa de
temperatura descripto anteriormente.

Determinacion del indice de retencion de los componentes voldtiles de las
plantas con flores:

El indice de retencion es un valor que se calcula a partir del tiempo de re-
tencion de un compuesto y los de una serie consecutiva de alcanos lineales.
El valor obtenido es comparado contra los de una base de datos. Este sir-
ve para reforzar o descartar una identificacién tentativa de un compuesto
basada en un espectro de masas. Esto se logra a partir de la co-inyeccion
de la muestra junto con los alcanos lineales.

Se hizo una solucién de 1 mg/ml en diclorometano de alcanos lineales con-
secutivos, partiendo del heptano hasta el pentadecano: C7-Cys.

Una vez extraidos los volatiles de la planta con la fibra. Se virtieron tres
gotas de la solucién de diclorometano de la serie de alcanos consecutivos en
un vial de 10 ml. Se permitié la evaporacién del solvente, posteriormente
el vial fue sellado con un septum de teflon. Se perford el septum con la
fibra con la muestra de compuestos volatiles de la planta y se la expuso al
espacio aéreo dentro del vial por 3 segundos. La fibra fue posteriormente
analizada en un equipo de CG-EM.

Identificacion de voldtiles por co-inyeccion del estandar sintético:
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La tnica manera de confirmar definitivamente la presencia de un com-
puesto con un CG-EM, es a través de la co-inyeccion del estandar sintético
junto con la muestra. Se hicieron soluciones de 1 mg/ml en diclorometano
de los compuestos tentativamente identificados por CG-EM que estaban
disponibles en el laboratorio.

Una vez extraidos los volatiles de la planta con la fibra. Se virtieron tres
gotas de la solucién de diclorometano con un compuesto tentativamente
identificado por CG-EM y disponible en un vial de 10 ml. Se permitié la
evaporacion del solvente, posteriormente el vial fue sellado con un septum
de teflon. Se perforé el septum con la fibra con la muestra de compuestos
volatiles de la planta y se la expuso al espacio aéreo dentro del vial por 3
segundos. La fibra fue posteriormente analizada en un equipo de CG-EM.

4.3.2. Sintesis de 1-noneno

1. Compuestos quimicos utilizados:

1-nonanol, acido sulfurico, acido ortofosforico, sulfato de sodio anhidro y bicar-
bonato de sodio (ver 3.3)

2. Sintesis:

Debido a que en el espacio de cabeza de la planta de S. madagascariensis se
identifico tentativamente 1-noneno por similitud de EM y de indice de retencion
(IR), se consideré necesario sintetizarlo como esténdar y por su importancia
para el estudio de su efecto comportamental sobre Ae. aegypti.

Para la sintesis del 1-noneno se partié del 1-nonanol al cual se le hizo una
reaccién de deshidratacién para dar un alqueno. La reaccion de deshidratacion
puede ser catalizada por acido sulfurico y acido ortofosférico. En la Figura 4.7
se puede observar el mecanismo de deshidratacion acida de un alcohol primario.

La reacciéon de deshidratacion se llevo a cabo por destilacion y en vial.

a) Por destilacién:

En un balén de 10 ml con una columna de destilaciéon conectada, se in-
trodujeron 1 ml de acido sulfirico concentrado con 2,5 ml 1-nonanol. La
mezcla fue calentada a 180°C por 2 horas, la temperatura a la que fue ca-
lentado el balon es inferior a la temperatura de ebullicién del &cido sulftirico
y el 1-nonanol, pero superior a la del 1-noneno. Por lo que el producto se
evaporaba a medida que se fue generando. El destilado fue recolectado y
analizado por CG-EM en una columna DB-bms. Se compararon los espec-
tros de masas y los indices de retencién para determinar los componentes
del resultado de la sintesis.

b) En un vial:
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Figura 4.5: Extraccion de volatiles de plantas evaluadas en el olfatémetro 1: Sujetador
de la fibra para SPME. 2: Espacio en donde se realiza la extraccion de volatiles.
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Figura 4.6: Equipo CG-EM Shimadzu, modelo: GCMS-QP5050

Se prepararon tres viales con 1 ml de acido sulftrico y con 2 ml de 1-
nonanol; y tres viales con 1 ml de acido ortofosférico y con 2 ml de 1-
nonanol.

Un vial con cada acido fue dejado a reposar 24 hs. a diferentes condiciones:
calentado a 50°C por una hora y dejado a reposar por 23 hs.; calentado a
100°C por una hora y dejado a reposar por 23 hs. y calentado a 150°C por
una hora y dejado a reposar por 23 horas.

Al concluir el tiempo de reposo, se extrajo con una pipeta la fase organica
y se la transfirié a otro vial de 10 ml. A la fase orgédnica separada se le
agrego lentamente con agitacién una solucién de bicarbonato de sodio hasta
que dejo de generarse diéxido de carbono. El objetivo del agregado de
bicarbonato de sodio fue neutralizar cualquier resto de acido que hubiera
quedado. Se extrajo la fase organica con una pipeta y se la pasd a otro
vial de 10 ml. Finalmente se le agregaron unos granos de sulfato de sodio
anhidro y se agitd, con el fin de deshidratar la fase organica.

Las distintas fases orgdnicas obtenidas fueron evaluadas por CG-EM en una
columna DB-bms para determinar su composicién. La configuracion del equipo
fue la misma que la descrita para la identificacién de volatiles.
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Figura 4.7: Mecanismo de la reacciéon de deshidratacion de un alcohol primario.

4.4. Estudios comportamentales con componentes
volatiles de plantas con flores

4.4.1. Bioensayo en olfatometro de los compuestos volatiles
identificados y disponibles de partes aéreas de plantas
con flores

1. Material biolégico:

Mosquitos de 3-8 dias de edad, privados de sacarosa 48 hs. previas al ensayo.

2. Compuestos quimicos usados:

Acetofenona, 1-octanol, alcohol fenetilico, isotiocianato de bencilo, isotiocianato
de alilo, fenilacetonitrilo, 1-noneno, (+)-a-pineno, (-)-a-pineno, [-pineno, n-
hexano (ver 3.3)

3. Arena experimental:

Olfatémetro en “Y”.

4. Ensayo:

Se prepararon soluciones en hexano de cada compuesto que fue identificado
en las emisiones florales y estuvo disponible, en tres concentraciones: 10 pg/ml,
100 pg/mly 1 mg/ml. Las condiciones del flujo de aire en el olfatémetro fueron:
Temperatura (T) = 2641 °C, HR = 75+10 %. La velocidad del flujo de aire en
el tronco central fue de 0,5 m/s y de 0,25 m/s en cada brazo. Inicialmente el
flujo de aire se mantuvo cerrado.

Diez mosquitos de un mismo sexo fueron cargados en la base del olfatémetro y
se los dejo aclimatar por cinco minutos. Durante el periodo de aclimatamiento,
todas las compuertas permanecieron cerradas. Las compuertas permiten res-
tringir o habilitar (segin la posicién) el movimiento de mosquitos dentro del
olfatémetro, como las compuertas estan construidas con mallas metalicas, en
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4.5.

todas las posiciones permiten el flujo de aire. A continuacién, con una jeringa
se inyect6 100 pnl de soluciéon del compuesto volétil en el compartimento de vi-
drio con septum por el que pasa el flujo de aire hacia el brazo izquierdo. En el
compartimento de vidrio con septum que llevaba el flujo de aire hacia el otro
brazo se inyecté un volumen equivalente de hexano puro.

Con el estimulo y los moquitos cargados en el olfatometro: se activo el flujo de
aire por 30 segundos antes de abrir la compuerta que separa el compartimiento
de la base del olfatémetro; pasados los 30 segundos iniciales, se abrieron todas
las compuertas en el olfatémetro por cinco minutos, permitiendo, durante ese
tiempo, la movilidad dentro de todo el area experimental del olfatometro a los
mosquitos; pasados los cinco minutos, se cerraron todas las compuertas dentro
el olfatometro, impidiendo que los mosquitos pudiesen migrar del segmento del
olfatémetro en el que se encontraban. Posteriormente se contabilizé la cantidad
de mosquitos que quedaron al cabo de cinco minutos en cada segmento. Se
hicieron al menos seis réplicas con cada sexo.

. Andalisis estadistico Al final del ensayo los mosquitos fueron extraidos con una

aspiradora. Los resultados fueron analizados por el método no paramétrico
Kruskal-Wallis y se consideré como estadisticamente significativos valores de
p < 0,05.

Estudios sobre inflorescencias cortadas de L.
maritima

4.5.1. Evaluacion de atracciéon por inflorescencias cortadas

de L. maritima en el olfatometro

Material bioldogico:

Mosquitos de 3-8 dias de edad, privados de sacarosa 48 hs. previas al ensayo.

. Plantas usadas:

L. maritima

. Arena experimental:

Olfatémetro en “Y”.

. Ensayo:
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Se evaluaron los efectos comportamentales en mosquitos de las inflorescencias
cortadas de L. maritima cuya composicién de voldtiles es diferente a la de la
planta con flores de la misma especie.

Se pusieron 2 g de inflorescencias sobre un vidrio de reloj previamente lavado
con etanol y secado en estufa a 150°C por una hora. El vidrio de reloj con
las inflorescencias fue posteriormente introducido en el brazo izquierdo del ol-
fatémetro y en el brazo derecho se colocé un vidrio de reloj vacio. Los vidrios
de reloj se situaron entre la rejilla final y la compuerta situada en cada brazo.
Las inflorescencias fueron cambiadas cada hora. Una vez ubicadas las flores, se
activé el flujo de aire cuyas condiciones fueron: Temperatura (T) = 26+1°C,
HR = 75410 %, velocidad del aire en el tronco central 0,5 m/s y en cada brazo
0,25 m/s. Una vez armado el olfatémetro, se introdujo un mosquito en el com-
partimento en la base del tronco central. Se lo dej6 aclimatar por dos minutos y
luego se abrié la compuerta y se registro la primera eleccién de brazo. Si al cabo
de tres minutos no se habia decidido por algiin brazo, se lo computaba como “no
respondié”. Se evaluaron en total 40 mosquitos hembra y 40 mosquitos macho
que optaron por algin brazo del olfatémetro. La cantidad que no respondié fue
menor al 10 %. Para el ensayo control se colocé un vidrio de reloj limpio en cada
brazo, entre la rejilla al final y la compuerta del brazo. Se probé la respuesta
de 80 mosquitos hembra y 80 mosquitos macho en el control.

5. Andlisis Estadistico

Se compararon las respuestas entre el ensayo con la inflorescencia de aliso y
las del control para determinar si eran estadisticamente significativas. Las res-
puestas fueron analizadas por medio de x2. El umbral de significancia fue de
p < 0,05.

4.5.2. Identificacion de compuestos volatiles de las inflores-
cencias cortadas de L. maritima

1. Planta usada:

L. maritima

2. Compuestos quimicos usados:

Acetofenona, 1-octanol, alcohol fenetilico, isotiocianato de bencilo, isotiociana-
to de alilo, fenilacetonitrilo, 1-noneno, (+)-a-pineno, (-)-a-pineno, [-pineno,
diclorometano (ver 3.3)

3. Equipo:

Cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de masas Shimadzu GCMS-
QP5050.

4. Colectas:
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La captura de volatiles se realizé con una fibra de SPME de DVB/CAR/PDMS.

Dentro de un vial de 10 ml se introdujo 1 g de inflorescencias cortadas de L.
maritima. El vial fue sellado con un septum de teflon. Se permitié que los
volétiles se acumularan durante 24 horas. Una vez transcurridas las 24 horas,
se extrajo una muestra de los volatiles emitidos por medio de una fibra de
DVB/CAR/PDMS durante 30 min a 30°C. Una vez concluido el tiempo de
extraccion, la fibra fue desorbida en un CG-EM. En la figura 4.8 se puede ver
la toma de muestra de volatiles de las inflorescencias de aliso cortadas.

. Identificacion de voldtiles por CG-EM:

Los volétiles fueron analizados en un cromatégrafo gaseoso (CG), acoplado a
un espectrometro de masas (EM) moledo “GCMS-QP5050” de marca Shimadzu
(Japén). La desorcién de la fibra de SPME fue llevada a cabo a 240°C durante
un minuto en el inyector. Las columnas de CG utilizadas fueron: DB-5ms (lon-
gitud: 30 m, didmetro interno: 0,25 mm, espesor de fase estacionaria: 0,25 pm);
Cyclosil-B (longitud: 30 m, didmetro interno: 0,25 mm, espesor de fase esta-
cionaria: 0,25 pm); y/o DB-Wax (longitud: 30 m, didmetro interno: 0,32 mm,
espesor de la fase estacionaria: 0,25 pm) de Agilent Tecnologies (California,
EEUU). Las condiciones de temperatura de columna fueron programadas a
50°C por dos minutos, posteriormente fue incrementada a una velocidad de
7°C/min hasta alcanzar 200°C. Finalmente la temperatura fue mantenida cons-
tante durante 5 minutos. La fase mévil fue Helio (He), con un flujo volumétrico
de 2,1 ml/min. El detector funcioné a 70 eV y escaned los pesos moleculares
entre 45 y 280 m/z con una temperatura de la interfase de 245°C. Los espec-
tros de masa obtenidos fueron comparados contra los de la biblioteca Wiley
7 para determinar tentativamente la identidad de los compuestos. A los fines
de establecer el peso molecular de un compuesto cuyo espectro de masa no se
encontro en la biblioteca, se utiliz6 la técnica de Ionizacién Quimica (IQ) con
metano y una columna de DB-5ms con el programa de temperatura descripto
anteriormente.

. Determinacion del indice de retencion de los componentes voldtiles de las plan-
tas con flores:

El indice de retencién es un valor que se calcula a partir del tiempo de retencién
de un compuesto y los de una serie consecutiva de alcanos lineales. El valor
obtenido es comparado contra los de una base de datos. Este sirve para reforzar
o descartar una identificacién tentativa de un compuesto basada en un espectro
de masas. Esto se logra a partir de la co-inyeccion de la muestra junto con los
alcanos lineales.

Se hizo una solucién de 1 mg/ml en diclorometano de alcanos lineales consecu-
tivos, partiendo del heptano hasta el pentadecano: C;-Cys.

Una vez extraidos los volatiles de la planta con la fibra. Se virtieron tres gotas
de la solucion de diclorometano de la serie de alcanos consecutivos en un vial de
10 ml. Se permitié la evaporacién del solvente, posteriormente el vial fue sellado
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con un septum de teflén. Se perford el septum con la fibra con la muestra de
compuestos voldtiles de la planta y se la expuso al espacio aéreo dentro del vial
por 3 segundos. La fibra fue posteriormente analizada en un equipo de CG-EM.

7. Identificacion de voldtiles por co-inyeccion del estandar sintético:

La tnica manera de confirmar definitivamente la presencia de un compuesto
con un CG-EM, es a través de la co-inyeccion del estandar sintético junto con
la muestra. Se hicieron soluciones de 1 mg/ml en diclorometano de los com-
puestos tentativamente identificados por CG-EM que estaban disponibles en el
laboratorio.

Una vez extraidos los volatiles de la planta con la fibra. Se virtieron tres gotas
de la solucién de diclorometano con un compuesto tentativamente identificado
por CG-EM vy disponible en un vial de 10 ml. Se permitié la evaporacion del
solvente, posteriormente el vial fue sellado con un septum de teflén. Se perforo
el septum con la fibra con la muestra de compuestos volatiles de la planta
y se la expuso al espacio aéreo dentro del vial por 3 segundos. La fibra fue
posteriormente analizada en un equipo de CG-EM.

4.5.3. Bioensayo de atraccion hacia compuestos volatiles de
inflorescencias cortadas de L. maritima

1. Material biologico:

Mosquitos de 3-8 dias de edad, privados de sacarosa 48 hs. previas al ensayo.

2. Compuestos quimicos utilizados:

Acetofenona, 1-octanol, alcohol fenetilico, isotiocianato de bencilo, isotiocianato
de alilo, fenilacetonitrilo, acetona (ver 3.3)

3. Arena experimental:

Olfatometro en “Y”.

4. Ensayo:

Las condiciones de temperatura, humedad y la velocidad de flujo del aire, fueron
similares a las del ensayo 4.1.2. El tratamiento para desodorizar a los vidrios de
reloj fue el mismo y fueron colocados durante los ensayos en la misma ubicacion
que en el ensayo con aliso previamente descrito 4.5.2. Los mosquitos usados
estuvieron en condiciones similares al ensayo antes descrito.

Se prepararon soluciones de 1 mg/ml en acetona de todos los volétiles evaluados.
En el brazo izquierdo se colocé un vidrio de reloj con una alicuota de 100 pl de
la solucion en acetona con el compuesto volatil. En el brazo derecho se coloco
un vidrio de reloj con una alicuota de 100 pl de acetona. Con los vidrios de reloj
cargados dentro del olfatémetro y el flujo de aire abierto, se colocé un mosquito
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Figura 4.8: Toma de muestra de volétiles de las inflorescencias cortadas de L. mari-
tima. 1: Fibra de (DVB/CAR/PDMS). 2: Espacio en donde se realiza la emisién de
volatiles.
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en el compartimento del tronco central. Se lo dejé aclimatar por dos minutos
antes de abrir la compuerta. Una vez abierta la compuerta se lo dejé circular por
tres minutos, anotando la primera eleccion de brazo. Si al cabo de tres minutos
no se habia decidido por algin brazo, se lo computaba como “no respondié”.
La cantidad de mosquitos que no respondieron fue menor que el 10%. Para
realizar el blanco se repitié exactamente el procedimiento anterior, pero con
acetona pura en ambos brazos del olfatémetro. Los ensayos con los compuestos
volétiles de L. maritima, se repitieron 4044 veces con hembras y machos. Los
blancos con acetona se repitieron 8044 veces con hembras y machos.

5. Andlisis estadistico:

Las respuestas fueron analizadas por medio de x2. El umbral de significancia
fue de p < 0,05.

4.5.4. Determinacion de una posible nectarizacion por Ae.
aegypti de la flor de L. maritima presente en su inflo-
rescencia. Cuantificaciéon de ingesta de fructosa

1. Material bioldgico

Mosquitos de 3-8 dias de edad, privados de sacarosa 48 hs. previas al ensayo.

2. Planta usada:

L. maritima

3. Compuestos quimicos usados:

Fructosa, acido clorhidrico, resorcinol (ver 3.3)

4. Arena experimental:

Los ensayos fueron realizados en jaulas de polimetilmetacrilato de
40 x 30 x 40 cm. Las jaulas contaron con una malla metdlica en la parte su-
perior y una apertura en uno de los lados para manipular a los mosquitos.

5. Equipo:
Espectrofotémetro Shimadzu UV-160.

6. Ensayo:

Previo al ensayo, la jaula fue rociada con alcohol etilico 96 °y se permitié su
evaporacion durante 15 minutos. Se introdujo en la jaula una planta de L.
maritima en maceta, la cual fue aislada desde la base del tallo con una bolsa de
policarbonato (bolsas para hornear, Ideas Ce De, Argentina) para evitar que los
mosquitos interactiien con la tierra. Se procurd que la ubicacién de la planta,
dentro de la jaula, fuera lo mas central posible. Diez mosquitos de cada sexo
fueron liberados dentro de la jaula. A las 24 hs. la planta fue removida y los
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mosquitos volteados con etanol 96 °. Los mosquitos fueron congelados a —20
°C, hasta la cuantificacion del contenido de fructosa. El método utilizado para
medir la cantidad promedio de fructosa en el mosquito fue adaptada de Nunes
et al. [15].

Los mosquitos fueron homogenizados en 150 pl de agua destilada. El homoge-
nato fue transferido a un vial de Eppendorf de 1,5 ml y posteriormente centri-
fugado a 8000 g por 15 minutos. Una alicuota de 100 pl del sobrenadante fue
transferida a un vial de vidrio de 1,5 ml, posteriormente se le agregaron 500 pl
del reactivo de Seliwanoff (0,5 g de resorcinol en 1000 ml de HCI 6N) y se lo
dejo reaccionar por 3 minutos en bano de marfa. Al concluir el tiempo de reac-
cién se transfirié el producto de reaccién a un vial de Eppendorf de 1,5 ml y
se lo centrifugd a 8000 g por 15 minutos nuevamente. Se midi6 la absorbancia
del sobrenadante, con un espectrofotémetro, en la frecuencia de 484 nm. La
Figura 4.9 muestra la reaccion de Seliwanoff, la figura 4.10 es una fotografia
de los estandares usados para hacer la curva de calibracion, para cuantificar la
fructosa, en orden de menor a mayor concentracion.

7. Cuantificacion de fructosa:

Para cuantificar la fructosa, se realizo una curva de calibracién con cantida-
des de 2 pg, 4 pg, 8 pg, 16 pg, 32 ng y 40 pg de fructosa en 3 ml de solucion
(incluyendo al reactivo de Seliwanoff).
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Figura 4.10: Viales de vidrio con estandares de la reaccion de Seliwanoff con fructosa,
para realizar la curva de calibracion.
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4.6.

Formulaciéon en matrices de parafina y esteari-
na de componentes de plantas con flores atrac-
tantes de mosquitos y su evaluacién biolégica
con punto-final toxicolégico

4.6.1. Formulacién de compuestos atractantes de mosquitos

1.

en parafina y estearina

Compuestos quimicos usados:

Parafina 55°C, estearina, 1-noneno, acetofenona (ver 3.3)

Preparacion de formulados solidos conteniendo compuestos voldtiles:

Se prepararon discos de 10 ml de parafina o estearina formulados con 10 mg,
1 mgy 0,5 mg de acetofenona o 1-noneno. Para preparar los discos de estearina o
parafina se fundié el material base en bano de maria en un vaso de precipitado
de 250 ml. Una vez derretido el compuesto fueron vertidos 10 ml del liquido
resultante a un vaso de precipitado de 25 ml.

El vaso de precipitado de 25 ml con el material del disco fue mantenido en estado
liquido en bano de maria. Luego se le agregd con fuerte agitacién una solucion
de diclorometano con 5 mg/ml del compuesto a incorporar (acetofenona o 1-
noneno) en cantidad suficiente para obtener 10 mg, 1 mg y 0,5 mg finales en
el disco de 10 ml. Para tal fin de utilizaron alicuotas de 2 ml, 200 pl y 100 pul
respectivamente de la solucién de acetofenona o 1-noneno en diclorometano.
Se eligi6 el diclorometano como solvente de los compuestos a incorporar en los
discos; por su bajo punto de ebullicién (39°C), inferior a los puntos de fusién de
la estearina (54-75°C) y de la parafina (52-54°C), favoreciendo la evaporacién
del solvente. Los puntos de ebullicién de los compuestos volatiles incorporados
a los discos, acetofenona y 1-noneno, son 202°C y 146,9°C respectivamente.
Dichas temperaturas de ebulliciéon son mayores a las de fusién de la estearina y la
parafina, e incluso superior a los 100°C, que es la temperatura maxima obtenible
con un bano de marfa. Una vez incorporado el compuesto volatil, se vertio la
mezcla en un molde de aluminio cilindrico y abierto en ambos lados, con 6 cm de
diametro. El molde fue apoyado sobre una lamina de policarbonato y la union
entre el cilindro y la base, fue sellada con plastilina. Se le permitio solidificar al
disco durante tres horas a temperatura ambiente, antes de ser retirado del molde
para ser utilizado en el bioensayo con punto-final toxicolégico. En la Figura 4.11
se puede ver un disco de parafina terminado.
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Figura 4.11: Disco de parafina

4.6.2. Ensayo de atraccién de mosquitos por formulados séli-
dos con punto-final toxicolégico

1. Material biolégico:

Mosquitos de 3-8 dias de edad, privados de sacarosa 48 hs. previas al ensayo.

2. Compuestos quimicos usados:

Parafina 55°C, estearina, 1-noneno, acetofenona, imidacloprid, diclorometando,
D-(+)-sacarosa (ver 3.3)

3. Arena experimental:

Los ensayos fueron hechos en jaulas de marco de aluminio 80 x 40 x 40 c¢m en-
vueltas en una tela blanca de nylon, con una apertura en cada extremo de la
jaula.

4. Ensayo:

Los bioensayos de comportamiento atractante con punto-final toxicolégico fue-
ron realizados con los discos de parafina o estearina conteniendo distintas con-
centraciones de acetofenona o 1-noneno. Estos discos son los descritos en 4.6.

Cada jaula fue ubicada sobre una lamina de polimetilmetacrilato y provista de
tres recipientes de polietileno, dos de 250 ml y uno de 125 ml. Los dos de 250 ml
fueron situados uno en cada extremo y el de 125 ml en el medio. Dentro de uno
de los vasos de 250 ml se colocd un disco de parafina o de estearina formulados
con compuestos volatiles atractantes (acetofenona o 1-noneno).

Una vez que el disco fue introducido en el recipiente de 250 ml, este fue cubier-
to con una tela porosa de nylon, sobre la cual se colocé un trozo de 0,25 g de
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Figura 4.12: Recipiente de polietileno con el disco de parafina, cubierto por una
tela porosa de nylon y con un algodén embebido en una soluciéon de imidacloprid y
sacarosa.

algodén embebido en una solucién de sacarosa al 10 % con 10 mg/1 de imida-
cloprid. El otro recipiente en el extremo opuesto se dejo vacio y también fue
cubierto con una tela porosa de nylon, sobre la cual se coloco un trozo de 0,25 g
de algodén embebido en una solucién de sacarosa al 10 % sin insecticida.

El ensayo control consistio en un diseno idéntico al ya descrito. Excepto que el
recipiente sobre el cual se colocé un trozo de 0,25 g de algodéon embebido en
una solucién de sacarosa al 10 % con 10 mg/1 de imidacloprid, contuvo un disco
de parafina o estearina, segin el caso, sin ningiin compuesto volatil atractante
incorporado al mismo. Una vez armada la jaula experimental y la del control,
se introdujeron en cada una, doce mosquitos de cada sexo.

A las 24 hs. se midié mortalidad y se la comparé con el control. Se corrigié por
mortalidad con un control de 10 mosquitos de cada sexo expuesto unicamente
a agua, dentro de un recipiente de 1 litro. En la Figura 4.12 se puede ver el
armado del recipiente con el disco, cubierto por una tela de nylon, sobre el cual
se apoya un algodén embebido en una solucién acuosa de sacarosa al 10 % con
10 mg/1 de imidacloprid. La Figura 4.13 muestra la jaula, en donde se llevé a
cabo el ensayo.

5. Andlisis estadistico:

Los resultados fueron analizados por el método no paramétrico Kruskal-Wallis
y se consideré como estadisticamente significativos valores de p < 0, 05.
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Figura 4.13: Area experimental para evaluar los discos con compuesto volatil incor-
porado.
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5 Resultados

5.1. Estudios comportamentales con plantas con
flores

5.1.1. Ensayo preliminar de preferencia de posada de mos-
quitos en plantas con flores

El objetivo de este ensayo fue llevar a cabo una pre-selecciéon de las plantas con
flores que posteriormente fueron evaluadas en el “Ensayo de preferencia de plantas
con flores en olfatémetro” 5.1.2 y en el “Bioensayo con punto-final toxicélogico de
atraccion de mosquitos hacia flores” 5.2.2. A pesar de tener un disefio simple como
fue descrito en Métodos 4.1.1, permite evaluar la preferencia relativa del mosquito
hacia muchas plantas con flores en poco tiempo. Tiene la limitacién de no permitir
discriminar entre los distintos estimulos (visuales y/u olfativos) que podrian estar
provocando la atraccion de Ae. aegypti hacia las plantas con flores. Por lo tanto es
solo un ensayo exploratorio orientativo. La ventaja es que puede dar, en poco tiempo,
una informacién preliminar sobre las plantas con flores que podrian contener volatiles
atractantes que se podrian introducir, ellas o sus componentes activos, en forma de
cebo en una trampa para mosquitos. Se hicieron tres réplicas independientes por
planta. En la Figura 5.1 se pueden ver el nimero de mosquitos adultos, de ambos
sexos, posados y probando por planta. Las plantas con flores seleccionadas para los
ensayos posteriores son las que estdn marcadas con (x). Fueron elegidas para los
siguientes ensayos, las que tuvieron seis o0 mas mosquitos posados. En ningin caso se
observo algin mosquito posado sobre el algodén hiimedo, probablemente porque el Ae.
aegypti prefiere superficies oscuras y solo se hubieran posado sobre el algodon blanco
en caso de necesitar agua, lo que no ocurrié. Se evaluaron algunas plantas en maceta
con tierra y otras dentro de un matraz Erlenmeyer. A pesar de que la presentacion de
la planta, en el experimento, podria alterar la composicion de volatiles y por lo tanto
la respuesta comportamental de los mosquitos. Lo anterior no impide que las plantas
en ambas presentaciones sean evaluadas, debido a que el propésito del screening es
encontrar plantas, independientemente de su presentacion, que contengan voldtiles
atractantes.
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Figura 5.1: Izq: Promedio de mosquitos posados sobre cada planta. Der: Promedio
de mosquitos probando cada planta.

5.1.2. Ensayo de preferencia de plantas con flores en ol-
fatometro

Las plantas con flores que resultaron seleccionadas del “Ensayo preliminar de
preferencia de posada de mosquitos en plantas con flores” 5.1.1 fueron: E. pectinatus,
P. neochilus, L. maritima, S. madagascariensis y T. patula. La Tabla 5.1 contiene
el promedio de hembras que eligen el brazo del olfatémetro con la planta estimulo y
el andlisis estadistico correspondiente, el cual fue calculado con el Test de Kruskal-
Wallis. En el otro brazo no habia ningtin tipo de estimulo, sirviendo de control. La
Tabla 5.2 contiene el promedio de machos que eligen el brazo con la planta estimulo
y el andlisis estadistico correspondiente, el cual fue calculado con el Test de Kruskal-
Wallis. En el otro brazo (control) no habia ningin tipo de estimulo.

Las plantas con flores que mostraron un efecto atractante significativo fueron E.
Pectinatus, L. maritima en machos y en hembras y S. madagascariensis en machos. P.
neochilus mostré un efecto de aversion al vuelo en ambos sexos, pero sélo en machos
fue este estadisticamente significativo p < 0,05. Durante los ensayos menos del 20 %
de los mosquitos fueron los que no abandonaron el segmento de liberacion, los cuales
no fueron considerados para determinar la proporcién de respuesta al estimulo. El
abandono del segmento de liberaciéon no implica que hubieran elegido algin brazo del
olfatémetro, debido a que hubieran podido permanecer en el tronco central.
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Respuesta

Planta al Mediana DeSYiaCién g | valor
estimulo estandar de p

blanco 0,47 0,47 0,16 0 1
E. pectinatusx 0,70 0,73 0,14 5,97 1 0,0124
P. neochilus 0,34 0,29 0,14 3,65 | 0,0531
L. maritimax 0,67 0,75 0,14 5,34 | 0,0171
S. madagascariensis 0,59 0,5 0,20 1,90 | 0,1686
T. patula 0,54 0,58 0,22 0,64 | 0,4406

Tabla 5.1:

Respuesta de eleccién de hembras de Ae. aegypti en un olfatémetro de

dos vias hacia las plantas con flores seleccionadas sin contacto visual. Los asteriscos
indican diferencias significativas en la respuesta, p < 0, 05.

Respuesta

Planta al Mediana | DesViacion | gy | Valor
estimulo estandar de p

blanco 0,51 0,50 0,14 0 1
E. pectinatusx 0,71 0,66 0,13 8,08 | 0,0028
P. neochilusx 0,27 0,28 0,15 7,34 | 0,0045
L. maritimax 0,73 0,71 0,15 7,83 | 0,0027
S. madagascariensisx 0,76 0,66 0,14 10,95 | 0,0008
T. patula 0,62 0,67 0,22 2,28 | 0,1317

Tabla 5.2: Respuesta de elecciéon de machos de Ae. aegypti en un olfatémetro de
dos vias hacia las plantas con flores seleccionadas sin contacto visual. Los asteriscos
indican diferencias significativas en la respuesta, p < 0, 05.
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5.2. Estudios de atraccion de mosquitos hacia flo-
res con punto-final toxicolégico

5.2.1. Ensayo previo para establecer una concentracién toxi-
ca de imidacloprid para el ensayo comportamental

Las plantas con flores que resultaron seleccionadas en el “Ensayo preliminar de
preferencia de posada de mosquitos en plantas con flores” 5.1.1 para ser evaluadas en el
“Bioensayo con punto-final toxicolégico de atraccion de mosquitos hacia flores”5.2.2
fueron: E. pectinatus, P. neochilus, L. maritima., S. madagascariensis y T. patula.
Este ensayo compara las mortalidades de mosquitos adultos expuestos a un cebo
téxico en presencia de las emisiones de plantas con flores, comparativamente con los
blancos, como fue descrito en Métodos 4.2.2. Como cebos atractantes se utilizaron
las plantas con flores previamente mencionadas; como téxico se utilizé una solucién
acuosa de sacarosa al 10% vy el insecticida sistémico imidacloprid. La sacarosa se
incluyé como fagoestimulante.

En este ensayo previo se busco cudl es la concentracién de imidacloprid necesaria
para obtener un 100 % de mortalidad en el tiempo del ensayo. Este ensayo previo
para determinar la concentracién de imidacloprid que se usaria posteriormente en
el bioensayo toxicolégico fue realizado una tunica vez (sin réplicas) por ser sélo una
orientacion para establecer la concentracién adecuada de imidacloprid para el ensayo
toxicolgico con las plantas con flores. En la Tabla 5.3 se pueden ver la supervivencia
de ambos sexos sumados a distintos tiempos, distintas concentraciones de insecticida
y con o sin sacarosa. El nimero de mosquitos en cada ensayo fue de 5 a 7.

Los resultados que muestra la Tabla 5.3 sugirieron como éptima una concentracién
de 10 mg/1 de imidacloprid en 10% de sacarosa que produce una mortalidad de
100% en 90 minutos como la més adecuada para realizar los ensayos con punto-
final toxicoldgico con las diferentes plantas con flores que en las evaluaciones previas
mostraron la capacidad de atraer Ae. aegypti.

El ensayo con punto-final toxicolégico permitié observar que los mosquitos no
ingieren la solucion con imidacloprid si no hay un fagoestimulante presente, en este
caso la sacarosa. Se encontré que la concentracién minima evaluada de 1 mg/l de
imidacloprid con 10 % de sacarosa mostré una mortalidad de 100 % al cabo de 24
horas. Este resultado indica que la LDgg de imidacloprid en Ae. aegypti por ingesta
debe ser necesariamente menor que esa concentracién.

68



Porcentaje de supervivencia
Concentracion de mosquitos a distintos
tiempos en horas.

imidacloprid | sacarosa
mg/1 % 0 0,75 | 1,5 2 3 24

1 0 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
1 10 100 | &4 o0 | 34 | 17 | O
2 0 100 | 100 | 100 | 100 | 80 | &0
2 10 100 | 86 29 | 29 | 29 0
5

5

0 100 | 86 86 | 8 | 86 | 86
10 100 | 60 0 0 0 0

10 0 100 | &4 84 | 66 | 66 | 66
10 10 100 | 40 0 0 0 0
20 0 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
50 0 100 | 100 | 100 | 86 | 86 | 86
100 0 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

Tabla 5.3: Porcentaje de supervivencia de mosquitos Ae. aegypti adultos expuestos a
distintas concentraciones de imidacloprid, con o sin sacarosa, a distintos tiempos de
exposicion.
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Planta | Nazere e | Promedo b, T tediana | Do w [ Y
E. pectinatusx 4 84 0,89 0,13 5,33 | 0,0286
E. pectinatus blanco 4 38 0,37 0,09 - -
P. neochilus 11 36 0,38 0,21 0,48 | 0,4894
P. neochilus blanco 11 44 0,47 0,15 - -
L. maritimax 11 60 0,6 0,17 4,55 | 0,0326
L. maritima blanco 11 39 0,4 0,24 - -
S. madagascariensis 4 38 0,35 0,25 0,08 | 0,8286
S. madagascariensis 4 37 0,37 0,04 - -
blanco
T. patula 11 37 0,38 0,23 0,0011 | 0,9737
T. patula blanco 11 34 0,36 0,16 - -

Tabla 5.4: Mortalidad de Ae. aegypti hembras por cebo téxico en presencia o ausen-
cia de flores. Los asteriscos indican una diferencia estadisticamente significativa en
comparacién con el blanco para la misma planta, p < 0, 05.

5.2.2. Bioensayo con punto-final toxicolégico de atraccién de
mosquitos hacia flores

El ensayo previo con soluciones de imidacloprid y sacarosa permitié determinar la
concentracion de téxico adecuada para estudiar el efecto de una potencial atraccion,
modulada por las emisiones volatiles de las plantas con flores, sobre la toxicidad de
los cebos.

La mortalidad de mosquitos machos y hembras expuestos a soluciones de sacarosa
conteniendo imidacloprid en presencia o ausencia de las flores seleccionadas se mues-
tran en las Tablas 5.4 y 5.5, para hembras y machos respectivamente. Se realizé una
medicién de blanco para cada planta. En el blanco se repitié el ensayo, pero sin incluir
el estimulo vegetal. Los resultados fueron analizados estadisticamente con el Test de
Kruskal-Wallis. En ambos casos se usaron las plantas con flores para las cuales se
habfia determinado mayor preferencia de posada como indicador de atraccién hacia el
mosquito.

Se pudo observar un aumento estadisticamente significativo de la mortalidad pro-
ducida en hembras por la solucién de imidacloprid en presencia de plantas con flores
de E. pectinatus y L. maritima; y en machos en presencia de las plantas con flores de
E. pectinatus, L. maritima y S. madagascariensis.
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Planta | N e[ romed de [ nteaiana | Dineon | w [ e
E. pectinatusx 4 68 0,67 0,06 5,33 | 0,0286
E. pectinatus blanco 4 25 0,23 0,11 - -
P. neochilus 11 23 0,27 0,14 0,79 | 0,3744
P. neochilus blanco 11 32 0,31 0,22 - -
L. maritimax 11 49 0,54 0,17 7,07 | 0,0074
L. maritima blanco 11 19 0,1 0,24 - -
S. madagascariensisx 4 50 0,5 0,08 5,33 | 0,0286
S. madagascariensis 4 23 0,23 0,03 - -
blanco
T. patula 11 48 0,54 0,27 0,0011 | 0,9738
T. patula blanco 11 47 0,44 0,26 - -

Tabla 5.5: Mortalidad de Ae. aegypti machos por cebo téxico en presencia o ausen-
cia de flores. Los asteriscos indican una diferencia estadisticamente significativa en
comparacién con el blanco para la misma planta, p < 0, 05.

5.3. Composicién quimica de las emisiones volati-
les de plantas con flores

5.3.1. Recoleccion de volatiles de plantas con flores e identi-
ficacién quimica

Se procedi6 a la recoleccién y posterior analisis de los volatiles emitidos por las
plantas con flores que mostraron en uno o ambos sexos de mosquitos una respuesta
comportamental positiva y estadisticamente significativa en los ensayos de olfatéme-
tro.

Las plantas con flores en las que se analizaron los compuestos volatiles segin el
criterio antedicho fueron: F. pectinatus, L. maritima y S. madagascariensis.

La recoleccién de volatiles de las plantas con flores fue realizada como se des-
cribiera en Métodos 4.3.1,con la técnica de SPME en una fibra tricomponente de
DVB/CAR/PDMS. Los voldtiles adsorbidos fueron posteriormente desorbidos en un
equipo de CG-EM.

Para determinar el indice de retencién o de Kovats (IR) de los compuestos en la
columna se co-adsorbieron e inyectaron secuencias de alcanos lineales. El método de
coleccion de volatiles por SPME tiene la limitante de que no es posible cuantificar
la composicién de la mezcla adsorbida ya que debido a la selectividad del material
adsorbente de la fibra sélo permite establecer un perfil cualitativo de la misma. Aun
asi, se puede obtener un perfil semi-cuantitativo sobre las cantidades relativas de los
volatiles quimicamente relacionados.
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Tiernpo. de | Area Compuesto IR de Similitud | IR bibliografia

Retencién | en% DB-5ms | EM en% de DB-5ms
5,68 0,59 a-tujona 027 80 929 [100]
7,12 0,65 1-deceno 990 86 989 [159]
7T 032 | a-felandreno 1005 90 1003 [100]
9,48 81,07 l-undeceno 1091 98 1091 [165]
11,69 0,24 1-dodeceno 1188 96 1189 [159]
12,47 0,94 benzotiazol 1224 95 1224 [11]
15,63 3 Q-copaeno 1374 96 1372 [19]
16,52 4,91 | trans-f-cariofileno | 1419 96 1419 [106]
17,27 0,53 a-humuleno 1458 96 1458 [14]
17,99 0,68 a-muuroleno 1496 94 1497 [1806]

Tabla 5.6: Compuestos volétiles de E. pectinatus identificados por: comparacién del
EM contra una biblioteca de espectros y por comparacién del IR medido para la
columna DB-Hms contra una biblioteca.

Los resultados de las composiciones de los volatiles de las plantas con flores ana-
lizadas se describen a continuacion.

5.3.2. Identificacion de volatiles de E. pectinatus.

Los compuestos volatiles encontrados en los espacios de cabeza de E. pectinatus
provenientes de la parte aérea de la planta enraizada confinada en una bolsa de poli-
carbonato, se muestran en la Tabla 5.6. La captura de volatiles y su posterior analisis
por CG-EM con una columna DB-5ms, incluyendo la incorporacién de alcanos para
determinar el IR, se realizaron como fue descrito en Métodos 4.3.1. Los compuestos
identificados fueron en su mayoria 1-alquenos y terpenos. Los terpenos tentativamen-
te identificados fueron: a-tujona, a-felandreno; sesquiterpenos: a-copaeno, trans-3-
cariofileno, a-humuleno, a-muuruleno. Los 1-alquenos fueron: 1-deceno, 1-undeceno
y 1-dodeceno. A pesar de que la técnica usada no fue apta para andlisis cuantitativo,
los resultados obtenidos sugieren fuertemente que 1-undeceno es el compuesto volatil
mas importante en las emisiones volatiles de E. pectinatus. En la Tabla 5.6 se in-
forman los tiempos de retencion, drea relativa, IR calculado, Porcentaje de similitud
del EM contra el de la biblioteca, identidad adjudicada e IR de bibliografia de los
compuestos aislados.

Los compuestos mayoritarios encontrados como componentes volatiles de F. pec-
tinatus fueron, segin la bibioteca de EM, el 1-undeceno y el trans-g-cariofileno. Estos
compuestos no estuvieron disponibles ni eran comercialmente accesibles, por lo que no
fue posible una posterior evaluacién de los mismos individualmente para determinar
cuales podrian tener un efecto atractante hacia mosquitos. Aun asi los resultados ob-
tenidos del andlisis de espacio de cabeza, van a ser tenidos en cuenta en conclusiones
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Tiempo de | Area Compuesto IR de Similitud | IR bibliografia

Retencién | en% DB-5ms | EM en % de DB-5ms
4,89 75,7 1-noneno 891 97 889 [159]
5,81 9,2 a-pineno 933 98 933 [11]
6,65 0,3 sabineno 967 92 969 [19]
6,79 5,19 [-pineno 976 96 976 [180]
7,40 4,77 | acetato de 4-hexen-1-ol 1003 97 -
8,00 1,34 p-felandreno 1028 88 1028 [185]
9,40 0,25 1-undeceno 1088 90 1091 [165]

Tabla 5.7: Compuestos volatiles de S. madagascariensis identificados por: compara-
cion del EM contra una biblioteca de espectros y por comparacion del IR calculado
para la columna DB-bms contra una biblioteca.

y en eleccién de sustancias para ensayos futuros.

5.3.3. Identificacién de volatiles de S. madagascariensis.

Los compuestos volatiles encontrados en los espacios de cabeza de S. madagasca-
riensis provenientes de la parte aérea de la planta con el tallo cortado, dentro de un
matraz Erlenmeyer con agua purificada y confinada en una bolsa de policarbonato, se
muestran en la Tabla 5.7. La captura de volatiles y su posterior analisis por CG-EM
con una columna DB-5ms, incluyendo la incorporacién de alcanos para determinar el
IR, se realizaron como fue descrito en Métodos 4.3.1. En la Tabla 5.7 se informan los
tiempos de retencién, area relativa, IR, Porcentaje de similitud del EM contra el de la
biblioteca, identidad adjudicada e IR de bibliografia de los compuestos identificados.
El perfil del tipo de compuestos volatiles de S. madagascariensis es muy parecido al
de E. pectinatus, ya que en ambos casos se identificaron terpenos y 1-alquenos prin-
cipalmente. Todos los terpenos identificados en esta planta pertenecen al grupo de
los monoterpenos y son: (+)-a-pineno, (-)-a-pineno, S-pineno, sabineno y felandreno.
Los 1-alquenos encontrados fueron: 1-noneno y 1-undeceno.

Las identidades del 1-noneno, a-pineno, S-pineno se confirmaron ademas por co-
inyeccion de los estandares sintéticos junto a los volatiles extraidos de la planta.
Los volatiles fueron también analizados en la columna quiral Cyclosil-B. Los resulta-
dos obtenidos en la columna quiral Cyclosil-B sirven para determinar cudl o cudles
enantiomeros estan presentes de una molécula quiral, en este caso el a-pineno. La
co-inyeccion de ambos enantiémeros de a-pineno mostré que ambos isémeros estaban
presentes en los volatiles encontrados en los espacios de cabeza de S. madagasca-
riensis, aunque la proporcion del enantiémero (+)-a-pineno en comparacién con el
enantiomero (-)-a-pineno, fue de 200 a 1.
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Tiempo. fle Area Compuesto IR de Similitud | IR bibliografia

Retenciéon | en % DB-5ms | EM en % de DB-5ms
6,95 1,39 | 4-isotiocianato-1-buteno 982 82 -
8,07 5,65 limoneno 1030 93 1030 [185]
8,91 13,47 acetofenona 1067 97 1063 [92]
10,00 1,13 alcohol fenetilico 1113 87 1112 [161]
10,59 0,14 fenilacetonitrilo 1139 80 1150 [112]
15,93 2,93 | compuesto desconocido 1390 - -

Tabla 5.8: Compuestos volatiles de L. maritima identificados por: comparacion del
EM contra una biblioteca de espectros y por comparacién del IR calculado para la
columna DB-5ms contra una biblioteca.

5.3.4. Identificacion de volatiles de L. maritima

Los compuestos volatiles encontrados en los espacios de cabeza de L. maritima
provenientes de la parte aérea de la planta enraizada y confinada en una bolsa de
policarbonato, se muestran en la Tabla 5.8. La captura de volatiles y su posterior
analisis por CG-EM con una columna DB-5ms, incluyendo la incorporacién de alcanos
para determinar el IR, se realizaron como fue descrito en Métodos 4.3.1. En la Tabla
5.8 se informan los tiempos de retencion, area relativa, IR calculado, Porcentaje de
similitud del EM contra el de la biblioteca, identidad adjudicada e IR de bibliografia de
los compuestos aislados. Los compuestos aromaticos identificados fueron acetofenona,
alcohol fenetilico y fenilacetonitrilo. Los terpenos presentes fueron identificados como
limoneno, que es un monoterpeno y un compuesto desconocido. Se confirmé por co-
inyeccion del estandar sintético, junto a los volatiles extraidos de la planta, la presencia
de acetofenona, alcohol fenetilico y fenilacetonitrilo.

En la columna DB-5ms se registr6 un compuesto cuyo espectro de masa no se
asemejaba a ninguno de la biblioteca. El IR calculado del compuesto desconocido en
DB-bms fue de 1390 y en DB-Wax fue de 1490. El peso molecular determinado por
medio de la EM-IQ, resulté ser de 204 m/z. En la Tabla 5.9 se pueden observar las
intensidades relativas y absolutas de los fragmentos ionizados por IE. La Tabla 5.10
muestra el patrén de fragmentacién en el EM del compuesto desconocido. Analizando
el patron de fragmentacién, se puede especular, que el pico base 134 m/z es el resul-
tado del desprendimiento de un penteno 70 m/z de la molécula inicial de 204 m/z. El
pico de 119 m/z se produciria por pérdida de un metilo de la molécula del pico base.

5.3.5. Sintesis de 1-noneno

La identificacion tentativa por medio del EM e IR del 1-noneno como el principal
componente de la planta S. madagascariensis que mostro atraccién hacia machos pero
no hacia hembras de Ae. aegypti, en el “Ensayo de preferencia de plantas con flores

74



Peso Molecular m/z | Intensidad Absoluta | Intensidad Relativa
o1 18 1,8
53,05 36 3,6
53,05 63 6,3
65 39 3,9
67,05 24 24
69,85 14 1,4
7 50 5
78 24 24
79 45 4,5
91 222 22,2
92 210 21
103 12 1,2
105 86 8,6
106 48 4,8
114,95 27 2,7
117 39 3,9
119 388 38,8
120 38 3,8
133 33 3,3
134 1000 100
135 114 11,4
161,1 14 1,4

Tabla 5.9: Intensidades relativas y absolutas de los fragmentos del espectro de masas,
generados por IE, del compuesto desconocido de tgr = 15,93

Compuesto Patréon de Fragmentacion
161(M-C3H7, 1), 134(M — CsHyo,
100), 119(M — CgHys, 39),
01(CeHs-CHa, 22), 77(CeHs, 5), 55(C4H7, 6)

Compuesto desconocido
de masa 204 m/z.

Tabla 5.10: Patron de fragmentacion del compuesto desconocido. Principales frag-
mentos del espectro de masa.
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Figura 5.2: Esquema del mecanismo de la deshidratacion de un alcohol primario.

en olfatémetro” 5.1.2 y en el “Bioensayo con punto-final toxicolégico de atraccion
de mosquitos hacia flores” 5.2.2 | desperté un especial interés por este compuesto.
Potencialmente se trataria de un atractante s6lo de machos y que no habia sido
previamente informado como atractante en ninguna otra especie de culicidos. Al no
disponerse del estandar sintético de 1-noneno, el cual no sélo es indispensable para
hacer los ensayos comportamentales, sino para también confirmar la presencia del
compuesto como el principal componente volatil de S. madagascariensis, se intentd
su sintesis en el laboratorio.

Como se describe en Métodos 4.3.2, se utilizé la reaccién de deshidratacion de
alcoholes primarios que se muestra en la Figura 5.2 [12].

El primer intento se realizé por columna de destilacién como fue descrito en Méto-
dos 4.3.2. La reaccion se llevo a cabo entre el 1-nonanol y el acido sulfirico como
agente deshidratante. La temperatura se seleccioné para que sea mayor a la de va-
porizacién del 1-noneno, pero menor a la del 1-nonanol y del acido suftrico, con el
objetivo que el producto se separara de los reactivos, ni bien se formara, promoviendo
el equilibrio quimico hacia el lado del producto. El producto de la sintesis analizado
por CG-EM mostré cuatro picos principales y dos menores, que fueron atribuidos
por similitud con la informacién de la biblioteca Wiley 7 a los isémeros lineales, cis y
trans, del n-noneno. Debido a las limitaciones del método, no es posible determinar
la posicién del doble enlace, ni el isomero geométrico del n-noneno. La existencia de
isémeros cis y trans, se dedujo debido a que se detectaron seis isomeros de n-noneno.
La molécula tiene tres isomeros cis, tres isomeros trans y el 1-noneno. Para poder ex-
plicar la deteccién de esa cantidad de isémeros, es necesaria la presencia de isémeros
cis y trans.

Posteriormente se realizé la misma reaccion, pero en un vial de 20 ml en diferentes
condiciones de temperatura de acuerdo a lo descrito en Métodos 4.3.2. El producto
de la sintesis a 50°C analizado por CG-EM mostré cuatro picos principales, de los
cuales, tres fueron atribuidos por similitud con la informacién de la biblioteca Wiley
7 a isdémeros del n-noneno y uno a 1-nonanol sin reaccionar.

Cuando la temperatura de reaccién fue de 100°C el anélisis por CG-EM mostré
dos picos principales tentativamente identificados por similitud con la informacién de
la biblioteca Wiley 7, uno mayoritario de éter dinonilico y el otro menor de 1-nonanol
sin reaccionar.
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La misma reaccion llevada a cabo a 150°C dio un producto cuyo anélisis por CG-
EM mostré cinco picos principales tentativamente identificados por similitud con la
informacién de la biblioteca Wiley 7, el méas pequeno como 1-nonanol residual y los
otros cuatro como isémeros lineales de n-noneno.

Finalmente en la reacciéon en vial de 20 ml se cambié el acido sulfirico como
catalizador de deshidratacién por el acido ortofosforico. A 50°Cy 100°C la reaccion dio
productos similares cuyo andlisis por CG-EM mostraron dos picos principales y uno
menor tentativamente identificados por similitud con la informacion de la biblioteca
Wiley 7, uno de ellos como 1-nonanol residual que no reaccioné y el otro como acido
nonanoico. El menor fue tentativamente identificado como dinoniléter . La mayor
temperatura de reaccién dio lugar a un esperable incremento de acido nonanoico,
del éter y una disminucién del alcohol sin reaccionar. Sorpresivamente esta reaccion
realizada a 150°C mostrd por identificacién con la informacion de la biblioteca Wiley 7
la formacion de una cantidad menor de dinoniléter y una mayor formacion de écido
nonanoico. Posiblemente a esta temperatura se favorecia la oxidacién del 1-noneno
en acido nonanoico y otros compuestos volatiles que se pudieran haber formado (en
ninguin caso se midié rendimiento de las reacciones).

Todas las sintesis que se hicieron con acido sulfirico como catalizador, resultaron
en un mezcla de isémeros lineales de noneno, segin la comparacion de los espectros
de masa obtenidos con la biblioteca. Debido a que una vez ionizada la molécula en
la camara de ionizacién del espectrémetro de masas, el radical libre migra con igual
probabilidad hacia los otros carbonos de la cadena, el patrén de fragmentaciones
que se produce a continuacién es similar para los distintos isémeros de posicién del n-
noneno. Hasta no probar con el estandar sintético, no es prudente afirmar la identidad
del isomero de posiciéon de un alqueno lineal. Por este motivo no es posible adjudicarle
una posicion exacta al doble enlace de los isémeros de n-noneno obtenidos en la
sintesis.

Por otra parte, las sintesis de 1-noneno con acido ortofosférico como catalizador,
no resultaron en la detecciéon de un pico compatible con este compuesto.

Como resultado de los intentos de sintesis de 1-noneno, se obtuvieron mezclas
isoméricas con la potencial presencia del isomero. Debido a las dificultades que en-
contramos en la purificacion y aislamiento de los isémeros, se descartaron las mezclas
obtenidas por sintesis y se trabajo en adelante con el estandar comercial de alta pureza
isomérica tanto para corroborar por co-adsorcion la identidad del principal compuesto
volatil de S. madagascariensis 5.3.3 como para realizar los estudios comportamentales
que se presentan en esta tesis.
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5.4. Estudios comportamentales con componentes
volatiles de plantas con flores

5.4.1. Bioensayo en olfatémetro de los compuestos volatiles
identificados y disponibles de partes aéreas de plantas
con flores

Se identificaron varios compuestos de las plantas con flores evaluadas: por medio
de la comparacién de los espectros de masa obtenidos en el CG-EM, contra los de
la biblioteca Wiley 7 y por comparacion de los IR contra los de una referencia bi-
bliografica. Se co-inyectaron los estandares sintéticos para confirmar la identidad de
los compuestos que estaban disponibles y que eran de interés. El criterio para determi-
nar los compuestos a ser evaluados biolégicamente fue variado. Algunos compuestos
fueron elegidos porque son relativamente volatiles (IR en DB-5ms menor a 1200), ac-
cesibles comercialmente y /o relativamente econémicos: acetofenona, alcohol fenetilico,
1-octanol, fenilacetonitrilo, 5-pineno, (-)-a-pineno y (+)-a-pineno, criterios que los
vuelven viables para ser potencialmente incluidos en trampas a escala comercial. El
compuesto 1-noneno fue elegido porque dos plantas con flores, S. madagascariensis
y E. pectinatus, contenian mayoritariamente un alqueno. Como el undeceno de E.
pectinatus no estaba disponible ni es accesible, probamos el 1-noneno de S. madagas-
cariensis. Los isotiocianatos probados, el isotiocianato de alilo y el isotiocianato de
bencilo, fueron elegidos porque eran los tinicos isotiocianatos presentes en el analisis
de volatiles disponibles a nivel comercial.

El efecto de los compuestos quimicos sobre el comportamiento es altamente de-
pendiente de su cantidad, por lo que se evaluaron tres cantidades de cada uno, con un
orden de magnitud de diferencia entre cada una de ellas con el objetivo de determinar
si existe una relacién masa-respuesta.

La Tabla 5.11 muestra los efectos comportamentales en hembras de Ae. aegy-
pti, de los siguientes compuestos en tres cantidades distintas (1 pg, 10 pg y 100 pg):
acetofenona, 1-octanol, fenilacetonitrilo, isotiocianato de alilo, alcohol fenetilico, iso-
tiocianato de bencilo, 1-noneno, S-pineno, (-)-(«)-pineno y (+)-a-pineno, junto con
el andlisis estadistico correspondiente, el cual fue calculado con el Test de Kruskal-
Wallis.

La Tabla 5.12 muestra los efectos comportamentales en machos adulto de Ae. aegy-
pti, hacia los siguientes compuestos en tres cantidades distintas (1 pg, 10 pgy 100 pg):
acetofenona, 1-octanol, fenilacetonitrilo, isotiocianato de alilo, alcohol fenetilico, iso-
tiocianato de bencilo, 1-noneno, S-pineno, (-)-a-pineno y (+)-a-pineno, junto con el
analisis estadistico correspondiente calculado con el Test de Kruskal-Wallis.

En hembras, los compuestos que resultaron ser atractantes con significancia es-
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Nimero de

Proporcién
de eleccién

Desviacion

Valor

Numero de

Compuesto Réplicas de brazo estandar H de p mosquitos
con el
estimulo
acetofenona blanco 9 0,55 0,18 0 1 90
acetofenona 1 pg * 6 0,75 0,14 6,42 | 0,0068 60
acetofenona 10 ng 6 0,57 0,24 0,01 | 0,9123 60
acetofenona 100 ng 6 0,61 0,21 0,68 | 0,4102 60
1-octanol blanco 9 0,5 0,13 0 1 90
1-octanol 1 g 6 0,5 0,22 0,01 | 0,9373 60
1-octanol 10 pg 6 0,64 0,19 1,39 | 0,2298 60
1-octanol 100 pg * 6 0,15 0,17 8 0,0008 60
fenilacetonitrilo blanco 9 0,49 0,27 0 1 90
fenilacetonitrilo 1 pg 6 0,50 0,19 0 1 60
fenilacetonitrilo 10 pg 6 0,75 0,20 3,56 | 0,0647 60
fenilacetonitrilo 100 ng 6 0,42 0,21 1,39 | 0,2601 60
isotiocianato de alilo blanco 9 0,54 0,19 0 1 90
isotiocianato de alilo 1 pg 6 0,59 0,21 0,35 | 0,5578 60
isotiocianato de alilo 10 pg 6 0,42 0,19 2,53 | 0,1283 60
isotiocianato de alilo 100 pg 6 0,40 0,15 2,92 | 0,0833 60
alcohol fenetilico blanco 9 0,56 0,2 0 1 90
alcohol fenetilico 1 pg 8 0,68 0,18 1,95 | 0,1596 80
alcohol fenetilico 10 pg 8 0,58 0,19 0,06 | 0,8283 80
alcohol fenetilico 100 ng 8 0,44 0,13 1,33 | 0,2547 80
isotiocianato de bencilo blanco 9 0,52 0,12 0 1 90
isotiocianato de bencilo 1 pg 6 0,53 0,18 0,09 | 0,8092 60
isotiocianato de bencilo 10 pg 6 0,58 0,24 0,68 | 0,4533 60
isotiocianato de bencilo 100 ng 6 0,49 0,17 0,01 | 0,9261 60
1-noneno blanco 9 0,53 0,32 0 1 90
1-noneno 1 pg 9 0,39 0,10 1,87 | 0,1671 90
1-noneno 10 pg 10 0,60 0,26 0,14 | 0,7307 100
1-noneno 100 pg 9 0,50 0,16 0,05 | 0,8513 90
[-pineno blanco 9 0,55 0,19 0 1 90
[-pineno 1 ng 10 0,50 0,16 0,2 |0,6619 100
[-pineno 10 ng 10 0,51 0,18 0,06 | 0,8265 100
B-pineno 100 ng 10 0,56 0,19 0,54 | 0,4653 100
(-)-a-pineno blanco 9 0,49 0,3 0 1 90
(-)-a-pineno 1 pg 10 0,47 0,18 0,1 |0,7717 100
(-)-a-pineno 10 ng 10 0,47 0,31 0,02 | 0,8858 100
(-)-a-pineno 100 pg 10 0,45 0,16 0,2 |0,6732 100
(4)-a-pineno blanco 9 0,48 0,26 0 1 90
(4)-a-pineno 1 pg 9 0,48 0,21 0,002 | 0,9878 90
(+)-a-pineno 10 pg * 11 0,70 0,18 5,37 | 0,0145 110
(+)-a-pineno 100 pg 9 0,49 0,29 0,19 | 0,6908 90

Tabla 5.11: Respuesta en olfatometro de hembras de Ae. aegypti hacia los compuestos
presentes en flores atractantes. Los asteriscos indican una diferencia estadisticamente
significativa en comparacion con el blanco del mismo solvente, p < 0, 05.
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Proporcién
de eleccién

Compuesto Nl’lmer‘o de de brazo Desviacién H Valor Nl’lmer? de
Réplicas estandar de p mosquitos
con el
estimulo
acetofenona blanco 9 0,56 0,18 0 1 90
acetofenona 1 pg 6 0,58 0,24 0,003 | 0,9798 60
acetofenona 10 pg 6 0,67 0,23 1,13 | 0,2923 60
acetofenona 100 pg 6 0,56 0,16 0,09 | 0,816 60
1-octanol blanco 9 0,49 0,13 0 1 90
1-octanol 1 pg 6 0,47 0,25 0,13 | 0,7305 60
1-octanol 10 pg 6 0,36 0,19 1,68 | 0,1964 60
1-octanol 100 pg * 6 0,25 0,22 4,5 | 0,0306 60
fenilacetonitrilo blanco 9 0,57 0,17 0 1 90
fenilacetonitrilo 1 pg 6 0,50 0,2 0,42 | 0,5413 60
fenilacetonitrilo 10 pg 6 0,40 0,21 2,35 | 0,1341 60
fenilacetonitrilo 100 pg 6 0,50 0,2 0,89 | 0,3457 60
isotiocianato de alilo blanco 9 0,47 0,26 0 1 90
isotiocianato de alilo 1 pg 6 0,47 0,21 0,003 | 0,9826 60
isotiocianato de alilo 10 pg 6 0,43 0,26 0,01 | 0,9355 60
isotiocianato de alilo 100 pg 6 0,45 0,18 0,03 | 0,8911 60
alcohol fenetilico blanco 9 0,58 0,21 0 1 90
alcohol fenetilico 1 ng 8 0,6 0,09 0,002 | 0,9751 80
alcohol fenetilico 10 ng 8 0,58 0,22 0,01 | 0,9315 80
alcohol fenetilico 100 pg 8 0,44 0,16 2,37 | 0,1236 80
isotiocianato de bencilo blanco 9 0,55 0,18 0 1 90
isotiocianato de bencilo 1 ng 6 0,51 0,15 0,06 | 0,8188 60
isotiocianato de bencilo 10 ng * 6 0,2 0,19 8 0,0022 60
isotiocianato de bencilo 100 pg * 6 0,27 0,27 4,5 | 0,0266 60
1-noneno blanco 9 0,54 0,2 0 1 90
1-noneno 1 ng 10 0,61 0,18 0,94 | 0,3009 100
1-noneno 10 pg * 12 0,85 0,2 7,49 | 0,0041 120
1-noneno 100 pg 10 0,52 0,22 0,03 | 0,8992 100
[-pineno blanco 9 0,55 0,3 0 1 90
[B-pineno 1 pg 10 0,64 0,16 1,31 | 0,2541 100
[-pineno 10 pg 10 0,66 0,14 2,94 | 0,0839 100
[-pineno 100 pg 10 0,54 0,15 0,43 | 0,5311 100
(-)-a-pineno blanco 9 0,51 0,14 0 1 90
(-)-a-pineno 1 pg 9 0,5 0,21 0,02 | 0,9135 90
(-)-a-pineno 10 pg 8 0,33 0,15 3,7 10,0631 80
(-)-a-pineno 100 pg 9 0,58 0,18 0,44 | 0,529 90
(+)-a-pineno blanco 9 0,56 0,19 0 1 90
(+)-a-pineno 1 pg 9 0,46 0,31 0,19 | 0,6149 90
(4)-a-pineno 10 pg 9 0,53 0,31 0,02 | 0,9124 90
(4)-a-pineno 100 pg 9 0,46 0,19 1,03 | 0,3032 90

Tabla 5.12: Respuesta en olfatémetro de machos de Ae. aegypti hacia los compuestos
presentes en flores atractantes. Los asteriscos indican una diferencia estadisticamente
significativa en comparacion con el blanco del mismo solvente, p < 0, 05.
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tadistica, p < 0,05, son acetofenona en la cantidad de 1 pg y (+)-a-pineno en la can-
tidad de 10 pg. La masa de 100 pg de 1-octanol generd un comportamiento estadisti-
camente significativo, p < 0,05, de aversién de vuelo hacia el brazo con el estimulo,
lo que sugiere que es un potencial repelente de Ae. aegypti hembras. Fenilacetonitrilo
(10 pg) es el compuestos que presenta, en hembras, una respuesta comportamental
positiva cercana al umbral de significancia estadistica, 0,05 < p < 0, 10. Isotiocianato
de alilo (100 pg) es el compuesto que presenta, en hembras, una respuesta comporta-
mental negativa cercana al umbral de significancia estadistica, 0,05 < p < 0, 10.

En machos, el compuesto que resulté ser atractante con significancia estadistica,
p < 0,05, fue el 1-noneno en la cantidad de 10 pg. Las masas de 10 y 100 pg de
isotiocianato de bencilo y la de 100 pg de 1-octanol, generaron un comportamiento
estadisticamente significativo, p < 0,05, de aversiéon de vuelo hacia el brazo con el
estimulo, lo que sugiere que son potenciales repelente de Ae. aegypti machos. El com-
puesto (-)-a-pineno, en la cantidad de 10 pg generé una respuesta comportamental
negativa cercana al umbral de significancia estadistica, 0,05 < p < 0, 10. La cantidad
de 10 pg de [-pineno presentd, en machos, una respuesta comportamental positiva
cercana al umbral de significancia estadistica, 0,05 < p < 0, 10.

5.5. Estudios sobre inflorescencias cortadas de L.
maritima

5.5.1.  Evaluacién de atracciéon por inflorescencia cortadas
de L. maritima en el olfatémetro

La inflorescencia es la disposicién de las flores sobre las ramas o la extremidad del
tallo; su limite estd determinado por una hoja normal.

Debido a la buena performance de la planta L. maritima en atracciéon de mosquitos
Aedes de ambos géneros y los cambios que ésta sufre en sus emisiones volatiles por
dano [166], fue de interés realizar un estudio comportamental con sus inflorescencias
cortadas. Como miembro de las braciciceas, esta planta libera alquenil isotiocianatos
y alquil epitionitrilos cuando es danada mecanicamente. En el ensayo en olfatémetro
anteriormente presentado, se empled la planta entera, por lo que los volatiles liberados
por el corte no estaban presentes. El objetivo de este ensayo fue evaluar si los volatiles
generados y liberados por las inflorescencias cortadas influian en la orientacién de
vuelo positiva hacia el brazo del estimulo.

La introduccién directa de las inflorescencias cortadas en el cilindro donde eran
ubicadas las plantas con flores enteras para ser evaluadas en el olfatémetro, no fue
posible. Por lo tanto se introdujeron las inflorescencias cortadas directamente en un
brazo del olfatémetro.

81



B Brazo izquierdo [ 1 Brazo derecho

Control 37
Hembras
L. maritima
Control 37
Machos
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% respuesta de vuelo

Figura 5.3: Respuesta de eleccién de ambos sexos de Ae. aegypti en el olfatémetro
hacia inflorescencias de L. maritima.

En la Figura 5.3 se puede observar la cantidad y porcentaje de mosquitos de
cada sexo que eligié cada brazo: el blanco o el estimulo con inflorescencia cortada
de L. maritima. Cada barra horizontal representa la preferencia por algin brazo, el
nimero dentro de la barra indica la cantidad de mosquitos que se decidieron por ese
brazo. El brazo izquierdo contenia al estimulo olfativo, el brazo derecho, el control.
El asterisco senala si la cantidad de mosquitos que eligi6 un brazo sobre el otro
es estadisticamente significativa, analizados en comparacién con el blanco por x2:
(Hembras: x2 = 5, 40; machos: x2 = 5,05; en ambos d.f. = 1, p < 0,05).

5.5.2. Identificaciéon de compuestos volatiles de las inflores-
cencias cortadas de L. maritima

La planta L. maritima es miembro de la familia de las brasicaceas, las cuales
se caracterizan por contener en sus tejidos glucosinolatos. Los mismos son liberados
e hidrolizados cuando la planta es danada mecanicamente, ya sea por un corte o
la mordedura de un herbivoro. Los glucosinolatos se descomponen rapidamente por
hidrélisis al entrar en contacto con la mirosinasa. La planta almacena la enzima y los
glucosinolatos en compartimentos separados, los cuales se combinan cuando ocurre
un dano mecdanico. Los productos de la descomposicién de los glucosinolatos son 1-
alquenil isotiociatos y epitionitrilos. La proporcién en la que se generan los productos
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de hidrolisis estd determinada por la velocidad relativa de formacion de cada uno.
Tanto los 1-alquenil isotiocianatos como los epitionitrilos, son sospechados de tener
algiin efecto disuasivo hacia herbivoros por ser altamente irritantes.

El interés en el andlisis de los compuestos volatiles de las inflorescencias cortadas
de L. maritima estuvo basado en los resultados obtenidos en: el “Bioensayo con punto-
final toxicoldégico de atraccion de mosquitos hacia flores” 5.2.2 y en la “Evaluacion de
atraccion por inflorescencias cortadas de L. maritima en el olfatometro” 5.5.1.

Para esto se introdujo 1 g de inflorescencias de L. maritima en un vial de 10
ml sellado con un septa de teflén, se expuso la fibra SPME al espacio de cabeza y
los volatiles extraidos fueron analizados en un equipo CG-EM en una columna no
polar DB-5ms y con una columna quiral Cyclosil-B, como se describié6 en Métodos
4.5.2. Posteriormente se repitié la extraccion, pero se expuso la fibra en una segunda
etapa a una serie de alcanos lineales, para poder calcular los indices de retencién. En
la Tabla 5.13 estéan los resultados de los compuestos analizados en la columna DB-
5ms. Se informan los tiempos de retencion, area relativa, IR calculado, Porcentaje de
similitud del EM contra el de la biblioteca, identidad adjudicada e IR de bibliografia
de los compuestos aislados.

Los probables isotiocianatos identificados inicialmente fueron: isotiocianato de
alilo, 4-isotiocianato-1-buteno, 5-isotiocianato-1-penteno, isotiocianato de 4-metil-
pentilo, isotiocianato de hexilo y isotiocianato de bencilo. Los probables compues-
tos aromaticos identificados fueron: fenilacetaldehido, acetofenona, alcohol fenetilico,
fenilacetonitrilo, 4-vinil-2-metoxi-fenol. Los probables epitionitrilos identificados: 3,4-
epitiobutilnitrilo y 4,5-epitiopentilnitrilo. Probables compuestos que son tinicos en su
categoria: 1-octanol y el compuesto desconocido.

Se confirmaron posteriormente, por medio de la co-inyeccion del patron los siguien-
tes compuestos identificados: isotiocianato de alilo, acetofenona, 1-octanol, alcohol fe-
netilico, fenilacetonitrilo y isotiocianato de bencilo. No se pudo conseguir el estandar
del compuesto que mostré el pico con mayor area, el 4-isotiocianato-1-buteno. Su
limitada disponibilidad comercial lo hubiera hecho inviable para ser utilizado como
atractante en trampas comerciales para mosquitos.

Como era de esperar, el perfil de los volatiles detectados cambi6 en comparacion
con el de la planta entera. Se detectaron mas 1-alquenil isotiocianatos y epitionitrilos,
producto de la hidrdélisis de los glucosinolatos.

Los epitionitrilos son moléculas complejas, de las cuales unicamente el 3,4-
epitiobutilnitrilo se encuentra en la biblioteca de espectros de masa. El pico de 4,5-
epitiopentilnitrilo fue adjudicado en base a la interpretacién del espectro de masas de
3,4-epitiobutilnitrilo y comparando los patrones de ruptura de ambos epitionitrilos.
En la tabla 5.16 estan los patrones de fragmentacion de ambos epitionitrilos. Se pue-
de observar como los principales fragmentos del 4,5-epitiopentilnitrilo, pesan 14 m/z
mas que los de 3,4-epitiobutilnitrilo. Diferencia que se puede atribuir al metil extra
del 4,5-epitiopentilnitrilo.
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Tiempo. de | Area Compuesto IR de Similitud | IR bibliografia
Retencién | en% DB-5ms | EM en% de DB-5ms
4,67 0,02 isotiocianato de alilo 879 84 -
7,02 86,96 4-isotiocianato-1-buteno 985 97 -
8,42 0,19 fenilacetaldehido 1045 89 1045
8,92 0,01 acetofenona 1067 75 1065
9,05 0,07 1-octanol 1072 90 1071 [168]
9,26 2,42 5-isotiocianato-1-penteno 1081 - -
10,03 0,3 alcohol fenetilico 1115 90 1112 [161]
10,28 6,31 3,4-epitiobutilnitrilo 1126 84 -
10,60 0,13 fenilacetonitrilo 1140 90 1150 [142]
11,07 0,54 | isotiocianato de 4-metil-pentilo 1161 92 -
11,91 0,11 isotiocianato de hexilo 1198 85 -
12,96 0,54 4 5-epitiopentilnitrilo 1246 - -
14,37 0,05 4-vinil-2-metoxi-fenol 1312 83 1312
15,46 0,19 isotiocianato de bencilo 1366 92 1389
15,96 0,4 compuesto desconocido 1390 - -

Tabla 5.13: Compuestos volatiles de inflorescencias de L. martima cortadas, identifi-
cados por: comparacién del EM contra una biblioteca de espectros; comparacion del
IR medido para la columna DB-5ms contra una biblioteca.

El andlisis de la muestra en una columna quiral Cyclosil-B, mostro la presencia
de dos picos de igual EM separados por un tiempo de ~ 0,06 minutos (o 4 segundos)
cada uno, ambos con un area bajo la curva similar, reforzando la hipotesis de la
presencia de mezclas racémicas de epitionitrilos.

Las mezclas racémicas son producto de la hidrélisis no enzimatica de los glucosi-
nolatos. En la Tabla 5.14 se puede ver el espectro de masa de 3,4-epitiobutilnitrilo,
en la Tabla 5.15 el espectro de masa de 4,5-epitiopentilnitrilo y en la Tabla 5.16 una
comparacién de los patrones de fragmentacion de ambos epitionitrilos.

5.5.3. Bioensayo de atraccion hacia compuestos volatiles de
inflorescencias cortadas de L. maritima

La Figura 5.4 contiene los resultados de la evaluacion del efecto en hembras de los
compuestos volatiles identificados y disponibles del espacio de cabeza de L. maritima
cortadas. Cada barra horizontal representa la preferencia por algin brazo, el nimero
dentro de la barra indica la cantidad de mosquitos que se decidieron por ese brazo.
El brazo izquierdo contenia al estimulo olfativo. El asterisco denota una diferencia
estadisticamente significativa entre el tratamiento y el blanco control, p < 0,05, la cual
fue determinada por medio de la prueba de x2. La acetofenona presenté una respuesta
de vuelo positiva estadisticamente significativa: (x2 = 7,84,d.f. = 1,p < 0,01).
No se registré un comportamiento de vuelo estadisticamente significativo para el
isotiocianato de alilo (x2 = 0,002), el fenilacetonitrilo (x* = 0,41), el isotiocianato
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Peso Molecular m/z | Intensidad Absoluta | Intensidad Relativa
45 1000 100
46 292 29,2
47 378 37,8
50 41 4,1
51 73 7,3
52 114 11,4
23 277 27,7
o4 231 23,1
o7 39 3,9
98 128 12,8
99 172 17,2
60 343 34,3
67 193 19,3
68 44 4.4
71 56 2,6
72 28 2,8
73 317 31,7
80 95 9,5
81 19 1,9
85 100 10
86 151 15,1
98 26 2,6
112 27 2,7
113 598 99,8

Tabla 5.14: Intensidades relativas y absolutas de los picos del espectro de masa,
generados por IE del 3,4-epitiobutilnitrilo.
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Peso Molecular m/z | Intensidad Absoluta | Intensidad Relativa
45 1000 100
46 567 96,7
47 380 38
93 286 28,6
54 384 38,4
%) 722 72,2
28 132 13,2
99 250 25
60 314 31,4
66 219 21,9
67 500 50
68 153 15,3
73 308 30,8
74 211 21,1
80 96 9,6
81 97 9,7
85 213 21,3
86 106 10,6
87 133 13,3
94 191 19,1
95 42 4,2
99 66 6,6
100 39 3,9
112 28 2,8
127 347 34,7

Tabla 5.15:

generados por IE del 4,5-epitiopentilnitrilo.

Intensidades relativas y absolutas de los picos del espectro de masa,

Compuesto

Patron de Fragmentacién

3,4-epitiobutilnitrilo

113(M™, 60), 98(M — CHj, 3), 86(M — HCN, 15),
80(M - SH, 10), 45(CHS™*, 100)

4,5-epitiopentilnitrilo

127(M*, 38), 112(M — CHjs, 3), 100(M — HCN, 8),
94(M — SH, 21), 45(CHS*, 100)

Tabla 5.16:

Patrones de fragmentacion de 3,4-epitiobutilnitrilo y de 4.,5-

epitiopentilnitrilo. Principales fragmentos del espectro de masa de ambos compuestos.
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Figura 5.4: Respuesta de eleccion de hembras de Ae. aegypti en el olfatémetro en
“Y” hacia seis compuestos volatiles identificados en L. maritima.

de bencilo (x2 = 0,002) y el alcohol fenetilico (x2 = 0,075); para todas: (d.f. =
1,p > 0,05). El ensayo con 1-octanol tuvo una respuesta de vuelo negativa en hembras
estadisticamente significativa: (x2 = 4,84,d.f. =1,p < 0,05).

La Figura 5.5 contiene los resultados de la evaluacién del efecto en machos de los
compuestos volatiles identificados y disponibles del espacio de cabeza de L. maritima
cortadas. Cada barra horizontal representa la preferencia por algiin brazo; el nimero
dentro de la barra indica la cantidad de mosquitos que se decidieron por ese brazo.
El brazo izquierdo contenia al estimulo olfativo. El asterisco denota una diferencia
estadisticamente significativa entre el tratamiento y el blanco control, p < 0,05), la
cual fue determinada por medio de la prueba de x2. La acetofenona presenté una
respuesta de vuelo positiva estadisticamente significativa: (x2 = 6,65,d.f. = 1,p <
0,01). No se registr6 un comportamiento de vuelo estadisticamente significativo para
el isotiocianato de alilo (x2 = 0, 1504), el fenilacetonitrilo (x2 = 2,04), el isotiocianato
de bencilo (x2 = 2,04), el alcohol fenetilico (x2 = 0, 26) y 1-octanol (x2 = 2,03); para
todas: (d.f. = 1,p > 0,05).
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Figura 5.5: Respuesta de eleccion de machos de Ae. aegypti en el olfatémetro en “Y”
hacia seis compuestos volatiles identificados en L. maritima.
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5.5.4. Determinacién de una posible nectarizacién por Ae.
aegypti de la flor de L. maritima presente en su inflo-
rescencia. Cuantificacion de ingesta de fructosa

Dados los resultados obtenidos que mostraron un efecto atractante de L. maritima
y su inflorescencia sobre Ae. aegypti, fue de interés corroborar si efectivamente el
mosquito se alimenta de la planta. Es decir, determinar si la flor de L. maritima es
nectarizable por Ae. aegypti.

Estudiar esta propiedad tiene como finalidad evaluar el potencial de las flores de
L. maritima para ser utilizadas como cebos combinadas con insecticidas, como parte
de un control integral del mosquito.

Para esto se cuantificé la cantidad de fructosa extraida de individuos de Ae. aegypti
luego de la exposicion a la planta, debido a que por ser ésta uno de los principales
componentes del néctar, su presencia permite determinar si hubo ingesta de azucar de
las flores. Este azticar no puede ser generado por el insecto y ademés es metabolizado
rapidamente, por lo que su deteccién endogena es indicio de una ingestién reciente.
El control negativo se realizo privando al mosquito de una fuente de azicar por 24
horas. El control positivo se realizé administrandole sacarosa ad libitum, considerando
que esta cantidad se acerca mucho a la cantidad méaxima de azicar que puede ingerir
el mosquito. Este control positivo sirve para contrastar con la cantidad detectada en
L. maritima y obtener una nocion de la cantidad maxima de fructosa que se puede
cuantificar por mosquito.

La curva de calibraciéon de la absorcién a 484 nm del complejo de resorcinol-
fructosa abarcé cantidades entre 0 y 40 pg y tuvo valor de R? de 0,9677, con ten-
dencia a formar una curva logaritmica. Debido a la falta de linealidad de la curva en
todo el rango de masas medidas, para calcular la masa de fructosa en cada punto se
interpolo la absorbancia entre los dos valores més cercanos de la curva de calibracién.
Ej. Si la cuantificacién daba 0,3 de absorbancia, ese 0, 3 se encuentra entre los medi-
dos de la curva de calibracién de 0,217 (4 pg de fructosa) y 0,325 (8 ng de fructosa).
Los resultados de la cantidad de fructosa por mosquito calculada dieron positivo al
ser evaluados para normalidad por el método Shapiro-Wilks modificado, con un valor
de p > 0,05. Al haber determinado que los resultados presentaban normalidad, fue-
ron analizados con la prueba de t-student para detectar diferencias estadisticamente
significativas, para un valor de p < 0, 05.

La Tabla 5.17 contiene los resultados de contenido de fructosa para el blanco de ali-
mentacién, para la alimentacion en presencia de la planta de L. maritima y el control
positivo. El andlisis estadistico compara los resultados del blanco sin alimentacion,
de la alimentacién con L. maritima y la alimentacion con sacarosa.

Los resultados de la Tabla 5.17 muestran que la diferencia en contenido de fruc-
tosa en hembras es estadisticamente significativa entre el blanco de alimentacion y

89



Promedio de
Nimero de | fructosa por t con Valor de t con Valor de
s . p contra p contra
Réplicas mosquito el blanco la sacarosa
g el blanco la sacarosa
blanco hembras 3 0,35 0 1 - -
blanco machos 3 0,13 0 1 - -
Hembras + L. maritimax 3 0,99 —6,93 0,0011 —5,83 0,0281
Machos + L. maritimax 3 4,98 —3,46 0,0372 —1,57 0,1906
Hembras + sacarosas 3 33,97 —5,95 0,0136 0 1
Machos + sacarosax 3 9,18 —3,99 0,0287 0 1

Tabla 5.17: Cantidad de fructosa promedio en: mosquitos ayunados, alimentados con
L. maritima y alimentados con sacarosa. Comparaciéon de los resultados del blanco
de alimentacion, de la alimentacién con L. maritima y la alimentacién con sacarosa
entre si. El asterisco indica una diferencia estadisticamente significativa, p < 0, 05.

la alimentacién con L. maritima; entre el blanco de alimentacion y la alimentacién
con sacarosa; y entre la alimentacion con L. maritima y la alimentacién con sacarosa.
Los resultados de la Tabla 5.17 muestran que la diferencia en contenido de fructo-
sa en machos es estadisticamente significativa entre el blanco de alimentacién y la
alimentacién con L. maritima; y entre el blanco de alimentacion y la alimentacién
con sacarosa. Los resultados descritos indican que machos y hembras de Ae. aegypti
efectivamente se alimentan de L. maritima.

5.6. Formulacién en matrices de parafina y esteari-
na de componentes de plantas con flores atrac-
tantes de mosquitos y su evaluacién biolégica
con punto-final toxicoldgico

5.6.1. Formulacion de compuestos atractantes de mosquitos

en parafina y estearina

Previos estudios de nuestro laboratorio demostraron que la inclusiéon de compues-
tos activos en soluciones solidas de parafina o estearina da lugar a la liberacién lenta
de los mismos conformando formulaciones con buenas propiedades de actividad pro-
longada [166]. Por tal razén fue de interés establecer si alguno de los voldtiles de
plantas con flores que resultaron atractantes de Ae. aegypti en los bioensayos ante-
riores, podrian ser formulados, y en qué concentraciones, como soluciones monoliticas
en matrices de parafina y estearina.

Entre todos los volatiles de flores ensayados que resultaron promisorios, se deci-
di6 la evaluacion del 1-noneno y la acetofenona. El 1-noneno se eligié por mostrar
atraccién hacia mosquitos machos pero no hacia las hembras en el “Bioensayo en
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olfatémetro de los compuestos volatiles identificados y disponibles de partes aéreas
de plantas con flores” 5.4.1 . Las flores de S. madagascariensis y E. pectinatus que re-
sultaron altamente actractantes en el “Ensayo preliminar de preferencia de posada de
mosquitos en plantas con flores” 5.1.1 y en el “Bioensayo con punto-final toxicolégico
de atraccién de mosquitos hacia flores” 5.2.2; tienen como componente volatil princi-
pal un 1-alqueno lineal: el de S. madagascariensis es el 1-noneno y el de E. pectinatus
es el 1-undeceno, lo cual sugiere que los 1-alquenos lineales podrian tener un efecto
promisorio en cebos atractantes de mosquitos.

La acetofenona fue elegida por ser el inico compuesto que fue atractante hacia
ambos sexos en el “Bioensayo de atraccién hacia los compuestos vélatiles de inflo-
rescencias cortadas de L. maritima” 5.5.3, siendo muy probablemente el compuesto
volatil involucrado en el comportamiento de atraccion en el: “Bioensayo con punto-
final toxicolégico de atraccion de mosquitos hacia flores” 5.2.2 con L. maritima.

Las mezclas monoliticas de compuestos atractantes con la parafina y la estearina
fundida se llevaron a cabo como se describe en Métodos 4.6.1. Se observé una buena
disolucion tanto de 1-noneno como de acetofenona en las matrices fundidas por lo
que la agitacién intensa permitié obtener una solucién monolitica sélida de ambos
compuestos atractantes de mosquitos en ambas matrices a las cuales se les dio forma
de disco para su evaluacién bioldgica.

5.6.2. Ensayo de atraccion de mosquitos por formulados sé6li-
dos con punto-final toxicolégico

Los resultados descritos en el “Ensayo previo para establecer una concentracion
toxica de imidacloprid para el ensayo comportamental” 5.2.1 fueron tenidos en cuenta
en el desarrollo de las formulaciones sélidas de compuestos atractantes, para incre-
mentar el efecto téxico hacia mosquitos Ae. aegypti expuestos a una soluciéon acuosa
de imidacloprid 10 mg/1 y sacarosa al 10 %.

De acuerdo a lo descrito en Métodos 4.6.2 se evaluaron en el area experimental, el
disco formulado dentro de un vaso de 250 ml cubierto con tela porosa sobre la cual se
puso un algodén embedido en la solucién acuosa de imidacloprid 10 mg/1 y sacarosa
al 10 %, con otro vaso similar en el extremo opuesto vacio (sin formulado) también
cubierto con una tela porosa de nylon, sobre la cual se colocaron 0,25 g de algodén
embebido en una solucién acuosa de sacarosa al 10 % (sin imidacloprid).

Se compar6 con un blanco con similar diseno experimental, excepto que no se
incluyd en la formulacién del disco un compuesto atractante. Tanto en la arena ex-
perimental como en el control se incluyé un vaso de 125 ml con 2 g de algodon, em-
bebido a saturacion en agua. Este vaso fue situado entre ambos vasos experimentales
de 250 ml. Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas 5.18 a 5.21.

En la Tabla 5.18 se puede ver el efecto sobre la mortalidad de hembras de
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Concentracién Nimero de Promedio de Desviacién H Valor | Nudmero de

mg/ml Réplicas mortalidad en % estandar de p mosquitos
blanco 6 13 0,12 0 1 72
1-noneno 0,05 4 30 0,08 3,68 | 0,0762 48
1-noneno 0,1 4 37 0,22 3,68 | 0,0762 48
1-noneno 1% 4 33 0,12 4,55 | 0,0286 48
acetofenona 0,05 4 55 0,24 6,01 | 0,019 48
acetofenona 0,1x 4 57 0,13 6,55 | 0,0048 48
acetofenona 1% 4 47 0,22 6,01 | 0,019 48

Tabla 5.18: Mortalidad de hembras de Ae aegypti por efecto de discos de estearina
conteniendo imidacloprid con el agregado o no de atractantes 1-noneno y acetofeno-
na en distintas concentraciones. El asterisco indica que la diferencia es considerada
estadisticamente significativa en comparacion con el blanco, p < 0, 05.

Ae. aegypti de los ensayos con matrices de estearina, a las que fueron incorporadas
acetofenona o 1-noneno en distintas concentraciones, en comparacion con la matriz
de estearina pura y con su correspondiente prueba estadistica de Kruskal-Wallis.

En la Tabla 5.19 se puede ver el efecto sobre la mortalidad de machos de Ae. aegypti
de los ensayos con matrices de estearina, a las que fueron incorporadas acetofenona
o 1-noneno en distintas concentraciones, en comparaciéon con la matriz de estearina
pura y con su correspondiente prueba estadistica de Kruskal-Wallis.

En la Tabla 5.20 se puede ver el efecto sobre la mortalidad de hembras de Ae.
aegypti de los ensayos con matrices de parafina 55°C, a las que fueron incorporadas
acetofenona o 1-noneno en distintas concentraciones, en comparacion con la matriz
pura y con su correspondiente prueba estadistica de Kruskal-Wallis.

En la Tabla 5.21 se puede ver el efecto sobre la mortalidad de machos de Ae.
aegypti de los ensayos con matrices de parafina 55°C, a las que fueron incorporadas
acetofenona o 1-noneno en distintas concentraciones, en comparacion con la matriz
pura y con su correspondiente prueba estadistica de Kruskal-Wallis.

Los resultados obtenidos indicaron que en la matriz de estearina la liberacién
de acetofenona produce un claro efecto atractante sobre hembras, lo que resulta en
un aumento estadisticamente significativo, p < 0,05, de la mortalidad para las con-
centraciones de 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml y 1 mg/ml respecto al blanco . El 1-noneno
en concentracién de 1 mg/ml también mostré efecto atractante, que resulté en una
mayor mortalidad de hembras con una significancia estadistica, p < 0, 05.

En machos, se observé para los discos de estearina conteniendo el atractante, una
mayor mortalidad de machos estadisticamente significativa, p < 0,05, en comparacién
con el blanco, para las concentraciones de 0,05 mg/ml y 1 mg/ml de 1-noneno y las
concentraciones de 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml y 1 mg/ml de acetofenona.

Para los discos de parafina 55°C conteniendo el atractante, se observé en hembras
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Concentracion Nuamero de Promedio de Desviacién H Valor | Nimero de

mg/ml Réplicas mortalidad en % estandar de p mosquitos
blanco 6 18 0,08 0 1 72
1-noneno 0,05 4 37 0,05 6,01 | 0,019 48
1-noneno 0,1 4 27 0,21 0,18 | 0,7143 48
1-noneno 1% 4 48 0,18 55 | 0,019 48
acetofenona 0,05% 4 52 0,22 6,01 | 0,019 48
acetofenona 0,1x 4 60 0,14 6,55 | 0,0048 48
acetofenona 1% 4 42 0,1 6,01 | 0,019 48

Tabla 5.19: Mortalidad de machos de Ae. aegypti por efecto de discos de estearina
conteniendo imidacloprid con el agregado o no de atractantes 1-noneno y acetofeno-
na en distintas concentraciones. El asterisco indica que la diferencia es considerada
estadisticamente significativa en comparacion con el blanco, p < 0, 05.

Concentracion Nuamero de Promedio de Desviacién H Valor | Ndimero de

mg/ml Réplicas mortalidad en % estandar de p mosquitos
blanco 6 23 0,15 0 1 72
1-noneno 0,05 4 37 0,13 1,92 | 0,1905 48
1-noneno 0,1 4 25 0,21 0,05 | 0,8762 48
1l-noneno 1x 4 55 0,1 5,01 | 0,0333 48
acetofenona 0,05 4 25 0,17 0,01 | 0,9952 48
acetofenona 0,1x 4 65 0,13 6,01 | 0,0143 48
acetofenona 1% 4 72 0,1 6,55 | 0,0095 48

Tabla 5.20: Mortalidad de hembras de Ae. aegypti por efecto de discos de para-
fina 55°C conteniendo imidacloprid con el agregado o no de atractantes l-noneno
y acetofenona en distintas concentraciones. El asterisco indica que la diferencia es
considerada estadisticamente significativa en comparacién con el blanco, p < 0, 05.

Concentracion Numero de Promedio de Desviacién H Valor | Ndumero de

mg/ml Réplicas mortalidad en % estandar de p mosquitos
blanco 6 23 0,18 0 1 72
1-noneno 0,05 4 50 0,16 3,68 | 0,0762 48
1-noneno 0,1 4 20 0,08 0,1 | 0,8429 48
1l-noneno 1% 4 Y 0,17 5,01 | 0,0238 48
acetofenona 0,05 4 15 0,24 0,73 | 0,4381 48
acetofenona 0,1x 4 62 0,15 9,5 | 0,0238 48
acetofenona 1x 4 80 0,08 6,55 | 0,0048 48

Tabla 5.21: Mortalidad de machos de Ae. aegypti por efecto de discos de parafina 55°C
conteniendo imidacloprid con el agregado o no de atractantes 1-noneno y acetofeno-
na en distintas concentraciones. El asterisco indica que la diferencia es considerada
estadisticamente significativa en comparacion con el blanco, p < 0, 05.
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una mayor mortalidad estadisticamente significativa, p < 0,05, en comparacion con
el blanco, para la concentracién de 1 mg/ml de 1-noneno y las concentraciones de
0,1 mg/ml y 1 mg/ml de acetofenona.

Se observo para las discos de parafina 55°C conteniendo el atractante una morta-
lidad mayor de machos estadisticamente significativa, p < 0,05, en comparacién con
el blanco, para la concentracién de 1 mg/ml de l-noneno y las concentraciones de
0,1 mg/ml y 1 mg/ml de acetofenona.
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6 Discusion de Resultados

6.1. Estudios comportamentales con plantas con
flores

6.1.1. Ensayo preliminar de preferencia de posada de mos-
quitos en plantas con flores

Este ensayo se planted con el objetivo de identificar cudles de las plantas seleccio-
nadas para este estudio se presentaban como posibles atractantes para el mosquito
de Ae. aegypti. La medicién del nimero de mosquitos posados (probando o no) sobre
ellas en un periodo de media hora, permitié tener una orientacién sobre cual o cudles
posibles especies eran preferidas como fuente de alimentacién en forma reproducible,
aunque el diseno experimental no permitié discriminar si la preferencia se debe a
factores visuales, quimicos o una combinacién de ambos.

Los resultados permitieron la identificacién de plantas con potencial capacidad
atractante para Ae. aegypti, las cuales fueron: E. pectinatus, P. neochilus, L. maritima,
S. madagascariensis y T. patula.

Otros autores realizaron ensayos de preferencias de plantas en los que expusieron
las plantas a los mosquitos durante la noche entera. En un trabajo de Manda et al.
[108], se registr6 el nimero de mosquitos de An. gambiae probando sobre las plantas
por noche, durante cuatro intervalos de una hora, en ensayos con una eleccion y con
multiple eleccion de plantas. Las principales diferencia de este ensayo en comparacién
con el “Ensayo preliminar de preferencia de posada de mosquitos en plantas con flores”
4.1.1 fueron: el uso de An. gambiae; el uso de grupos de doscientos mosquitos; la reali-
zacion de mediciones con plantas individuales y con todas presentes; las observaciones
tuvieron duraciones de una hora entre cada intervalo; se midi6 la ingesta de néctar al
final del ensayo; se usé6 el niimero promedio de posados. Las ventajas de este trabajo
en comparacion con el de la tesis fueron: Se comparé la atractancia de una planta en
comparacién con las otras, pudiendo determinar cudles eran las mas atractantes; se
midié la alimentacion de néctar al final de los ensayos, pudiendo determinar cuales
les proveian la mayor cantidad de alimento a los mosquitos. A pesar de ser un trabajo
muy completo y bien planeado, la aplicacion de esta metodologia hubiera requerido
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considerablemente mas tiempo y recursos, debido a: las arenas experimentales eran de
3,5 x 3,5 x 2 m y se podia realizar una réplica por noche. En este trabajo concluyeron
que hay plantas mas atractantes que otras y que existe una correlacion entre cantidad
de mosquitos posados sobre una planta y su oferta de néctar.

En un trabajo de Miiller et al. [120], se colocaron trampas adhesivas alrededor
de las plantas y al caer la noche y a la manana siguiente, los autores contabilizaron
la cantidad de mosquitos An. gambiae atrapados. Las principales diferencia de este
ensayo en comparaciéon con el “Ensayo preliminar de preferencia de posada de mosqui-
tos en plantas con flores” 4.1.1 fueron: la presencia de An. gambiae y que los ensayos
fueron hechos a campo. La ventaja de hacerlo en el habitat natural del insecto, es
que permite evaluar la capacidad real atractante de cada planta; con la gran desven-
tajas de que se requiere una gran superficicie y no se pueden controlar las variables
externas como en el laboratorio. El ensayo a campo es para evaluar la atractancia de
una planta o de un compuesto, debido a su complejidad, no son préacticos para ser
empleados durante un screening. Concluyeron que hay plantas mas atractantes que
otras. De las veintiséis plantas con flores evauladas: Acacia macrostachya resulto ser
la més atractante; nueve fueron atractantes hacia hembras y ocho hacia machos.

6.1.2. Ensayo de preferencia de plantas con flores en ol-
fatometro

Este ensayo permitié evaluar la respuesta comportamental de los mosquitos hacia
los compuestos volatiles emitidos por la planta sin la interferencia de las claves vi-
suales. Este diseno experimental hizo posible que cualquier atraccién observada fuera
atribuible a las claves olfativas exclusivamente. Los valores de p obtenidos en los re-
sultados, comparando la misma planta, con hembras fueron mayores a los obtenidos
con machos. Un menor valor de p obtenido en los machos sugiere que estos resultaron
mas atraidos hacia las plantas, pero habria que hacer otros ensayos para poder hacer
esta afirmacion. Esta diferencia no puede ser atribuida al disefio del ensayo, ya que
los mosquitos de ambos sexos fueron utilizados en las mismas condiciones experimen-
tales. Las plantas que resultaron atractantes con significancia estadistica fueron, en
hembras: E. pectinatus y L.maritima; y en machos: E. pectinatus, L. maritima y S.
madagascariensis. La planta que resulté atractante, cerca del umbral de significancia
estadistica, 0,05 < p < 0, 10, fue S. madagascariensis en hembras.

Todas las plantas que mostraron un efecto estadisticamente significativo de atrac-
cién en hembras también lo mostraron en machos, pero no a la inversa. Una explica-
cion sobre la diferencia en la respuesta comportamental entre hembras y machos: es
que los machos, por ser de menor tamano, tienen menores reservas energéticas y como
su alimentacion es exclusivamente de plantas, son més sensibles a las claves olfativas
de sus potenciales fuentes de alimentacion.

Otra razén en la diferencia en la respuesta comportamental entre machos y hem-
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bras, puede ser explicada, teniendo en cuenta la diferencia anatéomica entre la antena
del mosquito macho y la de la hembra [12]. Esta diferencia se traduce en que las
funciones y proporciones de las sensilias no sean iguales entre ambos sexos. Las sen-
silias son Organos sensoriales cuya funciéon es detectar estimulos térmicos, quimicos
y/o mecanicos. La deteccion selectiva de algunos compuestos por un solo género ya
ha sido documentada. En su trabajo Jhumur et al. [37], evalué por EAG los com-
puestos volatiles de la flor de S. otites en ambos sexos de mosquitos. Los compuestos
(Z)-3-hexen-1-ol, hexanol y acetato de 3-hexenilo, dieron una respuesta medible en
hembras pero no en machos.

Se trabajo con mosquitos ayunados, debido a que en un trabajo previo realizado
por Hancock et al. [I11], se demostré que la sensibilidad hacia volatiles de posibles
fuentes de energia aumenta con el ayuno. Este hallazgo sugiere que la respuesta ha-
cia los compuestos volatiles de las flores, podria verse incrementada, al privar a los
mosquitos de alimento previo al ensayo. En su trabajo Hancock comparé la respuesta
comportamental, en un olfatémetro en “Y”, de hembras ayunadas y de hembras re-
cientemente alimentadas con sacarosa, hacia compuestos volatiles de la miel. Observé
que las hembras ayunadas tienen una mayor preferencia hacia el brazo con los com-
puestos volatiles de la miel, que las hembras previamente alimentadas con sacarosa.
La gran limitante de su trabajo, a la hora de aplicarlo en esta tesis, es que el aumento
de respuesta con el ayuno sélo fue evaluado en hembras. No hay motivos para suponer
que en machos el ayuno no tenga un efecto parecido.

La planta de T. patula, resulté ser atractante en el “Ensayo preliminar de preferen-
cia de posada de mosquitos en plantas con flores” 4.1.1. Sin embargo, en el “Ensayo
de preferencia de plantas con flores en olfatometro”, los mosquitos no mostraron una
respuesta estadisticamente significativa, p < 0,05, hacia el brazo del olfatémetro con
los volatiles de la planta con flores. Esto sugiere que la atraccién hacia la planta
podria estar mediada no sélo por claves quimicas sino que también por las visuales,
que no estuvieron presentes en el “Ensayo de preferencia de plantas con flores en
olfatémetro” 4.1.2. Otra explicacion posible, es que las concentraciones en el aire del
estimulo olfativo de la planta que percibe el mosquito, sean diferentes entre ambos
ensayos. En su trabajo sobre la alimentacién de néctar y la eleccién de plantas en
Aedes cantator y Aedes sollicitans, Magnarelli [105] observé que las claves visuales
eran importantes para la ubicacion de las fuentes de néctar y que estas mediaban la
atractancia de los mosquitos a largas distancias. Los estimulos olfativos son relevantes
a cortas distancias y sirven para evaluar el contenido de néctar de las flores antes de
posarse. Esto es importante debido a que en muchos casos hay muchas flores de la
misma especie, cercanas unas de otras, con distinta cantidad de néctar. La ausen-
cia de estimulos visuales puede haber causado que los mosquitos no relacionaran los
volatiles de T. patula con una potencial fuente de alimento y por lo tanto no se hayan
acercado. Otra explicacion posible, es que las plantas hayan sido visitadas por otros
insectos que se alimentan de néctar previo al ensayo, por lo que los volatiles emitidos
no les indicaban a los mosquitos la presencia de una fuente de alimentacion.

Los compuestos volatiles de P. neochilus mostraron una respuesta de aversién
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al vuelo en el olfatémetro en ambos sexos, la cual resulté ser estadisticamente sig-
nificativa sélo en machos y estuvo cerca del umbral de significancia estadistica en
hembras. Este comportamiento sugiere que algin compuesto voldtil presente en la
planta podria tener algin efecto repelente. Debido a que no es el propdsito de este
trabajo el estudiar repelentes florales, no se le dio més seguimiento a esta observacion.

En el caso de la planta de P. neochilus, se observé una diferencia en la respuesta
de ambos sexos entre el “Ensayo preliminar de preferencia de posada de mosquitos en
plantas con flores” 4.1.1 y el “Ensayo de preferencia de plantas con flores en olfatéme-
tro” 4.1.2. En el primero la planta resultaba atractante, debido a que los mosquitos,
tanto machos como hembras, se posaban sobre ella. Sin embargo, en el segundo ensayo
4.1.2, los mosquitos evitaron el brazo del olfatémetro con los volatiles de la planta. En
el caso de los machos, la aversién fue estadisticamente significativa y en las hembras
la aversiéon estuvo cerca del umbral de significancia. La diferencia en respuesta de
preferencia, puede haberse debido a que en el primer ensayo esta estaba mediada por
estimulos visuales, los cuales estuvieron ausentes en el ensayo con el olfatémetro, o a
que las concentraciones en el aire de los distintos componentes del estimulo olfativo
de la planta que percibe el mosquito, sean diferentes entre ambos ensayos. Otra po-
sible explicacion es que la planta de P. neochilus sea elegida por los mosquitos como
refugio. Las interacciones entre los mosquitos y plantas son un nicho poco explorado
con alto potencial de desarrollo. No se han reportado plantas especificas que sean
elegidas por Ae. aegypti tinicamente como refugio. Se ha reportado que el mosquito
tiene preferencia como refugio, en el exterior, hacia lugares con sombra, himedos y
con poco movimiento de aire [116, |. El follaje de la planta de P. neochilus, tiende
a ser tupido y genera muchos sitios protegidos contra el viento y las precipitaciones.
Atn no se ha demostrado que el mosquito ubique los refugios por claves olfativas y
viendo la importancia que tienen las claves visuales en la bisqueda del alimento [105],
es probable que estas medien el comportamiento de buisqueda de refugio. La hipdtesis
de que usan a la planta de P. neochilus como refugio, se ve reforzada por el hecho de
que ningin mosquito, durante el ensayo, traté de alimentarse de la misma.

6.2. Estudios de atraccién de mosquitos hacia flo-
res con punto-final toxicolégico

6.2.1. Ensayo previo para establecer una concentracion toéxi-
ca de imidacloprid para el ensayo comportamental

La eleccién de imidacloprid como insecticida para este ensayo estuvo basada en su
baja toxicidad por inhalacién y por contacto en Ae. aegypti [110, |. Estas carac-
teristicas permitirian atribuir el efecto téxico observado a la ingestion del insecticida.
En todos los casos en que el imidacloprid se oferté en solucion sin sacarosa, aun en
las dosis mas altas, no se registré mortalidad, demostrando que en las condiciones del
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ensayo, el mosquito no ingiere una solucién con tnicamente imidacloprid. En base a
los resultados obtenidos, se eligi6 la concentracion de imidacloprid de 10 mg/1 debido
a que provocé una mortalidad del 100 % en 90 minutos.

El imidacloprid es un insecticida sistémico por ingestion, que pertenece a la fa-
milia de los neo-nicotinoides y que fue desarrollado para el sector agricola [11]. Su
aplicacién en el control de mosquitos ha empezado a ser explorada en los iltimos anos
y se encuentra en la fase experimental. Aun no existe en el mercado un formulado
basado en este insecticida disenado para el control de mosquitos. Se han evaluado los
efectos del imidacloprid tanto en larvas como en mosquitos adultos en condiciones de
laboratorio [18, 135, 118].

Ensayos con larvas en el cuarto estadio de Ae. aegypti, determinaron que la LDg
de imidacloprid era de 84 pg/l en 72 horas [135]. Ensayos con cebos téxicos en hem-
bras adultos de Ae. taeniorhynchus, Cx. quinquefasciatus y An. quadrimaculatus en-
contraron que las LDgy son 47,6 mg/l, 494,2 mg/l y 2,1 mg/1 respectivamente. Para
determinar las concentraciones de LDgg, previamente mencionadas, se utilizé el for-
mulado Quickbayt de Bayer con una concentracién de 0,5% del compuesto activo.
Hay que ser prudentes a la hora de determinar la toxicidad de una molécula con un
formulado, debido a que este puede incluir sustancias que afecten la toxicidad del
compuesto activo. Los resultados obtenidos muestran que hay una gran variacién en
la toxicidad del imidacloprid segin la especie de mosquito [18]. Segin nuestros re-
sultados, la LDygy de Ae. aegypti, deberia ser de una concentracién < 0,05 mg/l. En
Argentina el imidacloprid viene formulado en granulos dispersables en agua al 70 %
y su uso se da casi exclusivamente en el sector agricola [0].

6.2.2. Bioensayo con punto-final toxicolégico de atracciéon de
mosquitos hacia flores

El principal objetivo del experimento fue determinar si las plantas con flores que
resultaron seleccionadas en el “Ensayo preliminar de preferencia de posada de mos-
quitos en plantas con flores” 4.1.1, podrian ser utilizadas como cebo de una trampa
letal para Ae. aegypti. Este cebo combinaria la presencia de una planta atractante o
mezcla de plantas atractantes con una superficie toxica o una solucion téxica con un
fagoestimulante. Las trampas cebadas con plantas atractantes sirven principalmente
para censar la poblacién, debido a que atraen a mosquitos adultos de ambos sexos. A
diferencia de las trampas cebadas con compuestos volatiles de vertebrados, que sélo
capturan a hembras en busca de un huésped sanguineo [(1].

Se optd por usar solo flores y no las plantas enteras en maceta o con el tallo
sumergido en agua, con la intencién de reducir el peso y el volumen del estimulo
atractante, en comparacion con los de las trampas comerciales que son voluminosas y
con equipamiento costoso. Esto ltimo, aumenta el riesgo de robo, costos de compra y
mantenimiento. Los estimulos vegetales se podrian incorporar, en el futuro, a trampas
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atractantes de Ae. aegypti basadas en estos resultados directamente. Por otra parte
trabajos previos sugieren que la capacidad atractiva de las plantas se concentra en
las flores [119, 62].

Los resultados del estimulo floral, contra el blanco del estimulo del “Bioensayo
con punto-final toxicologico de atraccién de mosquitos hacia flores” 4.2.2, no pudie-
ron ser analizados estadisticamente por t-student: por no cumplir con los requisitos
de normalidad segun la prueba de Shapiro-Wilk. El distinto ntimero de réplicas en
algunas plantas se debid a limitaciones temporales y estacionales, que restringieron
su disponibilidad.

En hembras se observé una mortalidad estadisticamente significatica en presen-
cia de las plantas E. pectinatus y L. maritima. Mientras que en machos se registré
una mortalidad estadisticamente significativa para: E. pectinatus, L. maritima y S.
madagascariensis. Estos resultados muestran que las plantas pueden tener un efecto
comportamental diferente para cada sexo, lo que ya fue observado en el ensayo con
el olfatometro y discutido para el “Ensayo de preferencia de plantas con flores en
olfatémetro” 4.1.2.

La diferencia de atracciéon entre sexos para compuestos de plantas ya habia sido
informada por Fikrig et al. previamente [59]. En su trabajo probd la atractancia, en
ensayos de semi-campo, de jugos de Psidium guajava (guayaba) y Mangifera indica
(mango) hacia machos y hembras de Ae. aegypti adultos. Los volatiles vegetales fueron
usados como cebo para trampas de captura. A través de los ensayos, observo que los
volatiles de los jugos de las frutas previamente mencionadas, solo eran atractantes
hacia machos.

Las mortalidades causadas en ambos sexos en el “Bioensayo con punto-final toxi-
coldgico de atraccion de mosquitos hacia flores” 4.2.2 por la presencia de T. patula,
no difirieron significativamente del blanco, lo que sugiere que sus emisiones volatiles
no son atractantes para Ae. aegypti.

El resultado obtenido para el “Bioensayo con punto-final toxicolégico de atraccion
de mosquitos hacia flores” 4.2.2 en presencia de P. neochilus, mostré que tanto en
hembras como en machos de Ae. aegypti una mortalidad menor a la del blanco. Si
bien este resultado no fue estadisticamente significativo, el resultado es coherente con
el “Ensayo de preferencia de plantas con flores en el olfatometro” 4.1.2, para el cual se
observo una aversiéon al vuelo hacia el brazo con la planta. Una posible interpretacion
de ambos resultados seria la presencia de algtin compuesto volatil repelente hacia Ae.
aegypti en P. neochilus. Debido a que no es el propodsito de este trabajo el estudiar
repelentes vegetales, no se le dio mas seguimiento a la observacién.

Los resultados del “Ensayo preliminar de preferencia de posada de mosquitos en
plantas con flores” 4.1.1 y del “Bioensayo con punto-final toxicoldgico de atraccion
de mosquitos hacia flores” 4.2.2, no son comparables: no sélo porque los fundamentos
metodolégicos fueron distintos, sino porque tuvieron diferentes objetivos, los cuales
fueron descritos en Resultados. Desde el punto de vista del plan de trabajo de esta
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tesis ambos ensayos fueron complementarios para el objetivo general propuesto, de
identificar plantas con flores en general y flores en particular atractivas para Ae. aegy-
pti. Especies que tengan esta propiedad son potencialmente ttiles para metodologias
de control basadas en cebos o tratamientos insecticidas selectivos [108, , 120].

Es llamativo que en el “Ensayo de preferencia de plantas con flores en olfatome-
tro” 4.1.2 y en el “Bioensayo con punto-final toxicologico de atracciéon de mosquitos
hacia flores” 4.2.2, la planta de S. madagascariensis haya resultado atractiva hacia
machos, con significancia estadistica y no hacia hembras. Este resultado sugiere que
alguno de los compuestos que emite es exclusivamente atractante para machos o que
la concentracion en la que muestra efectos de atraccion dicho compuesto, varia entre
machos y hembras. Una observacion en los ensayos con S. madagascariensis sugirio
que las flores en vias de marchitarse producian el efecto atractante descrito con mayor
intensidad que las nuevas. Puede deberse diferencias en la composicién de los com-
puestos volatiles. Esta observacion no fue profundizada y deberia ser encarada en un
trabajo de investigacion diferente al de esta tesis.

Como nuestro objetivo es desarrollar nuevas metodologias del control del mosquito
de bajo impacto ambiental. El descubrimiento de una planta, que sea atractante solo
para machos, es relevante dentro de las nuevas técnicas para el control de Ae. aegypti.
En especial para el control con machos estériles. Se podrian introducir en un ambiente,
trampas cebadas con flores atractantes so6lo hacia machos y retirarlas previo a la
liberacion de los machos estériles, de esta manera se aumentaria su eficacia al reducir
la competencia [101].

En ensayos de campo realizados por Miiller y colaboradores [119], se logré capturar
hasta setenta y cinco veces mas mosquitos de An. sergentii en trampas cebadas con
flores de Acacia raddiana que en trampas cebadas con ramas de A. raddiana sin
flores. Como parte del mismo trabajo, en un oasis de Mali, se rociaron las flores de
dicha acacia con una solucién acuosa con sacarosa, un colorante y un insecticida. Para
evaluar la presencia de mosquitos en los oasis, se colocaron trampas de luz, las cuales
fueron censadas a diario. La cantidad de mosquitos capturados fue cayendo dia tras
dia, para el dia catorce no se capturaban ma&as mosquitos, el ensayo durd cuarenta
y cinco dias. En el analisis de resultados de la experiencia de campo, los autores
concluyeron que la poblacién de mosquitos se podria considerar eliminada de los oasis
en donde llevé a cabo el experimento [119]. Este trabajo respalda la factibilidad de
usar flores con insecticidas como trampas para el manejo de poblaciones de mosquitos.
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6.3. Composicion quimica de las emisiones volati-
les de plantas con flores

6.3.1. Recoleccién de volatiles de plantas con flores e identi-
ficacién quimica

Los volatiles de las plantas con flores que mostraron un comportamiento atractante
en el “Ensayo de preferencia de plantas con flores en olfatometro” 4.1.2 se recolectaron,
como se describe en Métodos, por medio de una fibra de SPME y se analizaron
quimicamente.

Es importante destacar que el efecto comportamental en los ensayos con olfatome-
tro se debe tinicamente a los compuestos volatiles y no a las claves visuales. El método
de extraccion con fibra de SPME es de alta sensibilidad, pero su aplicaciéon funda-
mental se circunscribe al andlisis cualitativo y semi-cuantitativo [20].

6.3.2. Identificacién de volatiles de E. pectinatus

El compuesto que fue ampliamente mayoritario fue el 1-undeceno, seguido por
el trans-cariofileno y a-copaeno. Los compuestos que estuvieron presentes en pro-
porciones minoritarias (< 5% de édrea) fueron: a-tujona, 1-deceno, a-felandreno, 1-
dodeceno, benzotiazol, a-humuleno y a-muuroleno.

Entre los volatiles tentativamente identificado por EM e IR en E. pectinatus, se
encuentra el benzotiazol, que se usa como insecticida y agente aromatizante de los
alimentos [24]. El mismo no es un compuesto que haya sido previamente informado
como componente de volatiles de origen botanico. Por lo que su identificacién entre las
emisiones volatiles de E. pectinatus podria atribuirse a alguna contaminacion externa.
No se encontré en la bibliografia algiin antecedente en donde se haya informado la
composicién de las emisiones volatiles de E. pectinatus.

La composicién del aceite esencial de la flor de Furyops arabicus, fue evaluada
por Mothana et al. [115]. En su trabajo encontré que el 80 % de los componentes del
aceite esencial eran terpenos, siendo el mas frecuente el 6xido de cariofileno. Seguido,
en orden de concentracién descendente, por: 7-cadinol, espatulenol, S-cariofileno, 2-
epi-f-cariofileno. La gran limitaciéon que presenta este trabajo, es que se baso en los
EM y los IR de una columna, para identificar los compuestos del aceite esencial,
sin la co-inyeccién del estandar sintético. Sin el estdndar, solo es posible hacer una
identificacion tentativa.

Nyasembe et al. [170] evalué en EAG con hembras de An. gambiae, los com-
ponentes de los volatiles de la planta previemente identificada como atractante, P.
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hysterophorus. Luego evalué distintas cantidades de los compuestos que mostraron
respuestas en el EAG en un olfatémetro. Observé atractancia para una cantidad de
los terpenos (-pineno y limoneno. Con ambos compuestos, los mosquitos mostraron
una respuesta de aversién al vuelo, con cantidades apenas cuatro veces mayores a
las atractantes. Lo que sugiere que ambos terpenos tienen rango muy acotado de
cantidades en donde presentan atractancia.

6.3.3. Identificaciéon de volatiles de S. madagascariensis

Los volatiles de S. madagascariensis fueron identificados por medio de EM e IR. El
compuesto mayoritario fue 1-noneno, seguido por a-pineno y S-pineno en cantidades
considerables y en menores proporciones (< 5% de édrea) se detecté: sabineno, ace-
tato de 4-hexen-ol, S-felandreno y 1-undeceno. La presencia del acetato de 4-hexenol
podria atribuirse a las emisiones de las hojas de la planta, ya que es considerado un
volatil de hojas verdes [153]. Debido a la posibilidad de migrar de carbono de la carga
positiva, en el producto de ionizacién de alquenos lineales, es indispensable la co-
inyeccion del estandar sintético para poder determinar la ubicacion del doble enlace.
No encontramos registros en la bibliografia donde se haya informado la composicion
de las emisiones de compuestos volatiles de S. madagascariensis.

El 1-noneno ha sido encontrado entre los compuestos volatiles de varias especies de
plantas, entre los que se encuentran: Ruta chalepensis; Arabidopsis thaliana; Larrea
tridentata ;y Vigna unguiculata [75, 91, 84, |. No se ha encontrado en la biblio-
grafia cientifica, registro que haya sido utilizado como atractante en alguna especie
de insecto.

6.3.4. Identificacion de volatiles de L. maritima

Los compuestos mayoritarios de L. maritima fueron: acetofenona y limoneno. En
menores concentraciones (< 5% de area) se detectaron los siguientes compuestos:
4-isotiocianato-1-buteno, alcohol fenetilico, fenilacetonitrilo y un compuesto descono-
cido.

Los compuestos identificados entre los volatiles de L. maritima pertenecen a gru-
pos muy diversos: 1l-alquenil isotiocianatos, terpenos, compuestos aromaticos y un
compuesto que no pudo ser identificado.

Si bien no se pudo determinar la identidad del compuesto desconocido, después de
haber analizado el EM, haber calculado los IR en dos columnas y haber determinado
el peso molecular por medio de la IQ, se puede afirmar que se trata de un terpeno
o compuesto terpenoide con una masa de 204 m/z. La estructura quimica no fue
posible determinarla. Dos trabajos previamente publicados sobre los volatiles de la
planta entera de L. maritima no mencionan algin compuesto, ni identificado ni no
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identificado, atribuible al desconocido presente en nuestros andlisis [151, ].

En la primera de estas publicaciones se describe la extraccion de los volétiles por
medio de la técnica de espacio de cabeza dinamico. Los volatiles fueron adsorbidos en
un filtro con Super Q, posteriormente fueron extraidos con un solvente y analizados
en un equipo de CG-EM. El tnico compuesto identificado fehacientemente fue la
acetofenona [151], en consonancia con nuestro estudio con L. maritima.

En el segundo trabajo se analizaron los voldtiles del espacio de cabezal estati-
co de la planta entera, extraido con una fibra de PDMS. Los compuestos extraidos
fueron analizados por medio de CG-EM. Los compuestos identificados tentativamen-
te, los cuales coincidieron con nuestros resultados fueron: limoneno, acetofenona y
4-isotiocianato-1-buteno. El método empleado en este estudio es meramente orienta-
tivo, debido a que sdlo identifica los compuestos tentativamente por comparacion del
EM con una biblioteca [115].

Los 1-alquenil isotiocianatos son productos de la hidrélisis de los glucosinolatos,
reaccién que sucede cuando la planta es danada mecanicamente. Se especula con que
la liberacién de los productos de hidrolisis de los glucosinolatos forman parte de los
mecanismos de defensa de la planta ante animales herbivoros [119]. En los volatiles de
la flor cortada, la abundancia de isotiociantos fue mayor y se discute oportunamente.

6.3.5. Sintesis de 1-noneno

El analisis de las emisiones volatiles de S. madagascariensis mostrd que su prin-
cipal constituyente es el hidrocarburo 1-noneno. Teniendo en cuenta que tanto en FE.
pectinatus como en S. madagascariensis los resultados del andlisis de volatiles mos-
traban que un alqueno (undeceno en el primer caso y noneno en el segundo) es el
compuesto volatil mas importante y que ambas plantas resultaron atractantes de Ae.
aeqypti, fue de interés sintetizar el 1-noneno.

Por otra parte S. madagascariensis, segin los resultados del “Bioensayo con punto-
final toxicologico de atraccién de mosquitos hacia flores” 4.2.2, manifiesta poder atrac-
tante sélo para machos. Esta propiedad le proporciona al 1-noneno un interés par-
ticular, como es el de ser un potencial atractante selectivo, que actuaria sélo sobre
mosquitos machos.

Se intentaron dos métodos para la sintesis de 1-noneno, a partir del 1-nonanol y
un 4cido fuerte [177]: el primero en una columna de destilacién con &cido sulfurico;
el segundo en viales con distintos acidos y temperaturas.

El método con acido sulfirico y 1-nonanol en la columna de destilacién, dio como
producto una mezcla de n-nonenos. No esperabamos este resultado, porque debido a lo
informado en los libros de texto, el mecanismo por el cual se produce la deshidratacién
de un alcohol primario en un medio acido fuerte, es por una eliminacién Ey. [177].
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Figura 6.1: Muestra el desplazamiento hibrido de la carga positiva entre los carbonos
adyacentes.

En este tipo de reaccion, la eliminacién del grupo hidroxilo y la formacion del doble
enlace, suceden de manera simultanea. No es de esperar que haya un desplazamiento
del carbocation. Pero el comportamiento observado es claramente una eliminacién
tipo E; en donde se elimina primero el grupo hidroxilo generéandose el carbocatién
y después este se desplaza [177]. La carga positiva del carbocatién en el carbono
primario terminal, migra hacia los carbonos secundarios en la cadena. Estos carbonos
tienen mucho mayor capacidad de estabilizarlo, por lo tanto la probabilidad que la
carga positiva se encuentre en un carbono secundario es mas alta que en uno primario.
Eventualmente se elimina un H* forméndose el doble enlace.

En la Figura 6.1 se puede ver un esquema de desplazamiento del carbocatién [5].
Los motivos por los cuales no se dio el tipo de reaccién de eliminacién esperada,
pueden ser varios y exceden el alcance de esta tesis. Se descarté una isomerizacién
del alqueno debido a que no esta informado que en las condiciones en las que se llevd
a cabo la reaccién ocurra este proceso.

Finalmente ante la imposibilidad de obtener 1-noneno puro, se decidié limitar los
estudios con este compuesto a los que consideraron de mayor importancia, para lo
cual se utilizé un estandar comercial de alto costo, accesible en cantidades bajas.

6.4. Estudios comportamentales con componentes
volatiles de plantas con flores

6.4.1. Bioensayo en olfatémetro de los compuestos volatiles
identificados y disponibles de partes aéreas de plantas
con flores

En los ensayos de olfatémetro, las hembras y los machos fueron evaluados en
grupos de a diez, con todos los mosquitos del mismo sexo. Se adoptd este criterio para
asegurar que la respuesta comportamental no tuviera alguna potencial interferencia
debido a la presencia de mosquitos del género opuesto.

Por otra parte, un objetivo importante de esta evaluacién de compuestos poten-
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cialmente atractantes es establecer si existe una respuesta diferencial entre machos
y hembras. Se evaluaron diez compuestos en tres cantidades en ambos sexos de Ae.

aeqypti.

Se evaluaron entonces, de S. madagascariensis: 1-noneno, S-pineno, (4)-a-pineno,
(-)-a-pineno; y de L. maritima: acetofenona, 1-octanol, fenilacetonitrilo, isotiocianato
de alilo, alcohol fenetilico, isotiocianato de bencilo.

Ademas incluimos en los ensayos de olfatémetro con esta metodologia a los com-
puestos volatiles identificados provenientes de las inflorescencias cortadas de L. ma-
ritima, segun lo descripto en 4.4.1.

El objetivo de estos ensayos fue el de establecer a cudl/cuales de entre los com-
puestos identificados, se le podria adjudicar un rol en la respuesta comportamental
observada para las flores descrita en 4.1.2.

Para el 1-octanol se pudo registrar un comportamiento de aversién estadistica-
mente significativo con 100 pg en hembras y machos. El isotiocianato de bencilo
gener6 una respuesta de aversion al vuelo, estadisticamente significativa, para las
cantidades de 10 y 100 pg en machos. En hembras no se observd ninguna respuesta
estadisticamente significativa, ni cercana de ser estadisticamente significativa, con el
isotiocianato de bencilo. Los resultados con este compuesto son interesantes, debido
a que se trataria de un potencial repelente sélo de machos.

El ensayo en este olfatometro no permite definidir si una sustancia es repelente
o no. Para probar repelencia, habria que observar a los mosquitos alejarse de una
fuente de emision del compuesto. Aca sélo se puede determinar si eligen o no, el
brazo con el compuesto, lo cual no es equivalente. Muy probablemente los compuestos
que generaron un comportamiento de aversiéon al vuelo, también sean repelentes.
Los potenciales efectos repelentes, de 1-octanol e isotiocianato de bencilo, no fueron
posteriormente estudiados. Debido a que la biisqueda de este tipo de compuestos para
Ae. aegypti no estda dentro de los objetivos de esta tesis.

En machos se registré un comportamiento estadisticamente significativo de atrac-
cién hacia la cantidad de 10 pg de 1-noneno. En hembras la cantidad de 1 ng, fue
la Unica masa de 1-noneno cuyo resultado estuvo cerca del umbral de significancia
0,05 < p < 0,1. Lo que permite especular que el compuesto podria ser atractante
para las hembras en cantidades ain menores.

Las hembras mostraron un comportamiento de atracciéon hacia la cantidad de
acetofenona de 1 pg y hacia la cantidad de 10 pg de (+)-a-pineno. La acetofenona ni
el (+)-a-pineno resultaron ser atractantes hacia machos. Probablemente los ensayos
con mayores cantidades de acetofenona en hembras, les hayan provocado saturacién
de los receptores olfativos, lo que se tradujo en un comportamiento de vuelo al azar

[132].

Entre los compuestos que mostraron efecto atractante para machos y/o hembras,
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no hubo un uno que resultara atractante de ambos, en las cantidades evaluadas.

El 1-octanol es considerado un compuesto volatil de la piel, ha sido empleado con
éxito, en mezclas atractantes basados en compuestos volatiles de vertebrados en An.
gambiae [160]. Se ha registrado también una respuesta en EAG con 1-octanol en Cr.
quinquefasciatus [111].

No hay registros en la bibliografia cientifica con el uso de alil isotiocianato, feni-
lacetonitrilo y bencil isotiocianato en mosquitos. Con excepcion de una publicacién
que fue escrita como resultado de este trabajo de tesis [129].

El fenilacetonitrilo es considerado una feromona de agregacién para la especie de
langosta Schistocerca gregaria [130]. De haber resultado ser atractante en mosquitos,
su uso en trampas se hubiera podido ver limitado, al atraer especies no blanco.

Reportes de ensayos de EAG realizados con 1-noneno en hembras de An. gambiae
y Cz. Pipiens no mostraron una respuesta estadisticamente significativa para ambas
especies, aunque solo se realizd la prueba con dos hembras para cada especie [132].

Se han reportado respuestas electroantenograficas positivas con la acetofenona en
mediciones realizadas con antenas de Ae. aegypti en ambos sexos [$7], aunque esta
respuesta no puede ser asociada con una respuesta comportamental. Los autores no
porfundizaron en estudios sobre las implicancias de las respuestas electronatenografi-
cas en el comportamiento.

Segun trabajos previos, ya se habia observado una respuesta diferente entre am-
bos sexos de mosquitos, hacia una concentracién de un compuesto volatil [59]. Las
diferencia en respuesta hacia compuestos volatiles, estd fundamentada en el tipo de
alimentacién de cada sexo: Los machos son fitéfagos; y a diferencia de los machos, las
hembras son hematéfagas. La ingesta de sangre es imprescindible para completar el
ciclo de vida [60].

En el trabajo de De Lima, se encontré que cantidades de (-pineno entre 0,2 y
1,2 pg provocan una respuesta de repelencia en hembras de Ae. aegypti en olfatometro
[17] y estudios electroantenograficos realizados por Campbell et al. demostraron que
este compuesto es detectado por hembras de Ae. aegypti [30].

El EAG con ambos enantiémetros de a-pineno no mostré respuesta en hembras
de Ae. aegypti, sugiriendo que los a-pinenos no son detectados por los mosquitos y
por lo tanto no producirian un efecto comportamental [30]. Estos resultados del EAG
con los a-pinenos en Ae. aeypti, son consistentes con los nuestros antes descritos pa-
ra el compuesto (-)-a-pineno. En donde, los estudios que se informan en esta tesis
mostraron que no hay una respuesta estadisticamente significativa en el olfatémetro,
a ninguna cantidad de (-)-a-pineno, para ninguno de los sexos de Ae. aegypti. En
el caso para el (4)-a-pineno se observé una respuesta estadisticamente significativa
para la cantidad de 10 pg de (+)-a-pineno. Mathew et al. observé un efecto repelente
de Ae. aegypti hacia una mezcla racémica de a-pineno. Sugiriendo que el efecto com-
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portamental del a-pineno no esta totalmente determinado por el resultado del EAG

[109].

En el trabajo de Nyasembe et al. en An. gambiae, se observé que el S-pineno era
atractante hacia el mosquito. Evaluaciones del compuesto previamente mencionado,
con An. gambiae en el EAG, dieron una senal. Lo que prueba que el mosquito es
capaz de registrar al compuesto [125].

No siempre el efecto atractante del blend completo de una planta observado en
el olfatémetro, se correlaciona con un similar efecto producido por sus componentes
volatiles. Por ejemplo, un extracto de Asclepias syriaca resulté ser atractante de C.
pipiens pipiens [110] y el analisis cromatografico del espacio de cabeza del extracto
mostré la presencia mayoritaria de alcohol fenetilico y alcohol bencilico. Sin embargo,
una mezcla de ambos compuestos no mostré un comportamiento atractante en Cx.
pipiens pipiens en el olfatémetro [110].

6.5. Estudios sobre inflorescencias cortadas de L.
maritima

6.5.1. Evaluacion de atraccién por inflorescencias cortadas
de L. maritima en el olfatometro

Los resultados del “Ensayo de preferencia de plantas con flores en olfatémetro.”
4.1.2, mostraron que la planta con flores de L. maritima presenta una capacidad ac-
tractante interesante para ambos sexos de Ae. aegypti, particularmente para hembras.
Por otra parte el “Bioensayo con punto-final toxicoldgico de atraccion de mosquitos
hacia flores” 4.2.2, permitié observar que el efecto atractante de las flores de esta
especie causa un incremento de la toxicidad del tratamiento con imidacloprid.

Sobre la base de estos resultados fue de interés profundizar los estudios sobre esta
especie, particularmente en el rol de la flor en su capacidad atractante. Por tal razén
se llevé a cabo el ensayo en el olfatémetro, pero con inflorescencias cortadas de L.
maritima.

La “Evaluacién de atraccion por inflorescencias cortadas de L. maritima en el
olfatémetro” 4.5.1 se hizo con las flores hasta una hora después de cortadas, teniendo
en cuenta que los productos de hidrélisis de los glucosinolatos son de propdsito de-
fensivo, y por lo tanto son liberados casi inmediatamente después de suceder el dano
mecanico [119].

Los mosquitos fueron evaluados de a uno a la vez, para poder controlar el ingreso
del mosquito a la zona de la planta y cerrar la compuerta una vez que tome contacto
con la planta. Para evitar el la posible influencia del estimulo visual, se tomé como
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positiva la primera eleccion de brazo, hecho que sucede antes de que ocurra el referido
estimulo.

Las inflorescencias cortadas resultaron ser atractivas para ambos sexos de mos-
quitos, segin los resultados analizados por la prueba de x2. Este resultado estd en
consonancia con lo observado en el “Ensayo de preferencia de plantas con flores en
olfatometro” 4.1.2 y con el “Bioensayo con punto-final toxicolégico de atraccion de
mosquitos hacia flores” 4.2.2. Por otra parte, encuadra en la sugerencia de trabajos
previos, respecto a que la capacidad atractante de las plantas se concentra en las
flores [119].

En su trabajo Miiller et al. [119], compararon la captura de An. sergentii en
trampas cebadas con flores de: A. raddiana, Tamarix nilotica y Ochrandenus baccatus.
Contra trampas cebadas con ramas sin flores de las mismas especies. Segun la planta,
las flores fueron entre 35-75 veces mas atractantes que las ramas solas. En el mismo
trabajo, se describe como logré controlar a la poblacion de An. sergentii en un oasis,
a través del rociado de todas las flores de A. raddiana presentes con una solucién de
sacarosa y un insecticida por ingestion.

6.5.2. Identificacién de compuestos volatiles de las inflores-
cencias cortadas de L. maritima

El compuesto que fue ampliamente mayoritario fue el 4-isotiocianato-1-buteno,
seguido por el 3,4-epitiobutilnitrilo. Los compuestos que estuvieron presentes en pro-
porciones minoritarias (< 5 % de drea) fueron: isotiocianato de alilo, fenilacetaldehido,
acetofenona, 1-octanol, 5-isotiocianato-1-penteno, alcohol fenetilico, fenilacetonitrilo,
isotiocianato de 4-metil-pentilo, isotiocianato de hexilo, 4,5-epitiopentilnitrilo, 4-vinil-
2-metoxi-fenol, isotiocianato de bencilo y el compuesto desconocido.

Las brasicaceas como L. maritima, contienen glucosinolatos que son hidrolizados
cuando la planta sufre un dano mecanico. Los productos de dicha hidrdlisis son 1-
alquenil isotiocianatos y epitionitrilos principalmente. La reacciéon de hidrélisis de
los glucosinolatos es catalizada por la enzima mirosinasa, generando a un compuesto
intermedio inestable. El producto final de dicho compuesto intermedio es dependiente
de la naturaleza de la cadena lateral de carbonos y las condiciones del medio. Los
isotiocianatos se forman a pH> 7, los nitrilos se forman a pH< 4. Oxazilidina-2-
tiones se forman en presencia de cadenas laterales -hydroxiladas. Un enlace doble
terminal en la cadena lateral, con la presencia de iones de Fe™? y proteinas especificas,
resultan en la formacién de epitionitrilos [28, 53, 57]. En la Figura 6.2 se pueden ver
el mecanismo y los productos de la hidrolisis de los glucosinolatos, la Figura fue
adaptada de Halkier et al. [76] y Poulton et al. [139]

En la planta intacta la enzima mirosinasa se encuentra dentro de células especificas
de mirosina, lo que resulta en que los glucosinolatos estén fisicamente separados de
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Figura 6.2: Mecanismos y los productos de la hidrélisis de glucosinolatos.

la mirosinasa [53]. Las células de mirosina actian como una especie de mina téxica,
que se detonan cuando son danadas mecanicamente [169].

En el andlisis de los volatiles de la planta entera de L. maritima, el compues-
to que registro el pico de mayor area fue el de acetofenona. En el analisis de los
volatiles de las inflorescencias cortadas de L. maritima el compuesto que registré el
pico de mayor area fue el de 4-isotiocianato-1-buteno. El compuesto que fue detec-
tado en la planta entera, pero no en las inflorescencias cortadas fue: el limoneno.
Los compuestos que fueron detectados en las inflorescencias cortadas, pero no en
la planta entera fueron: isotiocianato de alilo, fenilacetaldehido, 5-isotiocianato-1-
penteno, 3,4-epitiobutilnitrilo, isotiocianato de 4-metil-pentilo, isotiocianato de hexi-
lo, 4,5-epitiopentilnitrilo, 4-vinil-2-metoxi-fenol e isotiocianato de bencilo. La diferen-
cia en los volatiles registrados se debe a que al cortar las inflorescencias de la planta,
se induce un dano mecénico que permite la hidrdlisis de los glucosinolatos [16].

A pesar de no haber dispuesto de los estandares de 4-isotiocianato-1-buteno, 5-
isotiocianato-1-penteno, 3,4-epitiobutilnitrilo y 4,5-epitiopentilnitrilo, su presencia se
postula no sélo en base a sus espectros de masas, sino a que su presencia era esperada
como productos de descomposicion de los glucosinolatos. El glucosinolato que produce
4-isotiocianato-1-buteno, es el mismo que también genera 3,4-epitiobutilnitrilo por
otra ruta metabdlica. El glucosinolato que produce 5-isotiocianato-1-penteno es el
mismo que también genera 4,5-epitiopentilnitrilo.

Los epitionitrilos son compuestos quirales, cuya mezcla racémica se forma por la
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hidrolisis de los glucosinolatos. Se encontrd la mezcla racémica cuando los volatiles
de L. maritima fueron analizados en una columna quiral.

Actualmente no existen en la literatura cientifica registros, en mosquitos, de en-
sayos comportamentales con isotiocianatos o epitionitrilos.

En su trabajo Pope et al. [138] evaluaron compuestos de degradacién de los gluco-
sinolatos en Diaeretiella rapae, un insecto parasitoide de afidos. La justificacién detras
del estudio, es que los isotiocianatos y epitiocianatos, podrian senalizar al parasitoide
la presencia potencial del huésped. Evaluaron dos isotiocianatos y dos epitionitrilo en
EAG y en un olfatémetro en “Y”. Se determiné que D. rapae es capaz de detectar a
estos compuestos de degradacién de los glucosinolatos en EAG y tienen una respuesta
de vuelo positiva, en el olfatémetro, hacia estos compuestos.

6.5.3. Bioensayo de atraccion hacia compuestos volatiles de
inflorescencias cortadas de L. maritima

Los compuestos volatiles identificados y disponibles de las inflorescencias cortadas
de L. maritima, fueron evaluadas en el olfatémetro colocando las sustancias a evaluar
sobre un vidrio de reloj en forma similar a como se habian presentado las flores. El
proposito de este método fue el de imitar la emision de voldtiles que ocurren cuando
se cortaron y evaluaron las inflorescencias de aliso.

El método fue adaptado de un trabajo sobre feromonas atractantes hacia Ae.
aegypti, realizado por Fawaz et al. [50]. De ahi adaptamos el solvente, la dilucién, el
uso de vidrio de reloj y la dosis de los compuestos.

En hembras, los compuestos que dieron una respuesta estadisticamente significa-
tiva fueron: la acetofenona y el 1-octanol. La acetofenona mostré un comportamiento
atractante, mientras que l-octanol de aversion al vuelo.

En machos el inico compuesto que dio una respuesta estadisticamente significativa
fue la acetofenona, mostrando un comportamiento atractante.

Los resultados de este ensayo son consistentes con los obtenidos en el “Bioen-
sayo en olfatémetro de los compuestos volatiles identificados y disponibles de partes
aéreas de plantas con flores” 4.4.1. La acetofenona fue establecida como un compuesto
atractante para machos y hembras de Ae. aegypti, lo que sugiere su potencial para ser
utilizado en trampas o cebos en estrategias de manejo de poblaciones de Ae. aegypti.

En ambos ensayos el 1-octanol demostro tener una capacidad de aversién al vue-
lo con significancia estadistica s6lo en hembras. En machos se observé también un
comportamiento de aversion al vuelo, con un valor de p cercano al de la significancia
estadistica.
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6.5.4. Determinaciéon de una posible nectarizacion por Ae.
aegypti de la flor de L. maritima presente en su inflo-
rescencia. Cuantificacion de ingesta de fructosa

Como parte de los estudios de la inflorescencia de L. maritima consideramos co-
mo objetivo de importancia determinar si dentro de su patrén de comportamiento,
los mosquitos Ae. aegypti son capaces de alimentarse del néctar de esta flor. Para la
mayoria de las especies de mosquitos, el néctar floral y los fluidos vegetales extraflo-
rales son la principal fuente dietética de la hembra y la tinica fuente de nutrientes del
macho [60, 181].

La relevancia de esta posible interaccion entre L. maritima y Ae. aegypti no es
menor, ya que podria tomarse como base de una posible trampa letal, a través de la
incorporacion a la planta de un insecticida de contacto o sistémico. En el “Bioensayo
con punto-final toxicolégico de atraccién de mosquitos hacia flores” 4.2.2; las pruebas
que incluyeron a la planta de L. maritima, fueron las que mostraron la mortalidad
con mayor significancia estadistica.

Se utilizé sacarosa como blanco positivo debido a que ésta es hidrolizada por el
mosquito rdpidamente después de ser ingerida a glucosa y fructosa [127]. La cantidad
de fructosa detectada se reduce fuertemente dentro de las 24 horas después de la in-
gestion. Pasadas las 48 horas se detectan trazas del aztcar sélo en algunos casos. Los
tiempos de deteccién de fructosa en Ae. aegypti, fueron determinados en estudios rea-
lizados con machos y hembras, alimentados con una solucién de sacarosa al 10 % y/o
sangre. Estos estudios también evaluaron el volumen de solucién de azicar ingerido

[45].

En nuestros resultados detectamos la presencia de fructosa en cantidad estadisti-
camente significativa, con respecto al control negativo para ambos sexos, luego de
haber estado expuestos a las inflorescencias de L. maritima y al control positivo que
consistia en una solucién de sacarosa. En hembras, en el control positivo se detectd
mayor cantidad de fructosa por mosquito que en el control positivo de machos. Esta
diferencia entre sexos coinciden con resultados previos. Nunes et al. informaron que
las hembras ingieren hasta 2,5 veces mas azucares que los machos [127].

Nuestros resultados con las inflorescencias de L. maritima mostraron que al con-
trario que con la solucién de sacarosa, en los machos detectamos alrededor de tres
veces mas fructosa que en las hembras. Si consideramos que la cantidad observada
en la administracién de sacarosa (control positivo) deberia asemejarse al valor de
replecién, entoces las dos explicaciones mas probables son: 1) los machos tienen me-
nores reservas energéticas debido a su menor tamano promedio, por lo tanto estarian
mas afectados por el ayuno, y ademas detectarian con mayor facilidad de la fuente
de alimentacion debido a que son huéspedes obligados del néctar floral. En cambio
las hembras disponen de otra fuente de alimentacién. Lo que hizo que los primeros
consumieran los recursos antes que las hembras. 2) Otra explicacién posible es que
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Figura 6.3: Esquema de los aparatos bucales de culicidos hembras y machos.

el aparato bucal de los machos pueda permitirles extraer mejor el néctar de las inflo-
rescencias que las hembras. En la sacarosa no habria habido efecto en la capacidad
de alimentaciéon. En la Figura 6.3 se puede ver un esquema, la comparacion de los
aparatos bucales entre culicidos hembras y machos, imagen adaptada de [2].

El hecho de que el aliso sea una planta atractante, que estimula a que el mosquito
se acerque, y ademas que se alimente efectivamente de su néctar. Plantea la posibidad
de en condiciones de laboratorio agregar insecticidas sistémicos a la planta entera de
aliso y evaluar posteriormente si se produce un incremento en la mortalidad observada
de los mosquitos expuestos. Se podria estudiar también cuanto dura el efecto de
incremento de mortalidad.

Si esta hipdtesis se verificara, seria interesante proponer si a campo se pueden
lograr reducciones poblacionales por la presencia de aliso mas insecticidas. Si bien esta
propuesta incluiria el uso de insecticidas, este seria de un uso focalizado y no tendria
el mismo impacto que un rociado espacial, como los que se utilizan habitualmente.

Un eventual uso de plantas “toxicas”, por incorporacion de insecticidas sistémicos,
como una herramienta de manejo integrado de mosquitos, requeriria una cuidadosa
evaluacion de su impacto ambiental. S6lo seria factible evitando el efecto insecticida
sobre otras especies de insectos benéficos, como las abejas, que también se alimentan
del néctar. Por tal razéon un posible uso de esta metodologia deberia sélo implemen-
tarse en escenarios acotados, en donde el tinico insecto que acceda al néctar fuera el
mosquito.
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6.6. Formulacién en matrices de parafina y esteari-
na de componentes de plantas con flores atrac-
tantes de mosquitos y su evaluacién biolégica
con punto-final toxicolégico

6.6.1. Formulacion de compuestos atractantes de mosquitos
en parafina y estearina

Nuestro laboratorio posee amplia experiencia en la fabricacion de matrices de
liberacion controlada de semioquimicos utilizando ceras y polimeros naturales y bio-
degradables [31, 38, (4].

En este trabajo utilizamos parafina y estearina como matrices para formular los
atractantes, por ser ambos compuestos econémicamente accesibles, no toxicos, es-
tables, de facil manejo y de los que obtuvimos muy buenos resultados en nuestros
trabajos anteriores. Como son compuestos muy poco solubles en agua, se tomé como
referencia de la polariadad, su proporcion de solubilidad entre tolueno y 2-propanol
(%). La estearina tiene un valor de 3 mientras que la parafina de 90. Cuanto
maés bajo es el valor mas polar es la molécula [166]. La polaridad influye en la solubi-
lidad del activo en el sentido en que a mayor afinidad con el activo, se esperaria una
menor velocidad de su liberacién al ambiente.

Al ser los compuestos atractantes incluidos mientras las matrices estaban en estado
liquido (80°C), se eligié el diclorometano como solvente, debido a que por su bajo
punto de ebullicién (38°C) se garantizaba que no estaria presente en las matrices
durante los ensayos.

6.6.2. Ensayo de atraccion de mosquitos por formulados séli-
dos con punto-final toxicolégico

La mortalidad producida por los discos de estearina conteniendo 1-noneno
0,05 mg/ml result6 ser estadisticamente significativa en machos pero no en hembras.
Peculiarmente la concentracion 0,1 mg/ml en disco de estearina no dio un aumento de
la mortalidad estadisticamente significativo en ninguno de los sexos, pero si la dosis
de 1 mg/ml en ambos sexos. La gran incégnita es: jpor qué la concentracion inter-
media de 1-noneno de 0,1 mg/ml no dio un efecto de mayor mortalidad en machos,
mientras que las concentraciones de 1 mg/ml y 0,05 mg/ml si dieron?

La explicacion mas plausible que encontramos, es que en los ensayos con los discos
de estearina con 0,1 mg/ml de 1-noneno, hayan habido factores que escapan a nuestro
control, que influyeron en la sensibilidad de los mosquitos al compuesto. Comparan-
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do las desviaciones estandar entre las tres concentraciones de 1-noneno (0,05, 0,1 y
1 mg/ml) en estearina. Se puede ver que la desviacién estdndar para la concentracion
de 0,1 mg/ml, es mucho mayor que para las otras dos concentraciones, reforzando la
hipétesis de que hubo un factor externo involucrado.

Los resultados sugieren que la acetofenona es en general, independientemente del
material de la matriz, un atractante mas efectivo a concentraciones menores que
el 1-noneno. Pero para poder hacer esa afirmacion, habria que conocer la razon de
liberacion de cada uno de los volatiles de las matrices, podria ser el caso, que el 1-
noneno fuera liberado del disco a una velocidad mucho menor que la acetofenona,
por lo tanto la cantidad de 1-noneno volatilizada fuera menor, aun a concentraciones
altas.

El ensayo fue exitoso, en tanto que pudimos demostrar la viabilidad de formu-
lar trampas letales de Ae. aegypti con compuestos volatiles sintéticos vegetales, en
condiciones de laboratorio. El efecto comportamental de ambos compuestos voldtiles
usados fue descubierto por nosotros. En el caso de la acetofenona, ya se habia repor-
tado un efecto atractante en otra especie de mosquitos, mientras que para el 1-noneno
no habian ensayos comportamentales previos en mosquitos.
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7 Conclusiones

7.1. Conclusiones particulares

7.1.1. Estudios comportamentales con plantas con flores

El ensayo preliminar de preferencia de posada de mosquitos en plantas con flores
mostrd que algunas de ellas, cominmente disponibles en el entorno doméstico, como
L. maritima, P. neochilus, T. patula, S. madagascariensis y E. pectinatus, resultaron
atractantes para mosquitos adultos de Ae. aegypti. En las que fueron atractantes se
pudo observar un comportamiento de extension de proboscis, actividad que sugiere
un intento de alimentacién, por parte del mosquito, de la planta. Como excepcion, se
observo en P. neochilus un gran nimero de mosquitos posados, pero sin extension de
proboscis. Lo que sugirié que P. neochilus provocaba un comportamiento de bisqueda
de refugio en los mosquitos. No hay antecedentes en la bibliografia sobre estudios
que identifiquen plantas atractantes de Ae. aegypti. En mosquitos, sélo para An.
gambiae se publicd un estudio comportamental en el que se establecid preferencia de
comportamiento de alimentacién sobre algunas plantas en condiciones de laboratorio

[108].

En el “Ensayo en olfatometro de preferencia de plantas con flores” | los mosquitos
machos mostraron preferencia, con significancia estadistica, por un mayor nimero de
plantas (E. pectinatus, L.maritima y S. madagascariensis), en comparaciéon con las
hembras (E. pectinatus y L. maritima). Se observé un comportamiento de aversion,
con significancia estadistica al vuelo sélo en machos hacia P. neochilus y un com-
portamiento de atraccién, también solo en machos, para S. madagascariensis. Estos
resultados indican que cada sexo de Ae. aegypti tiene una respuesta comportamental
diferente hacia los voldtiles de las plantas evaluadas.
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7.1.2. Estudios de atraccién de mosquitos hacia flores con
punto-final toxicolégico

Cuando se combind en un bioensayo el efecto atractante de las flores, con un cebo
de sacarosa e imidacloprid, se obtuvo una respuesta de mayor efecto téxico del in-
secticida en Ae. aegypti. Se observé un aumento en la mortalidad, estadisticamente
significativa, en ambos sexos para L. maritima y E. pectinatus. Para S. madagasca-
riensis el incremento del efecto insecticida solo se observé en machos. Los resultados
del bioensayo sugieren que se podrian usar cebos de flores cortadas para captura o
para el control, por efecto insecticida, de Ae. aegypti en condiciones de campo. La
recoleccion de volatiles de plantas con flores y su posterior identificaciéon quimica, per-
mitié determinar la presencia en L. maritima, F. pectinatus y S. madagascariensis,
de compuestos volatiles anteriormente identificados como atractantes para otras espe-
cies de mosquitos, como acetofenona, -pineno y limoneno [176, 87]. En el caso de las
inflorescencias cortadas de L. maritima, los isotiocianatos derivados de la hidrélisis
de los glucosinolatos detectados encuadran en resultados previos para estos procesos
boténicos de descomposicién [13]. Se pudo confirmar la identidad de isotiocianato de
bencilo y el isotiocianato de alilo por medio de la co-inyeccion de estandares sintéticos.

7.1.3. Composicion quimica de las emisiones volatiles de
plantas con flores

El andlisis de las emisiones de plantas con flores permitié identificar una serie de
compuestos, e incluso uno no informado en la literatura previamente. En E. pectinatus
fueron identificados los terpenos a-tujeno, a-felandreno; sesquiterpenos: a-copaeno,
trans-[-cariofileno, a-humuleno, a-muuruleno; y los alquenos 1-deceno, 1-undeceno y
1-dodeceno. S. madagascariensis mostré una composicion de volatiles muy parecida
a la de F. pectinatus; para ambas especies se identificaron terpenos y 1-alquenos prin-
cipalmente. Los terpenos identificados en S. madagascariensis fueron (+)-a-pineno,
(-)-a-pineno, S-pineno, sabineno y felandreno. Los 1-alquenos encontrados fueron 1-
noneno y l-undeceno. También se identificé el acetato de 4-hexenol atribuible, por
los antecedentes previos, a las emisiones de las hojas verdes. En L. maritima los
compuestos volatiles identificados pertenecen a grupos muy diversos: 1-alquenil iso-
tiocianatos, terpenos, compuestos arométicos y un compuesto que no pudo ser identi-
ficado. El 1-alquenil isotiocianato identificado fue 4-isotiocianato-1-buteno, atribuible
a la hidrolisis de los glucosinolatos, reaccién que sucede cuando la planta es danada
mecanicamente. Los compuestos aromaticos encontrados fueron acetofenona, alcohol
fenetilico y fenilacetonitrilo. Los terpenos presentes fueron identificados como limo-
neno y un compuesto desconocido, el cual probablemente sea un terpeno.
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7.1.4. Estudios comportamentales con componentes volatiles
de plantas con flores

En el bioensayo en olfatometro con los compuestos volatiles identificados de partes
aéreas de plantas con flores, se observé en hembras un comportamiento estadistica-
mente significativo de atraccién para las dosis de 1 pg de acetofenona y 10 pg de
(4)-a-pineno. El 1-noneno da lugar a un efecto atractante sélo en machos y sélo en
un estrecho rango de masas, debido a que sdlo se observé un efecto atractante en
la cantidad media de 10 pg. Las cantidades de 10 png y 100 png de isotiocianato de
bencilo, generaron en machos un comportamiento de aversién al vuelo, sugiriendo la
posibilidad de que este compuesto sea un potencial repelente sélo de machos. Para la
cantidad de 100 ng de 1-octanol se determiné una aversion al vuelo estadisticamente
significativa en hembras y machos, sugiriendo que podria ser un potencial repelen-
te. No se han encontrado en la bibliografia antecedentes del uso de 1l-octanol y el
isotiocianato de bencilo como repelentes para Ae. aegypti.

7.1.5. Estudios sobre inflorescencias cortadas de L. mariti-
ma

Los resultados con plantas enteras con inflorescencias de L. maritima mostraron
una capacidad atractante interesante para ambos sexos de Ae. aegypti, particular-
mente para hembras. Como ademas el efecto atractante de las flores de esta especie
causo un incremento de la toxicidad por exposicién al imidacloprid, se planted la ne-
cesidad de profundizar el rol de esta flor en el comportamiento de Ae. aegypti. Por
tal razon se estudio el efecto sobre Ae. aegypti de inflorescencias cortadas de L. mari-
tima. Dichas inflorescencias cortadas resultaron atractantes para machos y hembras.
Este resultado abre la posibilidad de que las inflorescencias cortadas de L. maritima
sean utilizadas en futuras trampas cebadas para Ae. aegypti. El andlisis de los volati-
les de las inflorescencias cortadas de L. maritima y su identificacién mostré un pico
principal de 4-isotiocianato-1-buteno, seguramente atribuible, a que por la induccién
de un dano mecénico en la planta se produce la hidrolisis de glucosinolatos. Asimis-
mo se identificaron isotiocianato de alilo, 4-isotiocianato-1-buteno, isotiocianato de
4-metil-pentilo, isotiocianato de hexilo, 5-isotiocianato-1-penteno e isotiocianato de
bencilo. Los compuestos aromaticos identificados fueron: fenilacetaldehido, acetofeno-
na, alcohol fenetilico, fenilacetonitrilo, 4-vinil-2-metoxi-fenol; y las mezclas racémicas
de 3,4-epitiobutilnitrilo y 4,5-epitiopentilnitrilo. El 1-octanol y un compuesto desco-
nocido también fueron encontrados en la emisiéon de volatiles de las inflorescencias
cortadas de L. maritima. Los estudios de atraccién de Ae. aegypti para ambos sexos
por componentes volatiles de inflorescencias cortadas de L. maritima, mostraron como
resultado que para la acetofenona el comportamiento fue de atraccién, mientras que
para el 1-octanol fue de aversion al vuelo, s6lo en hembras fue el efecto de aversion
al vuelo estadisticamente significativo.
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En los estudios de la inflorescencia de L. maritima un objetivo de importancia
fue determinar si dentro de su patrén de comportamiento, los mosquitos Ae. aeqypti
son capaces de alimentarse del néctar de esta flor. En la mayoria de las especies de
mosquitos, el néctar floral y los fluidos vegetales extraflorales son la principal fuente de
azucar dietética de la hembra y la tinica fuente de nutrientes del macho. Cuantificando
la ingesta de fructosa se determiné la capacidad de Ae. aegypti de ingerir néctar de
la planta L. maritima. Este resultado es interesante, porque abre la posibilidad de
desarrollar trampas letales, a través de la incorporacién de un insecticida sistémico a
L. maritima.

7.1.6. Formulacion en matrices de parafina y estearina de
componentes de plantas con flores atractantes de mos-
quitos y su evaluacién biolégica con punto-final toxi-
colégico

Se realizé un ensayo de atraccion de mosquitos por discos de formulados sélidos
con matrices de parafina y estearina, el cual tuvo un punto-final toxicoldgico causado
por un algodén embebido en una solucion de sacarosa e imidacloprid. Como resultado
se observo como los compuestos volatiles vegetales incorporados en una matriz sélida
actiian como cebo atractante de mosquitos, lo que se manifiesta por el incremento
de la mortalidad causada por el imidacloprid en solucién de sacarosa de los insectos
atraidos en comparacion con el blanco.

Tanto acetofenona como 1-noneno mostraron concentraciones en las que fueron
atractantes. Todos los discos formulados que mostraron una mortalidad con significan-
cia estadistica en hembras, también lo fueron en machos con significancia estadistica.
El disco de estearina con 0,5 mg de 1-noneno mostré una mortalidad significativa en
machos unicamente, sugiriendo que los machos son mas atraidos por dicho compues-
to en las concentraciones emitidas por los formulados. A pesar de que la acetofenona
fue atractante a menores concentraciones en los discos que el 1-noneno, no se puede
afirmar que este sea més atractante, debido a que el efecto puede haber sido debido a
una cinética de liberacién de la acetofenona mas rapida. Hasta nuestro conocimiento
bibliografico, no se han informado hasta el momento ensayos a campo con trampas
cebadas con volatiles vegetales con resultados destacables.

7.2. Conclusion general

Se establecié que algunas de las plantas con flores estudiadas son atractantes de
machos y hembras de Ae. aegypti. Sobre las més promisorias como atractantes, se
identificaron sus compuestos volatiles y algunos de ellos fueron caracterizados por
su capacidad de atraer mosquitos machos y/o hembras. A partir de estos resultados
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se demostro la viabilidad de la incorporacion de los compuestos volatiles vegetales
atractantes en matrices naturales, dando lugar a soluciones sélidas de liberacién con-
trolada.

Estas formulaciones sélidas fueron caracterizadas como cebos téxicos en condicio-
nes de laboratorio. Los resultados de esta tesis no sélo aportaron nuevas descripciones
de composicion de voldtiles de flores con componentes atractantes sobre Ae. aegypti,
sino que también abrieron la posibilidad de disenar nuevas trampas y cebos para el
control y/o el monitoreo de poblaciones de mosquitos.

Debido a las fallas en los métodos habituales de control de vectores, que se ma-
nifestaron en la ultima década, la OMS establecié6 como prioritario el desarrollo de
nuevas herramientas de control de mosquitos para ser utilizados como parte de un
manejo integrado de los vectores. Entre las nuevas herramientas en desarrollo para el
control de mosquitos, tanto para Aedes spp. como para Anopheles spp., se encuentran
los cebos azucarados conteniendo compuestos atractantes de mosquitos e insecticidas

(05, 130].
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