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RESUMEN

Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) es considerada una plaga de
granos almacenados (maiz, trigo, arroz). EI método mas utilizado para su control
es mediante insecticidas quimicos sintéticos, sin embargo, estos representan un
dafio al ambiente y a la salud humana. Una opcion amigable con el ambiente es
el uso de aceites esenciales. En este trabajo se evalu6 la actividad insecticida
del aceite esencial de Hesperozygis marifolia contra Tenebrio molitor. Primero
se realizaron bioensayos mediante la fumigacion de diferentes concentraciones
de aceite, presentando actividad insecticida contra larvas (CLs0=0.29 yL AE pL
acetona®) y adultos (CLso=0.09 uL AE uL acetona®) de T. molitor.
Posteriormente se realizd un analisis de cromatografia de gases acoplado a un
detector de masas para determinar los componentes mayoritarios del aceite
esencial que fueron la isomentona (55.27 %) y la pulegona (37.39 %). Para
determinar si estos monoterpenos conferian actividad insecticida al aceite
esencial se realizaron bioensayos con ambos monoterpenos. La pulegona
presenté actividad insecticida en larvas (CLso=0.03 pL Pul pL acetona®) y en
adultos (CLso= 0.58 uL Pul pL acetona?). En el caso de la isomentona, no se
registro actividad insecticida contra larvas, pero si en adultos (CLso= 0.0874 uL
Iso uL acetona), asi mismo, presento actividad antialimentaria, lo que ocasion6
canibalismo entre los insectos. Sin embargo, son necesarios mas estudios para
determinar su actividad insecticida y antialimentaria. En este trabajo se demostro
el potencial uso del aceite esencial de Hesperozygis marifolia y la pulegona como

insecticida botanico para el control de Tenebrio molitor.

Palabras clave: Escarabajo de la harina, Plaga de granos almacenados, Control

botanico, Actividad biolégica, Monoterpenos, Pulegona, Isomentona.



ABSTRACT

Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) is considered a pest of stored
grains (corn, wheat, rice). The most commonly used method for its control is
synthetic chemical insecticides, which are harmful to the environment and human
health. An environmentally friendly option is the use of essential oils. This work
evaluated the insecticidal activity of the essential oil of Hesperozygis marifolia
against Tenebrio molitor. First, bioassays were performed by fumigation of
different concentrations of oil, which showed insecticidal activity against larvae
(LC%=0.29 uL AE pL acetone+) and adults (LC%=0.09 pL AE pL acetone+) of T.
molitor. Subsequently, a gas chromatography analysis coupled to a mass
detector was performed to determine the essential oil's main components:
isomenthone (55.27 %) and pulegone (37.39 %). Bioassays were performed with
both monoterpenes to determine whether these monoterpenes conferred
insecticidal activity to the essential oil. Pulegone showed insecticidal activity on
larvae (LC%=0.03 pL Pul yL acetone+) and adults (LCsx= 0.58 pL Pul pL acetone
1). In the case of isomenthone, no insecticidal activity was found against larvae,
but it was found in adults (LCs= 0.0874 pL Iso uL acetone+), in addition, it showed
antifeeding activity, which promoted cannibalism among insects. Further studies
are necessary to determine isomenthone insecticidal and antifeeding activity.
This work demonstrated the potential use of Hesperozygis marifolia essential oil

and pulegone as a botanical insecticide for controlling Tenebrio molitor.

Keywords: Flour beetle, Stored grain pest, Botanical control, Monoterpenes,

Biological activity, Pulegone, Isomenthone.
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1. Introduccién

El escarabajo amarillo de la harina, Tenebrio molitor (L.) (Coleoptera:
Tenebrionidae) es considerada como una importante plaga de productos
almacenados derivados del trigo, arroz y maiz. La presencia de ese insecto en
granos almacenados puede contaminarlos mediante sus exoesqueletos,
residuos metabdlicos e indirectamente por microorganismos causando la pérdida

de calidad de los alimentos.

Algunos métodos de control para T. molitor incluyen el fisico, biolégico y quimico,
siendo este dltimo el método mas utilizado mediante la fumigacion de
insecticidas quimicos sintéticos. Sin embargo, la generacion de residuos toxicos
para el ambiente y la salud humana, desarrollo de resistencia a los insecticidas,

entre otras han limitado la aplicacion de insecticidas quimicos.

Los aceites esenciales estan siendo considerados como posibles alternativas a
los insecticidas quimicos sintéticos; muchos de ellos han mostrado actividades
bioldgicas (repelentes, ovicidas, fumigantes, insecticidas, etc). La ventaja de los
aceites esenciales es que tienen baja toxicidad para los seres humanos, facil
degradacion y menor impacto ambiental, lo que los hace adecuados para el
control de plagas. Se componen principalmente de monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, etc., moléculas responsables de conferir la actividad
bioldgica a los aceites esenciales y que ademas juegan un papel importante en

la interaccion planta- ambiente y planta-insecto.

Se ha demostrado que los aceites esenciales de algunas plantas pertenecientes
a la familia Lamiaceae, como Hesperozygis ringens y Hesperozygis myrtoides
tienen actividad acaricida e insecticida, respectivamente. En donde sus
compuestos monoterpénicos pudiesen estar confiriendo actividad biolégica al
aceite esencial. La planta de interés en este estudio, Hesperozygis marifolia, es
importancia en la medicina tradicional mexicana y de la cual aun no existen
reportes sobre su actividad insecticida. Por lo que en este trabajo se evaluard la
actividad insecticida del aceite esencial Hesperozygis marifolia (Lamiacea) y sus

componentes mayoritarios contra Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae).



2. Antecedentes
2.1 Granos basicos producidos en México

En Meéxico son considerados granos basicos a los alimentos que son
indispensables en la dieta diaria, tales como el maiz, el trigo y el arroz, que tienen
producciones anuales de 24 millones, 970 mil, 4 millones y 236 millones de Tn
respectivamente; tales productos contribuyen a la salud alimentaria. Los estados
con mayor produccion de granos son Sinaloa, Tamaulipas, Jalisco, estados del
Bajio (Guanajuato, Querétaro y Michoacan), Chiapas y Sonora. Los granos y
semillas demandan cuidados especiales por su valor econémico, alimenticio,
agricola e industrial por esto es necesario recurrir a su almacenamiento y
conservacion (ASERCA, 2018; CEDRSSA, 2020; SADER, 2022; SAGARPA,
2016).

2.2 Plagas en granos almacenados

En el pais, los métodos de mayor uso para el almacenamiento de granos son:
almacenamiento en costales, almacenamiento a granel, almacenamiento
hermético y almacenes para grandes volumenes; en todos ellos es necesario un
ambiente seco y limpio, lo que permitird la conservacion de granos,
manteniéndolos sanos y sin impurezas. Sin embargo, durante la etapa del
almecenamiento pueden presentarse factores que afectan la calidad de los
granos, por ejemplo, la paricion de hongos, roedores, aves y de mayor
importancia, los insectos. Si no existe un control preventivo adecuado, los
insectos encuentran un ambiente favorable para su crecimiento y desarrollo
dentro de los granos almacenados, donde pueden expresar en gran medida su
potencial reproductivo y de alimentacion (ASERCA, 2018; Shadia et al., 2011).

Generalmente, los insectos plaga de granos almacenados pertenecen al orden
de los coledpteros y lepidopteros, estan fuertemente influenciados por la
temperatura y por la humedad del grano. A la fecha se han registrado alrededor
de 250 especies de insectos plaga que afectan a productos almacenados, de las

cuales 20 son considerados de gran importancia, en el Cuadro 1 se enlistan



algunas de los insectos plaga registradas en México (SAGARPA, 2016; Shadia

et al., 2011).

Cuadro 1. Insectos plaga de productos almacenados en México (Modificado de
Rodriguez & Herrera, 2003).

Nombre comun

Nombre cientifico

Orden y familia

Picudo del maiz

Picudo del arroz

Sitophilus zeamais
(Motsch).

Sitophilus oryzae (L.)

Coleoptera:
Curculionidae

Coleoptera:
Curculionidae

Barrenador pequeiio de
los granos

Rhyzopertha dominica
(Fabr.)

Coleoptera: Bostrichidae

Gorgojo castafo de la
harina.

Tribolium castaneum
(Hbst.)

Coleoptera:
Tenebrionidae

Gorgojo del frijol

Acanthoscelides
obtectus (Say.)

Coleoptera:
Chrysomelidae

Gorgojo rojizo de los
granos

Palomilla dorada del
maiz

Escarabajo de la harina

Cryptolestes ferrugineus
(Steph.)

Sitotroga cereallela
(Olivier)

Tenebrio molitor (L.)

Coleoptera:
Laemophloeidae

Lepidoptera: Gelechiidae

Coleoptera:
Tenebrionidae

2.3 Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae)

2.3.1 Generalidades

El “Escarabajo Molinero” o también “Escarabajo de la Harina”, T. molitor, lamado

asi porque es considerada una plaga de productos a bases de cereales, es un

escarabajo de color marron de habitos alimenticios nocturnos. Es una especie

cosmopolita, principalmente habita en regiones con climas templados. En el

Cuadro 2 se presenta su clasificacion taxonémica (Lopez et al., 2018; Medrano.,
2019; Plata-Rueda et al., 2021).


http://en.wikipedia.org/wiki/Bostrichidae

Cuadro 2. Clasificacion taxonémica del Tenebrio molitor (Modificado de Schoch et
al., 2020).

Nombre cientifico Tenebrio molitor (Linnaeus)
Dominio Eukarya

Reino Animalia

Filo Arthropoda

Clase Insecta

Orden Coleoptera

Familia Tenebrionidae

Genero Tenebrio

Especie T. molitor

2.3.2 Ciclo biolégico

Tenebrio molitor, es un insecto holometabolo, es decir, que su ciclo de vida se
compone de cuatro etapas: huevo, larva, pupa y adulto como se muestra en la
Figura 1. El ciclo completo tiene una duracion entre 300 a 350 d en condiciones
ambientales. Sin embargo, en crianza de laboratorio (25-27 °C, 60-75 % de
humedad relativa, densidad de poblacién de 8.4 insectos dm2, fotoperiodos de
14:10 Luz obscuridad) el ciclo completo puede durar 70 a 85 d (Mariod, A., 2017,
Lopez et al., 2018).
Escarabajo 3 meses

(Coloca entre 160- 580
huevos)

El ciclo completo
Escarabajo maduro tarda entre 300 a
10-12 dias 350 d (condiciones
ambientales)

i

Huevos
5-7 dias de
incubacién

Larvas
) 4 semanas

Larvas mudando

Escarabajo joven
1-2 dias

Larvas
6-9 semanas

Pupa
6-10 dias

Figura 1. Ciclo de vida de Tenebrio molitor (Tomado de Lopez et al., 2018).



Las larvas al llegar a las cuatro semanas de vida miden alrededor de 1.5 cm. En
transcurso de 6 a 7 semanas mudan entre 9 a 12 veces de exoesqueleto hasta
alcanzar un tamafo aproximado de 3.5 cm donde cambian a un color amarillo
oscuro. Después de 6 a 7 semanas la larva se convierte en pupa color blanco y

poco movil, durando en esta fase de 6 a 10 d (Lopez et al., 2018).

Posteriormente, emerge el escarabajo, que miden de 15 a 18 mm de largo y 5
mm de ancho aproximadamente. Los escarabajos son color beige al emerger de
la pupa y durante el transcurso de dos dias cambian a un color marrén hasta
volverse totalmente negro. Las hembras pueden llegar a poner alrededor de 160
huevos y tener un tiempo de vida de hasta 3 meses en condiciones de
laboratorio. El periodo de ovoposicién varia entre 25 y 140 d dependiendo de las

condiciones del medio y disponibilidad de alimento (Lépez et al., 2018).

Los huevos son color blanco, de forma ovalada, con una longitud de 1.8 mm y
estan cubiertos de polisacéaridos. El periodo de incubacion depende de la
temperatura siendo de 5 d a 24 °C y de 20 d a 15 °C. Las larvas recién
eclosionadas son activas, consumen harina y se desplazan libremente,
adquiriendo su maximo desarrollo entre los 89 y 100 d después de mudar entre
9y 18 veces (Lopez et al., 2018).

2.4 Tenebrio molitor como plaga de granos almacenados

Tenebrio molitor es un insecto con habitos nocturnos, que durante el dia suele
esconderse en sitios oscuros. La hembra llega a depositar huevecillos sobre el
sustrato (en este caso sobre granos de alimentos) y los recubre con una capa
compuesta de polisacaridos y proteinas a las cual se adhieren particulas del
sustrato alimenticio. Esto ocasiona pérdidas del valor nutritivo y comerciales del
10 a 25 % del producto almacenado. En cuanto a la presencia directa de la plaga
en lo granos, las principales afectaciones producidas son la pérdida de peso del
mismo, la pérdida de capacidad para germinar (Ej. EI maiz), mal olor,
contaminacion con fragmentos del insecto, exoesqueledo mudado y heces, entre

otras. Ademas, la actividad metabdlica de los insectos puede dar lugar a



condiciones de termperatura y humedad que favorecen el desarrollo de hongos
productores de aflatoxinas como Penicillium sp., Fusarium sp. y Aspegillus sp.
Esto comunmente esta asociado a problemas digestivos, lo que los hace no
aptos para el consumo humano y del ganado (Martinez et al., 2018; Plata-Rueda
et al., 2021; Shadia et al., 2011; Vifuela et al.,1993).

2.5 Métodos de control de Tenebrio molitor
2.5.1. Control fisico
2.5.1.1 Temperaturas extremas

Las temperaturas a las que se exponen los insectos mientras se secan los
productos béasicos suelen ser insuficientes para desinfestarlos completamente,
es por ello que modificar las temperaturas de crecimiento optimo (25-33 °C) es

ampliamente usado para su control (Tyagi et al., 2019).

Las temperaturas superiores a 60 °C pueden provocar la muerte de los insectos
en segundos, las temperaturas entre 50 y 60 °C en horas o minutos, y las
temperaturas entre 43 y 46 °C en horas. Al contrario, el frio mata a los insectos
mas lentamente. Las temperaturas entre 5 y 15 °C retrasan el desarrollo de los
insectos y acaban siendo letales tras exposiciones muy prolongadas. Las
temperaturas entre -1 y 3 °C pueden causar la muerte en horas o dias, mientras
qgue las temperaturas inferiores a -1 °C pueden causar la muerte mas rapido
(Hagstrum et al., 2013).

2.5.1.2 Polvos inertes

Hay muchos tipos de polvos inertes: cal, sal comun, arena, caolin, cenizas de
cascara de arroz, cenizas de madera, arcillas, polvo de diatomeas, cenizas
volcanicas, silicatos sintéticos, etc. Debido a su baja toxicidad para los
mamiferos se utilizan para proteger los granos almacenados contra T. molitor.
Los polvos inertes ejercen sus efectos lentamente a través de varios
mecanismos que dan lugar a la deshidratacion, especialmente por adsorcion de

los lipidos cuticulares y, menos importante, por abrasién (Vincent et al., 2003).



Lopez-Garcia et al. (2018) determinaron que la exposicion alimentaria cronica a
ceniza volcanica causa efectos adversos sobre las larvas de T. molitor,
provocando su muerte a concentraciones de 30,000 y 50,000 ppm y a una

disminucion en el tamafio de las larvas a concentraciones de 500, 1,000, y 5,000

ppm.

2.5.1.3 Radiacion ionizante

La radiacién ionizante proporcionada por los rayos gamma de los isétopos
cobalto-60 y cesio-137, es un tratamiento que esteriliza 0 mata a los insectos al
dafar las células y producir radicales libres que rompen los enlaces quimicos. El
uso de la radiacion ionizante para la desinfestacidn de insectos para disminuir la
poblacion de los insectos ha sido aprobado en muchos paises incluyendo México
(Hallman et al., 2013; Vincent et al., 2003).

Brower (1973) probd la radiacion gamma del cobalto-60 para el control de T.
molitor; determinando que hubo inhibicion en el desarrollo a una dosis de
radiacion entre 5 y 100 krad todas las etapas del insecto, ademas las hembras
adultas fueron mas sensibles que los machos a los efectos esterilizantes de la
radiacion gamma, pero la esterilidad fue completa con dosis de 15 krad y

superiores.

2.5.2 Control biolégico
2.5.2.1 Hongos entomopatdégenos

Dara (2017), demostré6 que los hongos entomopatégenos como Beauveria
bassiana, Isaria fumosorosea y Metarhizium brunneum pueden desempeifiar un
papel importante en el control de plagas de granos almacenados incluyendo a T.
molitor. Sin embargo, para el uso de estos microorganismos es necesaria su
liberacion en altas densidades poblacionales ya que una baja densidad de estos
no es suficiente para controlar a la plaga y esto podria representar una

desventaja para el control de T. molitor (Hagstrum et al., 2013; Lee et al., 2018).



2.5.3 Control quimico

La aplicacion de insecticidas quimicos en granos almacenados consiste en su
impregnacion en los granos y semillas con productos que presentan con alto
poder residual y/o gasificando el area de almacenamiento. Los productos mas
utilizados son el bromuro de metilo y compuestos organofosforados como fosfuro
de aluminio y fosfuro de magnesio (SAGARPA, 2016, ONUDI, 2014).

El bromuro de metilo, es un gas incoloro e inodora con la férmula quimica CH3Br.
Comercialmente se puede encontrar como Embafume ®, Brometano ® y Terabol
®. Su uso para el control de plagas en granos almacenados suele ser utilizado
en productos sometidos a cuarentena aplicando una concentracion de 30 gm™
por 24 h de exposicién a 26.5 °C minimo. Por otra parte, los plaguicidas
organofosforados son compuestos derivados del &cido fosférico; los fosfuros de
aluminio (AIP) y fosfuros de magnesio (MgsP2) son fumigantes sdlidos que al
hidrolizarse liberan gas fosfina o fosfuro de hidrégeno (PHs), la cual a altas
concentraciones resulta letal para los insectos. Las presentaciones comerciales
de los fosfuros son: Agrofum ®, Celphos ® y Degesch Platesson ® que vienen en
tabletas de 3 g, suelen ser aplicadas de 2-3 pastillas m® (IRET-UNA, 2023; NCBI,
2023; SAGARPA, 2016; SEMARNAT, 2013, SEMARNAT, 2022).

2.5.4 Control botanico

Debido uso excesivo de insecticidas quimicos sintéticos, surge la necesidad de
buscar métodos alternativos que permitan controlar a los insectos plaga, tal es
el caso de los insecticidas botanicos, que son derivados de de plantas y/o sus
partes. En los ultimos afios, la aplicaciéon de aceites esenciales provenientes de
plantas ha llamado mucho la atencion como alternativa a los insecticidas
quimicos sintéticos, estos productos vegetales son muy eficaces,
biodegradables y mas seguros que sus equivalentes sintéticos (Martinez &
Rugama., 2020).

Los puntos fuertes y las limitaciones de cada tipo de control como método de

gestion de plagas de T. molitor se indican en el Cuadro 3.



Cuadro 3. Ventajas y desventajas de los métodos de control de Tenebrio molitor
(Modificado de SAGARPA, 2016).

Método Ventaja Desventaja
Temperaturas De amplio espectro Puede dafiar el edificio,
extremas Bajo riesgo el equipo y la mercancia

No produce resistencia
de los insectos

Dificil conseguir una
temperatura uniforme

Polvos inertes

Inocuo al hombre y al
medio ambiente

No recomendado para
centros de alto volumen
de grano

Requiere un determinado
tiempo de exposicidon
Deja residuos

Radiacién
ionizante

Hongos
entomopatégenos

Alta mortalidad de
insectos

Bajo coste operativo

Control natural
Son selectivos

Mortalidad retardada y a
corto plazo de las plagas
Requiere alta seguridad
de los trabajadores

Es importante controlar
la dosis para no dafar las
semillas

Necesario tener altas
humedades, pero puede
dafar al grano el exceso
de agua

Insecticidas
guimicos
sintéticos

De efecto rapido y
buen control.
Penetrante, de accion
rapida y amplio
espectro

Bajo coste

Dejan residuos toxicos
Requieren de equipo
especial para aplicarlos y
capacitaciéon para
manejarlos

Producen resistencia de
los insectos

Control botanico

Control natural y
econdémico

No mata a todos los
insectos

Se limita a las areas que
tienen esas plantas




2.5.3.1 Aceites esenciales

Se les llama “aceites esenciales” porque contienen la “esencia” del material
vegetal. Los aceites esenciales (AE) son una mezcla de compuestos altamente
volatiles que provienen de las plantas (de hojas, tallos, flores, frutos, raices, etc.)
Estos pueden contener alrededor de 300 compuestos quimicos, de los cuales
solo 2 o 3 tienen concentraciones altas predominando los compuestos terpénicos
y el resto son trazas (Figura 2) de compuestos aromaticos y alifaticos de bajo

peso molecular (Masyita et al., 2022; Stephane & Jules 2020).

2.5.3.1.1 Terpenos

También conocidos como terpenoides o0 isoprenoides son metabolitos
secundarios con estructuras moleculares que contienen cadenas principales de
carbono de unidades de isopreno (CsHs), siendo los mas comunes los mono-,
sesqui- y di-terpenos con cadenas de 10 carbonos, 15 carbonos y 20 carbonos,
respectivamente (Figura 2). Los terpenos se sintetizan en el citoplasma de las
células vegetales a través de la ruta del acido mevaldnico y estan altamente
asociados a la fisiologia del desarrollo de las plantas, asi como en las
interacciones mutualistas y antagonistas entre plantas-ambiente y planta-
insectos, confiriendo en este Ultimo caso actividad insecticida contra insectos
depredadores (Boncan et al., 2020; Flores-Sanchez et al. 2021; Ninkuu et al.,
2021; Stephane & Jules, 2020).

2.6. Actividad insecticida de los aceites esenciales (AE)

La aplicacion de AE en insectos plaga de granos almacenados pueden alterar la
digestion de estos, causando repelencia, disuasion y cambios en las respuestas
olfativas. También tiene efectos en su fisiologia que implican la inhibicién del
crecimiento, el deterioro del desarrollo, la privacion de oxigeno y el agotamiento
de la energia. Por otra parte, los terpenos contenidos en los AE actuan sobre el
sistema nervioso de los insectos, afectando a los neurotransmisores como la
acetilcolina, al &acido y-aminobutirico, asi como a los receptores
octopaminérgicos. Las aplicaciones de los AE en insectos pueden actuar a nivel

de contacto (a través del sistema tegumentario), por inhalacion (a través del
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sistema respiratorio) y por via oral (a través del sistema digestivo) (Plata-Rueda
et al., 2021).
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Figura 2. Estructuras quimicas de algunos terpenos representativos (Fuente

propia creado en BioRender).

Se han evaluado la actividad biolégica de aceites esenciales de diferentes
familias de plantas contra T. molitor como Lauraceae, Poaceae, Verbenaceae, ,
Amaryllidaceae y Lamiaceae (Martinez et al., 2017; Plata-Rueda et al., 2017;
Plata-Rueda et al., 2021; Wang et al., 2015). En este trabajo nos centramos en
la familia lamiadcea, ya que esta se caracteriza principalmente por ser una

considerable fuente de una gran variedad de compuestos terpénicos (Pérez et
al., 2022).
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2.6.1 Familia Lamiaceae

En México, la familia Lamiaceae incluye 27 géneros y aproximadamente 512
especies. Una de las caracteristicas distintivas de esta familia son los terpenos
gue se encuentran en las glandulas de las plantas. Los contenidos de estas
glandulas son responsables de los olores arométicos y propiedades
organolépticas de las plantas, y como consecuencia, estas son usadas en
medicina tradicional y en la preparacién de alimentos en varias partes del mundo
(Pérez et al., 2022).

Un género perteneciente a la familia de las lamiaceas es Hesperozygis, género
totalmente endémico de América del cual se han reportado 12 especies, 8 de
ellas localizadas en Brasil. De los aceites esenciales de H. ringens y H. myrtoides
ya se ha reportado su actividad acaricida e insecticida, respectivamente.
Ademas, se reportd que los componentes mayoritarios del AE fueron

monoterpenos (Cuadro 4).

Cuadro 4. Actividad biolégica y terpenos mayoritarios de los aceites esenciales
del género Hesperozygis (Castilho et al., 2017; Ribeiro et al., 2010; Silva et al.,
2014).

Componente

L Organismo objetivo
mayoritario del AE gan Jetv

Aceite esencial

Hesperozygis ringens Pulegona (86 %) Riphicephalus microplus
(Benth.) Epling (Ixodida: Ixodidae)

Hesperozygis ringens Pulegona (95.18 %) Larvas de: Acanthagrion

(Benth.) Epling Limoneno (1.28 %)  sp., Homeoura sp, Ischnura
sp., Oxyagrion sp (Odonata:
Coenagrionidae)

Hesperozygis Isomentona (47.7 %) R. microplus (Ixodida:
myrtoides (A.St.-Hil. ex ~ Pulegona (21.4 %) Ixodidae)
Benth.) Epling Limoneno (7.7 %)
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Por otra parte, las 4 especies restantes de Hesperozygis se localizan en México
siendo H. bella, H. ciliolata, H. pusilla y H. marifolia (de la cual aun no se ha

reportado actividad bioldgica contra insectos o artopodos) (Garcia-Curiel, 1994).

2.7 Hesperozygis marifolia (Lamiacea)
2.7.1 Generalidades

Hesperozygis marifolia (Lamiales: Lamiaceae) es nativa de México, distribuida
en las zonas aridas del norte y del centro del pais, principalmente encontrada en
los estados de Jalisco, Nuevo Leodn, San Luis Potosi e Hidalgo. Esta planta se
considera de importancia en la medicina tradicional de estos estados para tratar
problemas gastrointestinales y como tranquilizante. Crece a una altitud de 1250-
2050 m. Es un arbusto, de 20-50 cm de largo, con hojas de hasta 15 mm de largo
(Figura 3). La clasificacion taxondmica se muestra en el Cuadro 5 (Gonzalez-
Chavez et al., 2011; IBUNAM, 2019; Pérez et al., 2022).

Cuadro 5. Clasificacion Taxondmica del Hesperozygis marifolia (Modificado de
Schoch, 2020).

Nombre cientifico Hesperozygis marifolia (Schauer) Epling
Dominio Eukarya

Reino Plantae

Filo Tracheophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Lamiales

Familia Lamiaceae

Género Hesperozygis

Especie H. marifolia
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Figura 3. Hesperozygis marifolia (Schauer) Epling. (Obtenido de Red de

Herbarios Mexicanos, 2019).
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3. Hipdtesis

El aceite esencial de Hesperozygis marifolia se compone mayormente de

monoterpenos que le confiere actividad insecticida contra Tenebrio molitor.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Evaluar la actividad insecticida del aceite esencial de Hesperozygis marifolia

contra Tenebrio molitor.

4.2 Objetivos especificos

1. Determinar la actividad insecticida del aceite esencial de Hesperozygis

marifolia en Tenebrio molitor.

2. ldentificar la composicion quimica del aceite esencial de Hesperozygis

marifolia.

3. Determinar la actividad insecticida componente mayoritario del aceite

esencial de Hesperozygis marifolia en Tenebrio molitor.
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5. Metodologia
5.1 Sitio de estudio

El trabajo se realizo en el Laboratorio de Compuestos Naturales Insecticidas
(LCNI), ubicado en la Facultad de Quimica de la Universidad Autébnoma de
Querétaro. La extraccion del aceite esenciales se realizé en el Laboratorio de
Sintesis Organica ubicado en la Facultad de Ciencias Quimicas de la

Universidad Auténoma de San Luis Potosi.

5.2 Crianza de Tenebrio molitor

Los especimenes de T. molitor fueron proporcionados por el LCNI y fueron
criados en el mismo lugar. Estos se mantuvieron con dieta artificial a base de
trigo y avena comercial (Cuadro 6) en recipientes de plastico (32x78x52 cm) a
una temperatura de 25-27 °C, a una humedad relativa del 40 % y con
fotoperiodos 10:14 h luz-obscuridad.

Cuadro 6. Formulacién para 1 Kg de sustrato administrada (Resendiz-Melgosa,
et al., 2023).

Ingrediente Cantidad
Aserrin de pino 7909
Avena molida 150 g
Trigo molido 509
Zanahoria en rebanadas 10g
(0.5 cm)

5.3 Recoleccién del material vegetal

Se colectd 1 kg de las partes aéreas (hoja, tallo y flor) de Hesperozygis marifolia
en el municipio de Guadalcazar, San Luis Potosi (22° 39' 36", -100° 25' 8.3994")
y fue llevada al Laboratorio de Sintesis Organica en la Universidad Autbnoma de
San Luis Potosi para su tratamiento. La planta fue identificada por el taxénomo

José Garcia Pérez, curador del herbario Isidro Palacios de la Universidad
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Auténoma de San Luis Potosi. El nUmero de dentificacion del herbario fue
SPLM43012.

5.4 Obtencién del aceite esencial de Hesperozygis marifolia

El aceite esencial de la muestra vegetal fue extraido por el método de
hidrodestilacién de acuerdo a la técnica de Gonzalez-Chéavez et al (2011). El
procedimiento consistié en colocar material vegetal fresco y cortado en trozos
pequefios de 1 cm aproximadamente en un matraz bola de 3 L junto con 1.5 L
de agua destilada para obtener el agua floral, posteriormente la extraccion del
aceite esencial se realiz6 mediante separacion liquido-liquido utilizando éter
dietilico (Sigma-Aldrich®) como fase organica, la cual se elimind por destilacion
en un evaporador rotatorio (Blchi Rotavapor R-200) a 35 °C. Se afiadio sulfato
de sodio anhidro (Sigma-Aldrich®) para eliminar los residuos de agua y
finalmente los residuos de éter dietilico fueron eliminados al vacio. Obtenido el

aceite se almacend en un frasco ambar a 4 °C.

5.5 Bioensayos para la evaluacion de la actividad insecticida del aceite esencial

de Hesperozygis marifolia contra larvas y adultos de Tenebrio molitor

Para evaluar la actividad insecticida en larvas y adultos de T. molitor se
realizaron bioensayos por el método de fumigacion de acuerdo a la metodologia
de Bhaskar-Mishra (2016). Para lo cual prepararon una dilucibnes de cinco
concentraciones de aceite esencial (5, 7, 13, 20 y 50 uL), cada una diluida en
100 pL de acetona (Sigma-Aldrich ®). Posteriormente se cortaron cuadros de 3
cm? de papel filtro Whatman™ #4 y cada uno se impregné con la mezcla de
aceite esencial (105, 107, 113, 120 y 150 pL en cada cuadro de papel). La
acetona se dejo evaporar por 1 min y se coloco en la tapa de una caja Petri de
vidrio. En cada caja se colocaron 10 larvas de 10™ estadio (identificadas de
acuerdo a Morales-Ramos et al., 2015) junto con 0.25 g de harina de trigo y
avena, la caja se sell6 herméticamente con papel Parafim M®. Las cajas se
mantuvieron bajo las condiciones mencionadas en la seccion 5.2 y se tomo

registro diario de los individuos muertos durante 120 h. El bioensayo se realiz6
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por cuadriplicado y utilizando acetona como control. En adultos (5-7 dias de

edad) se realizé la misma metodologia.

5.6 Caracterizaciéon de la composicion del aceite esencial de Hesperozygis

marifolia

El aceite esencial se diluy6 al 2% en cloroformo, utilizando 1 yL de la muestra
para el andlisis, se analizé por duplicado. El analisis GC-MS se realiz6 utilizando
un sistema GC 7802A Network acoplado a un detector selectivo de masas (MSD)
5977E Network (Agilent Technologies, Wilmington, DE, EE.UU.). La separacion
se realiz6 utilizando una columna capilar HP-5MS (0.25 mm de didmetro interno
x 30 m, 0.25 um de espesor de pelicula) (J&W, Folsom, CA, EE.UU.). El inyector
se operd en modo splitless a 240 °C, con un flujo de 1 mL min?, la temperatura
del horno se programdé a 40 °C durante 3 min, y después se calenté a 3 °C min’
! hasta 240 °C. EI MSD se oper6 a 70 eV; la fuente de iones se ajusto a 150 °C
y la linea de transferencia a 240 °C. El aceite esencial se identifico interpretando
la fragmentacién de sus espectros de masas en el intervalo de masas de 40 a
400 unidades de masa atdmica. Para el registro de los datos se utilizé el
programa informatico MassHunter (Agilent). Los compuestos se identificaron
comparando los espectros de masas obtenidos con los de compuestos de
referencia del Instituto Nacional de Normas y Tecnologia (NIST14). Las
identidades de los compuestos se confirmaron mediante el indice de retencién
de Kovats calculado para cada pico con referencia a los estandares de n-alcanos

(Ce-C2s8) analizados en las mismas condiciones.

5.7 Evaluacion de la actividad insecticida de los componentes mayoritarios del

aceite esencial de Hesperozygis marifolia

Una vez identificados los componentes mayoritarios, la pulegona (No. CAS:89-
82-7) e isomentona (CAS: 491-076) estos fueron obtenidos de Sigma-Aldrich®
cada uno con una pureza superior al 99%. Los bioensayos para evaluar su
actividad insecticida se realizaron repitiendo la metodologia descrita en la

seccién 5.5.
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5.8 Anédlisis estadistico

Los datos fueron analizados con pruebas no paramétricas para determinar la
normalidad y la homocedasticidad de los datos. También se realizé un analisis
de varianza de una via y una prueba de ajuste de medias de Tukey con un nivel
de significacion de 0.05 con el programa Systad 9. Finalmente se realizé un
analisis Probit para calcular la concentracion letal media (CLso) y el tiempo letal

medio (TLso) con el mismo programa.
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6. Resultados y discusién
6.1 Rendimiento del aceite esencial de Hesperozygis marifolia

Después del proceso de hidrodestilacion se obtuvo un aceite esencial color verde
claro con un caracteristico olor a menta (Figura 4), el rendimiento obtenido fue
de 0.81%. Gonzalez-Chavez et al., (2011), reportaron para esta especie un
rendimiento del 2%, el cual fue del mas del doble obtenido en la presente
investigacion, esta diferencia pudo deberse a que la colecta del material vegetal,
si bien se hizo en la misma especie y sitio (Cerro de las Comadres, Guadalcazar,
San Luis Potosi), varié el afio y temporada de colecta (agosto 2007 y octubre
2022).

Figura 4. Aceite esencial extraido de las partes aéreas de Hesperozygis

marifolia mediante hidrodesdilacion.

En las plantas es muy comun encontrar variabilidad en el rendimiento de aceites
esenciales (Mohammed et al., 2023). Factores biéticos y abioticos tales como el
ataque de plagas o herbivoros, cambios en la precipitacion anual, el frio invernal,
la temperatura media del dia, la evapotranspiracion, los factores edéficos, la
edad, la genética de la planta pueden provocar un aumento o disminucion en la
produccion de aceites esenciales en las plantas (Rasgado-Bonilla et al., 2016).
Durante la diferencia de afos de colecta del material vegetal pudieron haberse
presentado algunos de estos factores que pudiesen haber causado un
rendimiento menor de aceite esencial comparado al de Gonzalez-Chéavez et al.,
(2011).
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6.2 Actividad insecticida del aceite esencial de Hesperozygis marifolia contra

Tenebrio molitor

En el Cuadro 7 se muestra la actividad insecticida del aceite esencial de H.
marifolia contra la fase larval de T. molitor, solamente los tratamientos 0.2 y 0.5
uL AE pL acetona tuvieron una respuesta significativamente diferente respecto
al control, registrandose mortalidades acumuladas del 25 y 92.5 9%,
respectivamente. La CLso calculada a las 120 h fue de 0.29 uL AE pL acetona™.

El TLso registrado en la concentracion 0.5 fue inferior alas 72 h.

Cuadro 7. Actividad insecticida del aceite esencial de Hesperozygis marifolia

contra larvas de Tenebrio molitor.

Tratamiento Porcentaje de mortalidad

(ML AE pL TLso
24h 48h 72h 96h 120h Acumulado*

acetona)
0.5 25 225 40 20 7.5 92.5t4.22 a 67.71 h
0.2 0 7.5 7.5 0 10 25+6.93 b 166.79 h
0.13 0 0 2.5 7.5 0 10+4.8 bc 181.72 h
0.07 0 2.5 0 2.5 2.5 7.5+4.22 c 249.97 h
0.05 0 0 0 0 0 0+0c -
Control 0 0 0 0 0 00 c -

ClLso= 0.2997 uL AE pL acetona™ (0.26 — 0.3394)

*Los valores son el promedio de 4 repeticiones (n=40). En el porcentaje de mortalidad acumulada
se muestra el error estandar. Los tratamientos a los que se les asigné diferentes letras indican
diferencia significativa (Tukey P > 0.05).

En el caso de la fase adulta (Cuadro 8), se pudo observar una respuesta
estadisticamente diferente respecto al control a partir de la concentracién 0.07
uL AE pL acetona™ donde se registré una mortalidad del 32 % y un TLso de 132
h. El 100 % de mortalidad se alcanzo a partir de la concentracion 0.2 yL AE uL

acetona® antes de las 72 h. La CLso alas 120 h fue de 0.09 yL AE uL acetona™.

De acuerdo a los resultados, en un tiempo de 120 h la fase adulta de T. molitor

presenta mas susceptibilidad al aceite esencial en comparacion a la fase larvaria.
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Mientras que en adultos se alcanz6 el 100 % de mortalidad con una
concentracion de 0.2 uL AE pL acetona™, la mortalidad méaxima alcanzada fue
de 92.5 % a la concentracion mas alta de 0.5 yL AE pL acetona™, es decir, se
utilizé una concentracion menor en adultos que en larvas para matar a toda la

poblacién.

Cuadro 8. Actividad insecticida del aceite esencial de Hesperozigis marifolia

contra adultos de Tenebrio molitor.

Tratamiento Porcentaje de mortalidad

(ML AE pL TLso

acetona?) 24h 48h 72h 96h 120h Acumulado*
0.5 5 65 30 0 0 10040 a 42.06 h
0.2 0 125 425 45 0 1000 a 67.36 h
0.13 0 0 10 40 35 85+5.72 a 97.64 h
0.07 0 0 2.5 15 15 32.5+75Dhb 132.09 h
0.05 0 0 0 0 2.5 25+2.5¢c 130.39 h

Control 0 0 0 0 0 00 c -
ClLso= 0.0937 uL AE pL acetona™ (0.0846 — 0.1027)

*Los valores son el promedio de 4 repeticiones (n=40). En el porcentaje de mortalidad acumulada
se muestra el error estandar. Los tratamientos a los que se les asignd diferentes letras indican
diferencia significativa (Tukey P > 0.05).

De acuerdo a Ahmed et al., (2021) los aceites esenciales pueden presentar
efectos repelentes, insecticidas, antialimentarios, inhibidores del crecimiento,
inhibidores de la oviposicion, ovicidas y efectos reductores del crecimiento en
una variedad de insectos. De acuerdo a los resultados de este trabajo la
mortalidad acumulada de todos los tratamientos tanto en larvas como en adultos
fueron significativamente diferentes a los controles, esto quiere decir que el
aceite esencial de H. marifolia presentd actividad insecticida contra larvas y
adultos de T. molitor a partir de una concentracion de 0.3 uL AE uL acetona™ en

donde al menos el 50 % de la poblacion murié a las 48 h.

Podemos comparar los resultados con otras investigaciones en las que se evalué

la actividad biolégica de aceites esenciales de otras plantas pertenecientes a la
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familia Lamiaceae contra insectos plaga de granos almacenados. En el trabajo
de Ogendo et al., (2008) el aceite esencial de Ocimum gratissimum tuvo valores
de Clso de 0.4 y 0.23 mL L aire® contra Sitophilus oryzae (Coleoptera:
Curculionidae) y Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae),
respectivamente, a 120 h de tratamiento. Los aceites esenciales de Mentha
piperata y la Mentha spicata también han presentado actividad insecticida contra

T. castaneum, con CLso de 25.8 y 35.6 pl L aire™, respectivamente (Lee at al.,
2002). En otro trabajo, el aceite esencial de Lavandula angustifolia tuvo una CLso

de 48.97 pl mL L aire® contra adultos de Rhyzopertha dominica (Coleoptera:
Bostrichidae) a las 72 h (Sayada et al., 2022).

También se pudo se pudo observar que los adultos presentaron mayor
susceptibilidad al aceite esencial en comparacién a las larvas. En trabajos
anteriores se reporté que las larvas de otros insectos plaga de granos
almacenados presentaron mas resistencia al aceite esencial en comparacion a
los adultos. Por ejemplo, en el trabajo Wang et al., (2006), determinaron que el
aceite esencial de Artemisia vulgaris a concentraciones de 8 mL mL™? presento
mortalidad del 100 % en adultos de T. castaneum, mientras que en larvas la
mortalidad fue del 52 %. En otro trabajo, Huang et al., (2000) también probaron
gue el aceite esencial de Elletaria cardamomum tuvo un porcentaje de mortalidad
mayor en adultos que en larvas de T. castaneum, siendo del 100 y 24 %,
respectivamente, utilizando concentraciones de aceite esencial de 1.2 mg cm?

en adultos y 2.52 mg cm™ en larvas.

6.3 Composicion quimica del aceite esencial de Hesperozygis marifolia

En resultados del analisis de la composicion quimica del aceite esencial de H.
marifolia fueron identificados 27 compuestos que correspondieron al 99.12 % de
la composicion del aceite (Cuadro 9). La isomentona (55.27 %) y la pulegona
(37.39 %) fueron los compuestos mas abundantes, representando ambos el
92.66 % de la composicion quimica, el 6.46% se dividié en los componentes

restantes.
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Cuadro 9. Composicion quimica del aceite esencial de Hesperozygis marifolia.

Abundancia relativa

Compuesto Rt (%) Klg Klc
a-Pineno 10.64 0.05+0.01 929 895
Canfeno 11.26 0.04+0.01 943 916
3-Metilciclohexanona 11.48 0.18 + 0.00 945 923
B-Pineno 12.54 0.05+0.01 970 959
3-Octenol 12.93 0.83+0.13 963 972
3-Octanona 13.27 0.04 + 0.02 963 983
3-Octanol 13.67 0.12 £ 0.00 985 997
Limoneno 15.04 0.09 £ 0.00 1020 1019
Eucaliptol 15.21 0.02 +0.01 1023 1029
2-Feniletanal 15.79 0.03+0.01 1048 1040
Linalool 18.61 0.89+0.14 1081 1096
Isomentona 22.06 55.27 £ 0.60 1146 1152
Isopulegona 22.30 0.94 £ 0.06 1159 1175
a-Terpineol 22.89 0.16 + 0.06 1172 1187
Pulegona 25.52 37.39 £ 0.95 1216 1246
Piperitona 25.85 0.22+0.01 1243 1254
Piperitenona 29.61 0.11 +0.00 1340 1338
Eugenol 30.36 0.02 £ 0.00 1363 1355
Acido 8-Metil-6-nonenoico 31.11 0.09+£0.00 1372 1372
Jasmona 31.89 0.15 +£0.01 1363 1389
Cariofileno 32.99 2.28 £0.02 1424 1415
Aromandedreno 33.73 0.02 £0.00 1439 1434
Humuleno 34.33 0.06 +0.05 1454 1449
a-Farneseno 36.68 0.01 +0.00 1499 1508
6-epi-shyobunol 37.03 0.01 +0.00 1505 1517
0-Cadineno 37.21 0.03+£0.01 1514 1521
Oxido de cariofileno 39.48 0.02 +0.01 1576 1578
Total 99.12

Tiempo de retencion (Rt), indices de Kovats en la literatura (KIr) e indices de Kovats calculados
(Klc).
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Al igual que en este trabajo, Gonzalez-Chéavez et al, (2011) reportaron que la
pulegona (40.75 %) y la isomentona (30.34 %) fueron los componentes
mayoritarios del aceite esencial, sin embargo, en este caso la pulegona tuvo
mayor presencia que la isomentona. En otro trabajo Pérez et al, (2022)
identificaron al neomentol (76.35 %) y a la pulegona (11.02 %) como los

componentes mas abundantes del aceite esencial.

6.4 Evaluacion de la actividad insecticida de los componentes mayoritarios del

aceite esencial de Hesperozygis marifolia contra Tenebrio molitor
6.4.1 Bioensayos de la isomentona contra Tenebrio molitor

En el cuadro 10 se observa que la isomentona (Iso), monoterpeno mayoritario
del aceite esencial de H. marifolia no presentd actividad insecticida contra las
larvas de T. molitor. Se evaluaron cuatro concentraciones, las cuales no hubo
mortalidad de la poblacion en un periodo de 120 h y por lo tanto no se calculé la

CLso, asi como tampoco los TLso.

Cuadro 10. Actividad insecticida de la isomentona contra larvas de Tenebrio
molitor.

Tratamiento Porcentaje de mortalidad
(ML Iso pL TLso
acetonal) 24h  48h 72h 96h 120h Acumulado*
0.1 0 0 0 0 0 00 a -
0.07 0 0 0 0 0 00 a -
0.03 0 0 0 0 0 00 a -
0.01 0 0 0 0 0 00 a -
Control 0 0 0 0 0 0+0 a -
ClLso= -

*Los valores son el promedio de 4 repeticiones (n=40). En el porcentaje de mortalidad acumulada
se muestra el error estandar. Los tratamientos a los que se les asigné diferentes letras indican
diferencia significativa (Tukey P > 0.05).

26



En adultos de T. molitor (Cuadro 11), se observo respuesta estadisticamente
diferente respecto al control utilizando concentraciones de 0.07 y 0.1 uL Iso uL
acetona™ con mortalidades acumuladas de 23.33 y 70 %, respectivamente. La
ClLsofue de 0.087 pL Iso L acetona™ en un periodo de 120 h. El TLso menor fue
de 73.02 h y el mayor de 145.7 h. Al igual que en la seccién 6.2, los adultos de
T. molitor fueron mas susceptibles a la isomentona en comparacion a la fase

larvaria.

Cuadro 11. Actividad insecticida de la isomentona contra adultos de Tenebrio

molitor

Tratamiento Porcentaje de mortalidad

(ML Iso pL TLso
acetonal) 24h 48h 72h 96h 120h Acumulado*

0.1 0 40 30 0 0 70+£10.5a 73.02 h
0.07 0 0 6.7 13.33 3.3 23.33t7.85b 145.7h
0.03 0 0 0 0 0 0+0c -
0.01 0 0 0 0 0 0+0c -
Control 0 0 0 0 0 00 c -

Clso= 0.0874 pL Iso pL acetona™ (0.0766-0.0981)

*Los valores son el promedio de 4 repeticiones (n=40). En el porcentaje de mortalidad acumulada
se muestra el error estandar. Los tratamientos a los que se les asignd diferentes letras indican
diferencia significativa (Tukey P > 0.05).

Hasta ahora sélo se han reportado dos estudios relacionados a la actividad
insecticida de la isomentona. En 1999, Morgan & Wilson, reportaron que la
isomentona presento actividad insecticida contra otros insectos nocturnos, como
Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae) con una dosis letal (DLso) de 3.1
mg g'; caso contrario, Fan et al., (2023), reportaron que el mismo no presento
actividad insecticida al ser evaluada contra Cryptolestes ferrugineus (Coleoptera:

Laemophloeidae).

Por otra parte, su isémero la mentona (Figura 5), si ha presentado actividad

insecticida. De acuerdo con Pang et al., (2020), la mentona presento actividad
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insecticida contra Lasioderma serricorne (Coleoptera: Ptinidae), T. castaneum, y
Liposcelis bostrychophila (Psocodea: Liposcelididae), mostrando CLso de 14.8,
3,y 0.2 mg L airel, respectivamente. En otro trabajo, Herrera et al., (2015), la
mentona también presentd actividad contra Sitophilus zeamais (Coleoptera:
Curculionidae) con CLso de 85.5 pL L aire™ y recientemente en 2021, Fouad et

al., determinaron su actividad contra S. oryzae a una ClLso de 49.26 uL mL™2.

A pesar de que las moléculas isoméricas pudiesen tener las mismas propiedades
fisicas y quimicas, pueden presentar actividades bidlogicas, metabdlicas y
toxicolégicas completamente diferentes en cada uno de los sistemas biol6gicos
(Wu et al., 2011). Por ejemplo, entre los isébmeros orto- y meta-cimeno, el orto-
cimeno (CLso= 10.8 mg L aire™) presenté una mayor actividad insecticida en
comparacion al meta-cimeno (ClLso= 12.3 mg L aire™) al ser evaluados contra T.
castaneum, en este trabajo se sugiere que la posicion del metilo y el isopropilo
presentes en el cimeno juegan un papel importante en la actividad insecticida de
este (Feng et al., 2021).

Como en el caso anterior, la diferencia en la conformacion cis o trans del metil y
del isopropil presentes en la moléculas de isomentona y mentona (Figura 5)
pudiesen estar relacionadas con su actividad insecticida, en el caso de la
isomentona, se sugiere que su conformacion cis puede estar afectando
negativamente la actividad insecticida contra Tenebrio molitor, sin embargo, se

necesitan mas estudios para confirmar esto.

Adicionalmente, es importante destacar que en el tratamiento 0.07 uL Iso pL
acetona se observd que la presencia de la isomentona promovio la actividad
antialimentaria, que es la respuesta a una sustancia modificadora del
comportamiento mediada periféricamente, es decir, que actia directamente
sobre la quimiosensilla de los insectos, dando como resultado la disuasion de la
alimentacion" (Koul., 2016). En este trabajo se sugiere que la isomentona actué
como una molécula antialimentaria, ya que los adultos dejaron de alimentarse
con la dieta administrada, si bien no era el objetivo del trabajo evaluar la ingesta

de la dieta, no se percibieron cambios en la disminucion de esta a causa de la
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alimentacion de los insectos. También se sugiere que la isomentona pudo haber
ocasionado una alteracion conducta de T. molitor hacia su dieta, lo cual promovi6
que estos comenzaran a comerse entre ellos hasta causar su muerte tal como
se muestra en la Figura 6. Es importante resaltar que esta especie no presenta

hébitos de canibalismo.

//:Q //:Q

a) b)

Figura 5. Estructuras quimicas de la a) isomentona en contraste a la b) mentona
(Fuente propia creado en ChemPub). Se puede observar que el isopropil y el
metil de la isomentona se encuentran en el mismo plano (conformacion cis),
mientras que en la mentona se encuentran em planos contrarios (conformacion

trans).

Si bien no se han repotado trabajos de terpenos que promuevan el canibalismo
entre insectos, si existen reporte de monoterpenos que promueven la actividad
antialimentaria. Por ejemplo, Szczepanik et al., (2005), determinaron que la
pulegona y el isopulegol puden actuar como antialimentarios contra Leptinotarsa
decemlineata (Coleoptera: Chrysomelidae). En otro trabajo, de Elguea-Culebras
et al., (2017) determinaron que el bisabolol fue el que presenté mayor actividad
antialimentaria seguido del carvacrol, (+)-terpinen-4-ol y timol contra L.
decemlineata. Y recientemente en 2020, Abdelgaleil et al, reportaron que el
trans-cinamaldehido, el a-terpineno, el citronelal y el 1,8-cineol actuaron como
antialimentarios contra S. littoralis. Sin embargo, para el caso de la isomentona
se requieren mas estudios para determinar su actividad antialimentaria y

promocion del canibalismo.
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Figura 6. Cadaveres de T. molitor adultos canibalizados en presencia de 0.07

L Iso pL acetona™.

6.4.2 Bioensayos de la pulegona contra Tenebrio molitor

En el cuadro 12 se muestra la actividad insecticida del segundo monoterpeno
con mayor presencia en el AE de H. marifolia, la pulegona (Pul) contra larvas de
T. molitor. Se registro actividad estadisticamente diferente respecto al control a
partir de la concentracion de 0.07 yL Pul L acetona™ en donde se registré una
mortalidad acumulada del 27.5 %. La mortalidad acumulada fue superior al 97 %
en los tratamientos de 0.5, 0.2 y 0.13 uL Pul pL acetona™ y con TLso menores a
72 h en los tres casos. La Clso calculada a las 120 h fue de 0.032 uL Pul uL

acetona™.

En el caso de la fase adulta (Cuadro 13), se pudo observar una respuesta
estadisticamente diferente respecto al control en todos los tratamientos
registrandose una mortalidad total de la poblacion en todos los tratamientos a las
48 h en los tratamientos 0.5, 0.2 y 0.13 pL Pul yL acetona y alas 120 h en los
tratamientos restantes. La CLso a las fue de 0.58 uL Pul yL acetona™ utilizando
los datos a las 24 h. El TLso menor fue de 24.92 h y el mayor de 66.26 h
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Cuadro 12. Actividad insecticida de la pulegona contra larvas de Tenebrio

molitor.
Tratamiento Porcentaje de mortalidad
(ML Pul pL TLso
acetona) 24h  48h 72h 96h 120h Acumulado*
0.5 37.5 60 2.5 0 0 1000 a 27.4 h
0.2 15 57.5 27.5 0 0 100+0 a 32.1h
0.13 7.5 375 275 20 5 97.5+2.5 a 56.3 h
0.07 5 2.5 2.5 10 7.5 27.5£7.1 b 1725h
0.05 0 0 0 2.5 5 7.5+4.2 c 168.3 h
Control 0 0 0 0 0 0+0c -

CLso=0.032 L Pul yL acetona™ (0.029 — 0.036)

*Los valores son el promedio de 4 repeticiones (n=40). En el porcentaje de mortalidad acumulada
se muestra el error estdndar. Los tratamientos a los que se les asigné diferentes letras indican
diferencia significativa (Tukey P > 0.05).

Cuadro 13. Actividad insecticida de la pulegona contra adultos de Tenebrio

molitor.
Tratamiento Porcentaje de mortalidad

(ML Pul pL TLso

acetonar) 24h 48h 72h 96h 120h Acumulado*
0.5 40 60 0 0 0 100+0 a 24.92h
0.2 15 85 0 0 0 100+0 a 27.39 h
0.13 15 85 0 0 0 10040 a 27.39 h
0.07 2.5 325 525 75 5 100+0 a 55.65 h
0.05 0 12.5 55 275 5 100+0 a 66.26 h

Control 0 0 0 0 0 0+0 b -

CLso=0.5828 uL Pul uL acetona™ (0.4256 — 0.66)

*Los valores son el promedio de 4 repeticiones (n=40). En el porcentaje de mortalidad acumulada
se muestra el error estandar. Los tratamientos a los que se les asigno diferentes letras indican
diferencia significativa (Tukey P > 0.05).
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Estudios han reportado la actividad de la pulegona como un potencial insecticida
en relacion a diversos insectos plaga de granos almacenados. En 2014, Herrera
et al, evaluaron la actividad insecticida mediante fumigacion de seis
monoterpenos (R-carvona, S-carvona, pulegona, a-tujona, mentona y
ocimenona) contra S. zeamais, en donde la pulegona resulto ser la mas téxica
de las seis con una ClLso de 11.8 pL L aire™. La mortalidad de la poblacion
alcanzo el 100 % a las 24 h utilizando una concentracion de 50 yL L aire™. En
otro trabajo Fan et al., (2023), determinaron que la pulegona tenia actividad
insecticida contra Cryptolestes ferrugineus (Coleoptera: Laemophloeidae)
adultos con una CLso de 8.9 mL L a las 72 h. Y recientemente en 2024,
Ramadan et al., determinaron que la pulegona a concentraciones de 250y 500
mg kg™ presenté una actividad insecticida contra tres insectos plaga de granos
almacenados (R. dominica, S. oryzae y T. castaneum) con mortalidad del 100 %
alos 14 d.

Al igual que en el trabajo de Ramadan et al., (2024) la pulegona pudiera estar
afectando las enzimas carboxilesterasa, la peroxidasay la superoxido dismutasa
sobre T. molitor, sin embargo, se requieren experimentos complementarios a
este trabajo. De acuerdo a los bioensayos realizados con la isomentona y la
pulegona, se sugiere que la presencia de este Ultimo monoterpeno en el aceite
esencial de Hesperozygis marifolia es mayormente responsable de su actividad

insecticida contra Tenebrio molitor.
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7. Conclusiones

El aceite esencial de Hesperozygis marifolia present6 actividad insecticida contra
larvas y adultos de Tenebrio molitor con CLs0=0.29 uL AE uL acetona™y 0.09 uL

AE pL acetona™, respectivamente.

La isomentona con abundancia de 55.27 % y la pulegona con abundancia de
37.39 % fueron los componentes mayoritarios identificados en el aceite esencial

de Hesperozygis marifolia.

La pulegona presentd actividad insecticida contra larvas y adultos de Tenebrio
molitor con CLs0=0.03 pL Pul pL acetona® y 0.58 pL Pul pL acetonal,

respectivamente.

En el caso de laisomentona no presenté actividad insecticida contra larvas, pero
en si en adultos con una CLso= 0.0874 uL Iso yL acetona™. En bioensayo se
observd una conducta de canibalismo a una concentracion de 0.07 uL Iso pL

acetona™.

En este trabajo se demostré que el aceite esencial de Hesperozygis marifolia y
la pulegona pueden ser potencialmente utilizados como control botanico para el

manejo de Tenebrio molitor.

8. Perspectivas

Como perspectivas se tendria que realizar mas estudios en otros modelos de
insectos plaga para aumentar su espectro de aplicacién del aceite esencial de
H. marifolia y de la pulegona, adicionalmente, se necesitan buscar nuevas
opciones de aplicaciones para eficientar su actividad biolégica. En cuanto a la
isomentona se requieren mas estudios en diferentes modelos biolégicos para
determinar de manera confiable si presenta actividad insecticida, antialimentaria

y conducta de canibalismo.
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