INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

CENTRO INTERDISCIPLINARIO DE INVESTIGACION
PARA EL DESARROLLO INTEGRAL REGIONAL
UNIDAD DURANGO

Evaluacion de la actividad insecticida de Lippia
graveolens y Eucalyptus cinerea sobre Cimex
lectularius

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN CIENCIAS EN GESTION AMBIENTAL

PRESENTA
Saul Rodriguez Cisneros

DIRECTORES:

M.C. Martha Celina Gonzalez Gliereca

Dr. Isaias Chairez Hernandez

Durango Durango, México.

@IID noviembre de 2025
DU



INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL -
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO
Direccion de Posgrado

ACTA DE REGISTRO DE TEMA DE TESIS
Y DESIGNACION DE DIRECTOR DE TESIS

Ciudad de México, a Bg —Ide | junio Idel’ 2025 I

El Colegio de Profesores de Posgrado del IPN CIIDIR Unidad Durango I en su Sesion

(Unidad Académica)

No. celebrada el dia | 06 |de| mes| junio J de| 2025 | conocio la solicitud presentada

por el (la) alumno (a):

| Rodriguez ‘ l Cisneros W(‘)ﬁ I Saul ‘
Numero de boleta: [B]2[3[1][2]4]6]
del Programa Académico de Posgrado: | Maestria en Ciencias en Gestién Ambiental ]

Referente al registro de su tema de tesis
1.- Se acordé aprobar el tema de tesis:

Evaluacion de la actividad insecticida de Lippia graveolens y Eucalyptus cinerea sobre Cimex lectularius

Objetivo general del trabajo de tesis:

Evaluar el efecto insecticida de los aceites esenciales de Lippia graveolens y Eucalyptus cinerea sobre Cimex
lectularius.

2.- Se designa como Directores de Tesis a los profesores:
Director: | M. en C. Martha Celina Gonzalez Guereca Director: | Dr. Isaias Chairez Hernandez

No aplica: D

3.- El Trabajo de investigacion base para el desarrollo de la tesis sera elaborado por el alumno en:

IPN CIIDIR UNIDAD DURANGO

que cuenta con los recursos e infraestructura necesarios.

4.- El interesado debera asistir a los seminarios desarrollados en el drea de adscripcion del trabajo desde la fecha
en que se suscribe la presente, hasta la aprobacion de la version completa de la tesis por parte de la Comision

Revisora correspondiente.
Wﬂ Director :e Tesis (enz 1 caso)

M. en C. Ma zalez Gliereca Dr. Isaias Chairez Hernandez

AIumno

Saul Rodriguéz Cisneros

-
z T DE INVESTIGACION PARA EL
Z OTHZ pecuprotio mreons, moeems

IPN CIIDIR DURANGO
Pagina 1 de 1




INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL Lo

SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO
Direccion de Posgrado

ACTA DE REVISION DE TESIS

En la Ciudad del L0 e |siendo las|_10:00 |horas del dia del mes de

del| 2025 | se reunieron los miembros de la Comisién Revisora de la Tesis, designada por el Colegio de

Profesores de Posgrado de:l IPN CIIDIR Unidad Durango para examinar la tesis titulada:

] Evaluacion de la actividad insecticida de Lippia graveolens y Eucalyptus cinerea sobre Cimex lectularius |del (la) alumno (a):
Apellido l Rodriguez Apellido ICisneros ‘Nombre (s): ] Saual - |
Paterno: Materno: :

Numero de boleta: [BT2T3[1[2]4[6

Maestria en Ciencias en Gestién Ambiental I

Alumno del Programa Académico de Posgrado:

Una vez que se realizé un analisis de similitud de texto, utilizando el software antiplagio, se encontré que el
trabajo de tesis tiene ___ 5 % de similitud. Se adjunta reporte de software utilizado.

Despueés que esta Comision revisé exhaustivamente el contenido, estructura, intencién y ubicacion de los
textos de la tesis identificados como coincidentes con otros documentos, concluyé que en el presente
trabajo SI [:| NO| x |SE CONSTITUYE UN POSIBLE PLAGIO.

JUSTIFICACION DE LA CONCLUSION: (8or semple, o % do similitud e localon an matodologis adcusdaments refoidas  fuenteoriginal)

_Dado que la tesis cumple con los estandares establecidos, dado un 5 % de similitud, que corresponde a
textos debidamente citados o listados descriptivos de métodos y un 0 % de uso de inteligencia artificial,
concluimos que es aceptable para que el alumno defienda su trabajo.

miembros de la Comision manifestaron APROBAR SUSPENDER D NO APROBARD la tesis por
UNANIMIDAD o MAYORIA |:] en virtud de los motivos siguientes:

_El alumno, concluyo el trabajo del proyecto y cumpli6 con los objetivos planteados en este
trabajo.

Finalmente y posterior a la lectura, revision individﬁsi como el andlisis e intercambio de_opiniones, los

com;s?w REVISORA DE TESIS
G -
A Wgﬁ%&g or

Enriquez

Jesu

Nombre completo y fifia Nombre,
-

M. en C. D a Garcia Dr. E;uar N

2° Director de Tesis (en su caso) Nompre completo y firma Nombré completo y firma
Nombre completo y firma PRESIDENTE DEL COLEGIO
PROFESORES

CENTRO INTERDISCIPLINARIO
1 PARA EL
REGIONAL.

IPN CIIDIR DURANGO



INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

CARTA DE AUTORIZACION DE USO DE OBRA PARA DIFUSION

En la Ciudad de Durango, Dgo., el dia 19 del mes de noviembre del afic 2025, el (la) que suscribe
Saiil Rodriguez Cisneros alumno(a) del programa Maestria en Ciencias en Gestién Ambiental con
numero de registro B231246, adscrito(a) a IPN CIIDIR Unidad Durango manifiesta que es autor(a)
intelectual del presente trabajo de tesis bajo la direccién de M. en C. Martha Celina Gonzalez
Giiereca y el Dr. Isaias Chairez Hernandez y cede los derechos del trabajo intitulado Evaluacién de
la actividad insecticida de Lippia graveolens y Eucalyptus cinerea sobre Cimex lectularius, al
Instituto Politécnico Nacional, para su difusion con fines académicos y de investigacion.

Los usuarios de la informacion no deben reproducir el contenido textual, graficas o datos del trabajo sin
el permiso expresado del autor y/o director(es). Este puede ser obtenido escribiendo a las siguiente(s)
direccion(es) de correo celina.ciidirdgo@gmail.com, ichairez@hotmail.com y
sauroos64@gmail.com. Si el permiso se otorga, al usuario deberéa dar agradecimiento
correspondiente y citar la fuente de este.

-~
Saul Rodriguez Cisneros

Nombre completo y firma autografa del (de la)
estudiante

Pagina 1da 1



DEDICATORIA

A mis padres Paty y Miguel: su apoyo fue de gran ayuda en el transcurso de este
posgrado, palabras de animo que me incitaban a no rendirme y seguir adelante.
Gracias por el apoyo constante en mis actividades que me impulsaron a llegar hasta

aqui. Los quiero mucho.

A mi novia Gaby: por su paciencia, su fe en mi y su compafia que me ha sido de

mucha ayuda en diferentes momentos de la maestria. Gracias por estar a mi lado.

A mi hermano Victor: por su gran apoyo en mi trabajo de campo, gracias por tu

compafia y por siempre estar dispuesto para apoyarme.

A mis amigos y compafieros: sus palabras de animo fueron un soporte extra en el

transcurso de la maestria, gracias por estar siempre ahi.

A mis profesores y mentores, los cuales tuve la gran oportunidad de conocer y
compartir ideas que fueron de gran ayuda en este trabajo, gracias por completar mi

formacion académica en este posgrado, excelentes catedraticos.

A Dios por siempre estar a mi lado, por darme fuerzas y paciencia para poder
concluir este posgrado, diversas situaciones pasaron, pero su gran compafia me

ayudo a levantarme siempre y seguir adelante.

Saul Rodriguez Cisneros

Vi



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, a Dios, sin él no podria tener las fuerzas suficientes para lograr
muchas cosas, su gran compafia ha estado siempre en mi vida y agradezco

infinitamente todo lo que me ha dado.

Al Instituto Politécnico Nacional CIIDIR Unidad Durango, por abrirme sus puertas y

la accesibilidad de todo el personal que lo conforma.
Al CONAHCYT por la beca otorgada que me ayudd a concluir mi posgrado.

A la M. en C. Martha Celina Gonzalez Guereca, Dr. Isaias Chairez Hernandez, M.
en C. Irma Lorena Lépez Enriquez, M. en C. Daniel Ochoa Garcia y Dr. Jesus
Guadalupe Gonzalez Gallegos, miembros de mi comité tutorial. También agradecer

al Biol. Gerardo Antonio Hinojosa Ontiveros, gracias por su apoyo y accesibilidad.

A los diferentes investigadores del CIIDIR Unidad Durango, por su apoyo y por

compartir su valioso conocimiento, ya sea en clases o de manera personal.

A mis amigos y comparferos de maestria, por su gran apoyo en diferentes

actividades y por pasar momentos unicos en los trabajos de campo.

Agradezco profundamente a las familias y personas que, con gran disposicion y
confianza, me abrieron las puertas en sus hogares y colaboraron activamente en
este trabajo. Su participacion en la recoleccion de muestras y en la aplicaciéon de
los tratamientos naturales fue fundamental para el desarrollo de esta investigacion.

Sin su apoyo y compromiso, este estudio no habria sido posible.

vii



iINDICE

INDICE DE FIGURAS ...ttt Xi
INDICE DE CUADROS ...ttt Xiii
RESUMEN .. ...t e s e e e Xiv
= I I Y O S XV
1. INTRODUGCCION ......coieieeieeeeeeeeeeee e, 1
2. ANTECEDENTES ......co ittt e e e e 3
2.1 Origen y distribucion de C. lectularius ...............cccccccoumieciiiiienniicennnns 3
2.2 Mecanismos de desplazamiento de C. lectularius................cccc.......... 3
2.3 AlIMENTACION ... 4
2.4 Biologia de C. IeCtUIAIIUS ................uuuuuuuuiiiiiiiiii e 5
2.5 Mecanismo de resistencia a insecticidas quUImMICOS ..........c.cccceeevvnnnnn.. 6
2.6 Problematica mundial ................euuuiiiiiiiiiiii 7
2.7 Meétodos de CONTIOl .........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiii e 8
2.7.1 Control QUIMICO.......cooeiiiiiee e 8
2.7.2 CoNtrol fiSICO....ciiiiiiiiiie e 9
2.7.3 Control alternativo con productos organicos..............cccceeevvvvnnnnn.. 9

2.7.4 Estudios de actividad insecticida de plantas aromaticas sobre C.

JECTUIAITUS ... e 11
3. JUSTIFICACION ..ot 13
4. OBUJETIVOS ...ttt a e s e e e e anraeeaeen 15

4.1 Objetivo general ... 15
4.2 Objetivos eSPeCifiCOS.....cccoiiieiei e 15
5. PREGUNTA DE INVESTIGACION .......coooviiieeiieeeeeeeeeeee e 16
6. MATERIALES Y METODOS.......c.ooiieieeeeeeeeeeeeeee e 17
6.1 Sitios de recoleccion del material botanico............ccccceeviiiieieincnnnn. 17

viii



6.2 Procesamiento de material botaniCo .........c.oveveeieiieiiiie e, 18

6.3 Obtencion de aceites esenciales.............cccvvveiieiiiiiiiiiiiiieees 19
6.4 Preparacion de soluciones de prueba ............cocevviviiiiiieiiiiiii e, 19
6.5 Recoleccion de material bioldQiCO ........ccovviiiiiiiiiiiiic e, 19
6.6 Establecimiento de cria estandarizada de C. lectularius .................. 20
6.7 Fuente de alimentacion de chinches ...............cccccccie 21
6.8 Realizacion de bioensayos in Viro ............ccccccouuiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 22
6.8.1 Método de difusion ... 22
c) Realizacion del bioensayo ... 23
6.8.2 Método de aspersion ..........cccoveeeiiiiiiiiiie e 25
c) Realizacion del bioensayo ... 25
6.9 ANAlisis €StadiStiCO ..........uuuuuiiiiiiiiiiiii 27
7. RESULTADOS ... .ottt e e e e e e eneeeee e 29
7.1 Cria estandarizada de C. lectularius................ccccccccuniiiuinninennnannnnns 29
7.2 Obtencion de aceites esenciales............occuuvveiiiiiiiiiiiiiiee s 29
7.3 Bioensayo in vitro. Método de Difusion .............cccoevviiiiiiiiieieiieeenn, 30
7.3.1 ANALISIS ..o 30
7.3.2 Analisis de covarianza (ANCOVA)........ccooiiimiiiiiieieeeeeeeee, 31

7.3.3 Analisis de supervivencia. Método no paramétrico de Kaplan-

Y = 32
7.3.4 Determinacion de la DLso para L. graveolens ................cc.cc...... 33

7.3.5 Determinacion de la DLso para E. cinerea.............cccccccoeeeeeee. 34

7.3.6 Analisis de sobrevivencia por grupos de estadios ..................... 35

7.4 Bioensayo in vitro. Método de Aspersion ...........cccceeeviiiiiieeeeeieeennns 37
7.4.1 AnAlisis deSCriPtiVO ......uuiieee e 37

7.4.2 Analisis de covarianza (ANCOVA).......coeiiiiiiiiiiiieeiiee e 38



7.4.3 Analisis de sobrevivencia. Método no paramétrico de Kaplan-

IMIBIET ...ttt 39
7.4.4 Determinacion de la DLso para L. graveolens ............cccccccuuuuenn.. 41

7.4.5 Determinacion de la DLso para E. cinerea.............cccccccceeeeeee. 42

7.4.6 Analisis de sobrevivencia por grupos de estadios ..................... 43

8. DISCUSION ..ottt e 45
9. CONCLUSIONES ...ttt e e e 48
10. LITERATURA CITADA. ...ttt 50



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Ciclo de vida, metamorfosis incompleta de C. lectularius. Fuente: (L6pez-

Uribe et al., 2020). ... 5
Figura 2. Cimex lectularius, diferencia entre hembra y macho (Elaboracién propia).
........................................................................................................................ 6
Figura 3. Estructura quimica de deltametrina (1), cipermetrina (2) e imidacloprid (3).
........................................................................................................................ 9
Figura 4. Sitios de recolecta de orégano y eucalipto délar en Durango. .............. 17

Figura 5. Recolecta de Eucalyptus cinerea, material fresco y proceso de secado.

Figura 6. Recolecta de Lippia graveolens, proceso de secado y limpieza. .......... 18
Figura 7. Material seco y equipo de acero inoxidable para el destilado de arrastre
(o7 TN 7= T o Yo PSSP 19
Figura 8. Materiales para recolecta de chinches (aspiradora de insectos, pinceles y
E€NVASE CON EHQUETA). .....ueiiiiiiii e 20
Figura 9. Camara de cria para Cimex lectularius. .................ccccccccccovvvuviiieeeeeaen... 21

Figura 10. Fuentes de alimento para Cimex lectularius (Conejo Nueva Zelanda y

Fata WISTAI)......oooiiiiiiiiiiiiieee e 21
Figura 11. Proceso de alimentacién de Cimex lectularius sobre conejo (1) y rata (2).
...................................................................................................................... 22
Figura 12. Colocacién de chinches y el cubo para el bioensayo por difusion. ..... 24
Figura 13. Proceso de método de aspersion.................eeeeeeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinienens 26

Figura 14. Diferentes estadios pertenecientes a la 2da generacion de la cria. .... 29
Figura 15. Histogramas de distribucién normal de las variables analizadas. ....... 30
Figura 16. ANCOVA de la variable dependiente (tiempo final) con los diferentes
factores, donde se muestra que si hay diferencias significativas entre las
diluciones aplicadas y 10S CONtroles. ............uuiiiiiiiiiiiii 32
Figura 17. Analisis de sobrevivencia de Kaplan-Meier por el método de difusion.33
Figura 18. Analisis Probit del tratamiento con aceite esencial de Lippia graveolens
por el Metodo de difuUSION. .......cooeeeiiiiiie e 34
Figura 19. Analisis Probit del tratamiento con aceite esencial de Eucalyptus cinerea

por el mMétodo de difuSiON. .........oooeviiiiiii i 35

Xi



Figura 20. Analisis de sobrevivencia por estadios (grupo |, 11, lll) por el método de
ITUSION. <. 36
Figura 21. Histogramas de distribucion normal de las variables analizadas. ....... 38
Figura 22. ANCOVA de la variable dependiente (tiempo final) con los diferentes
factores, donde se muestra que si hay diferencias significativas entre las
diluciones aplicadas y 10S CONtroles. .........c.cuiiiiiiiiiiiiie e, 39

Figura 23. Analisis de sobrevivencia de Kaplan-Meier por el método de aspersion.

Figura 24. Analisis Probit del tratamiento con aceite esencial de Lippia graveolens
por el MEtodO de aSPEISION. ......cceeiiii e 42
Figura 25. Analisis Probit del tratamiento con aceite esencial de Eucalyptus cinerea
por el MEtodo de asPerSiON. ........ooevveiiiii e 43

Figura 26. Analisis de sobrevivencia por estadios (grupo I, Il, lll) por aspersion.. 44

Xii



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Distribucion de chinches para bioensayo con Lippia graveolens......... 24
Cuadro 2. Distribucion de chinches para bioensayo con Eucalyptus cinerea. ..... 24
Cuadro 3. Seleccion de los individuos segun su estadio............cccceeeeeeeiieeiennnnnnn. 24
Cuadro 4. Distribucion de chinches para bioensayo con Lippia graveolens......... 26
Cuadro 5. Distribucion de chinches para bioensayo con Eucalyptus cinerea. ..... 26
Cuadro 6. Rendimiento de aceites esenciales de las plantas recolectadas. ........ 30

Xiii



RESUMEN

La chinche de cama (Cimex lectularius L.) representa una plaga de dificil manejo,
principalmente debido al desarrollo de resistencia a los insecticidas comerciales y
a las preocupaciones por la exposicion de las personas hacia estos productos. Ante
esta problematica, el presente estudio evaluo la actividad insecticida de los aceites
esenciales de Lippia graveolens y Eucalyptus cinerea sobre diferentes estadios de
desarrollo de C. lectularius mediante bioensayos in vitro por los métodos de difusién
y aspersion. Los bioensayos se realizaron en tres grupos de chinches: grupo |
(estadio 1 — 2), grupo Il (estadio 3 —4), grupo Il (estadio 5 — Adultos). La mortalidad
se registro a las 12, 24, 36 y 48 horas posteriores a la exposicion.

Se establecié una cria de C. lectularius de segunda generacion. Se realizaron
bioensayos preliminares comparados con un testigo negativo y un insecticida
comercial. En el método de difusion, los tratamientos se aplicaron sobre espuma
florar en cajas Petri selladas. En el método de aspersién, se realizaron aplicaciones
directas mediante atomizador en insectos contenidos en vasos cubiertos. Ambos
bioensayos se realizaron por triplicado.

Con el andlisis Probit se determind que la DLso en el bioensayo por método de
difusion para el aceite de E. cinerea fue de 83 (mg/mL) y de 50.6 (mg/mL), para L.
graveolens. Para el bioensayo por método de aspersidon se determiné que la DLso
para E. cinerea fue de 6.4 mg/mL y 3.31 mg/mL para L. graveolens. Los resultados
obtenidos demostraron que L. graveolens presentd mayor eficacia insecticida en
comparacion con E. cinerea. Las ninfas de estadios tempranos fueron mas
susceptibles a los tratamientos en comparacion con los estadios adultos con ambos
aceites esenciales; lo que sugiere que, los aceites esenciales evaluados podrian
ser excelentes alternativas viables para el control de chinches de cama, ofreciendo

opciones mas seguras para las personas y el ambiente.
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ABSTRACT

The bed bug (Cimex lectularius L.) represents a challenging pest to control, primarily
due to the development of resistance to commercial insecticides and concerns
regarding human exposure to these products. In response to this issue, the present
study evaluated the insecticidal activity of the essential oils of Lippia graveolens and
Eucalyptus cinerea against different developmental stages of C. lectularius through
in vitro bioassays using diffusion and spraying methods. The bioassays were
conducted on three groups of bed bugs: group | (instar 1-2), group Il (instar 3-4),
and group Il (instar 5-adults). Mortality was recorded at 12, 24, 36, and 48 hours
post-exposure.

A second generation colony of C. lecularius was established. Preliminary bioassays
were conducted in comparison with a negative control and a commercial insecticide.
In the diffusion methos, treatments were applied onto floral foam placed inside
sealed Petri dishes. In the spraying method, direct applications were made using a
sprayer on insects contained in covered glass containers. Both bioassays were
performed in triplicate.

Probit analysis revealed that the LDso in the diffusion methos was 83 mg/mL for E.
cinerea and 50.6 mg/mL for L. graveolens. In the spraying method, the LDso was
6.4 mg/mL for E. cinerea and 3.31 mg/mL for L. graveolens. The results
demonstrated that L. graveolens exhibited higher insecticidal efficacy compared to
E. cinerea. Early instar nymphs were more susceptible to treatments than adult
stages for both essential oils, suggesting that these plant derived compounds could
be effective and safer alternatives for bed bug control, offering environmentally

friendly and human-safe options.
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1. INTRODUCCION

Las plagas urbanas vulneran la salud y bienestar en humanos y animales, y
generan pérdidas econdmicas para diversos sectores urbanos (hoteles, escuelas,

centros de rehabilitacion, hospitales, entre otros (Bonnefoy, 2008; Vassena, 2016).

Las plagas urbanas mas abundantes son cucarachas de diversas especies,
moscas, chinches de cama y mosquitos, entre otras (Achimén et al., 2022). De
éstas, la chinche de cama (Cimex lectularius) se ha convertido en una problematica
mundial de creciente preocupacion debido a su alta capacidad de reproduccion y
resistencia a insecticidas convencionales, asi como a las molestias fisicas
ocasionadas por sus picaduras y a los efectos psicoldgicos asociados, como estrés
y alteraciones del suefio en las personas afectadas (Dang et al., 2017). La
infestacion por C. lectularius representa una carga economica considerable, pues
genera gastos en monitoreo, manejo y su control. También puede afectar el
funcionamiento de servicios, interrumpir actividades y generar problemas legales o
sanitarios, asi como la posible desacreditacion de las instituciones y empresas
(Rukke et al., 2022; Doggett y Lee, 2023).

El uso indiscriminado de insecticidas comerciales ha motivado la busqueda de
nuevas estrategias de control mas seguras, sostenibles y eficaces, como el uso de
compuestos vegetales con propiedades insecticidas (Romero et al., 2007; Wang et
al., 2014; Gaire et al., 2020).

Estudios previos han demostrado que algunos aceites esenciales de plantas
aromaticas tienen actividad insecticida contra diversos insectos, atribuida a
compuestos como timol, carvacrol, eugenol, geraniol, linalol, entre otros (Aldana &
Cruz, 2017; Zha et al., 2017; Elbanoby, 2019). Diversos estudios respaldan su
efectividad en la gestién de la plaga de C. lectularius (Sharififard et al., 2018;
Elbanoby, 2019; Machado et al., 2019; Gaire et al., 2020).



El objetivo de este estudio es evaluar el efecto insecticida de los aceites esenciales
de Lippia graveolens 'y Eucalyptus cinerea sobre C. lectularius mediante bioensayos

in vitro aplicados a diferentes estadios de desarrollo del insecto.



2. ANTECEDENTES

2.1 Origen y distribucion de C. lectularius

De acuerdo con Zuhiga-Carrasco y Caro-Lozano (2012), esta especie tuvo su
origen en el Medio Oriente, probablemente asociado con murciélagos y humanos
que vivian en cuevas (Castex et al., 2025), por lo que aparentemente se distribuyd
por Europa desde hace varios milenios (Harrison et al., 2022). La hematofagia es
un comportamiento tipico de las chinches, cuyas implicaciones resultan relevantes
desde una perspectiva epidemiolégica (Bueno-Mari et al., 2009). Este habito
alimenticio esta estrechamente relacionado con su preferencia por alimentarse de
seres humanos (antropofilia) (Kawasima et al., 2022). Asi mismo, Kawasima et al.
(2022) mencionan que el aumento de las infestaciones por chinches de cama en el
norte de Europa, probablemente se relacione con el trafico de personas y el
comercio maritimo. A principios del siglo XX, C. lectularius tuvo una enorme
propagacion por toda Europa y parte del continente americano. Akhoundi et al.,
(2020) por lo que actualmente, la chinche de cama tiene una distribucion
cosmopolita, ya que se ha observado un resurgimiento global de este tipo de

infestacion, especialmente en paises desarrollados.

2.2 Mecanismos de desplazamiento de C. lectularius

Es fundamental entender como se desplaza y se dispersa la chinche de cama para
poder implementar estrategias efectivas que permitan controlar las infestaciones y
prevenir su llegada a nuevos lugares. Leung et al. (2024), mencionan que las
infestaciones por C. lectularius son mas prevalentes en entornos donde hay
actividad humana y su dispersion se facilita por el aumento de los viajes
internacionales y la migracion, debido principalmente por su desplazamiento pasivo
a través de objetos personales, y en menor grado, por desplazamiento activo, ya
que pueden desplazarse aproximadamente de 2 - 5 m de distancia donde se

encuentra el huésped (Potter et al., 2010).



(Cooper et al., 2015; Wang et al., 2010) realizaron un estudio donde observaron
distintos comportamientos de chinches en apartamentos infestados; algunos
grupos de este insecto se refugiaban cerca del huésped y otros se desplazaban
fuera de los apartamentos. Plantearon la hipotesis de que el nivel de infestacién no
se debe a la dispersion de C. lectularius, sino a la combinacion de factores que se
presentan en el area, tales como el desorden del lugar y el comportamiento de los
residentes, algunas personas no toman tanta importancia a la infestacién y se

resisten a mantener una buena higiene en sus hogares o establecimientos.

2.3 Alimentacion

Cimex lectularius tiene una estrategia de evasion o comportamiento de refugio
diurno y actividad nocturna (Leung et al., 2024), ya que, durante la noche, las
chinches se desplazan hacia sus huéspedes estimuladas por el calor corporal, el
sudor, el olor y el didoxido de carbono que se exhala al respirar (Suchy y Lewis,
2011; Knudsen y Ignell, 2024). Las chinches normalmente se alimentan entre la
1:00 y las 5:00 a. m., cuando las personas duermen (Miller y Polanco, 2013). Una
vez localizado su huésped, utiliza su aparato bucal para penetrar la piel y llegar a
los capilares para acceder al flujo de sangre. Este proceso dura entre 5y 10 minutos
en funcion del estadio (Araujo et al., 2009). Ocasionalmente puede ocurrir que la
penetracion resulte en multiples “picaduras” provenientes de la misma chinche,
debido a que no encontré capilares disponibles, pero una vez que se alimenta, se
aleja del huésped y vuelve a esconderse para digerir la sangre consumida (Miller y
Polanco, 2013; Harrison et al., 2022).

Su comportamiento alimenticio, depende de factores ambientales e internos, como
temperatura, humedad, estado reproductivo y nutricional (Saveer et al., 2021).
Anteriormente, las chinches obtenian su alimento de diversas fuentes como
murciélagos, gallinas y algunos animales domésticos (Talbot et al., 2019). Sin
embargo, en la actualidad se alimentan principalmente de humanos, quienes
proporcionan tanto la fuente de sangre como los espacios adecuados para su

refugio, desarrollo y reproduccion (Leung et al., 2024).



2.4 Biologia de C. lectularius

Las chinches de cama presentan un desarrollo hemimetabolo caracterizado por una
metamorfosis incompleta que comprende cinco estadios ninfales antes de alcanzar
la fase adulta (Figura 1). Cada hembra puede poner de dos a tres huevos diarios,
alcanzando entre 400 y 500 huevos durante su vida (Killgerm Group Ltd., 2009;

Kawasima et al., 2022).

Huevos
Adulto

hembra

1er estado
ninfal

-4 ‘ Adulto
"\ macho

2° estado g

ninfal

Ciclo de vida
Cimex lectularius

| Pt el
Smm

5° estado

ninfal \ 3er estado
; ninfal
4° estado ! .

ninfal

Figura 1. Ciclo de vida, metamorfosis incompleta de C. lectularius. Fuente: (Lopez-Uribe
et al., 2020).

El periodo de incubacién de los huevos de C. lectularius, es de aproximadamente
diez dias. Una vez eclosionado el huevo, las ninfas requieren entre cinco y ocho
semanas para completar su ciclo de vida (Ashbrook et al., 2022). La longevidad de
los adultos puede extenderse hasta un maximo de 316 dias, dependiendo de
factores como la disponibilidad de alimento, la temperatura y la humedad relativa
(Rukke et al., 2021).

Las chinches de cama adultas presentan una morfologia ovalada y aplanada, miden
entre 5y 6 mm, y su color varia de marrén a marrén rojizo. Las ninfas jovenes, en
cambio, presentan un tono amarillento (Leung et al., 2024). Poseen un rostro
articulado compuesto por tres segmentos, antenas de cuatro artejos y alas

vestigiales no funcionales. Morfolégicamente, el extremo abdominal es agudo en
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los machos y mas redondeado en las hembras (Gaire et al., 2020) (Figura 2). La

reproduccion se lleva a cabo por inseminacion traumatica (Harlan, 2006).

Cuerpo Cuerpo mas
ligeramente mas delgado y
redondo alargado
Punta de Punta de
abdomen abdomen
redondeada puntiaguda

Figura 2. Cimex lectularius, diferencia entre hembra y macho (Elaboracién propia).

2.5 Mecanismo de resistencia a insecticidas quimicos

En estas ultimas dos décadas, ha habido un resurgimiento de chinches de cama en
el mundo, actualmente han desarrollado mecanismos de resistencia a multiples
insecticidas quimicos (Dang et al., 2017). Entre las intervenciones quimicas que se
emplean para el control de infestaciones por este insecto se encuentran: piretroides
sintéticos, piretrinas  naturales, disruptores endocrinos, carbamatos,
organofosforados, neonicotinoides, clorfenapir, fipronil, Dietil-meta-toluamida
(DEET), entre otros (Leung et al., 2024).

El empleo incorrecto, prolongado y frecuente de insecticidas para combatir las
chinches de cama ha favorecido el desarrollo de resistencia tanto en su
comportamiento como en su fisiologia (Elbanoby, 2019). Estudios como el de
(Ashbrook et al., 2019; Vander-Pan et al., 2020), refuerzan la teoria de que C.
lectularius posee diferentes mecanismos de resistencia, tales como: mutaciones

genéticas en los canales de sodio (resistencia a piretroides), sobreexpresion de



enzimas detoxificadoras (como glutation S-transferasas, esterasa, etc.) y cambios

en la permeabilidad de la cuticula (resistencia a contacto).

Cho et al. (2024) realizaron un estudio donde identificaron dos tipos de resistencia
de C. lectularius: una conductual, que les permite evitar el contacto con los
insecticidas, y otra fisioldgica, que incluye una menor absorcidn de los compuestos,
mayor capacidad de desintoxicacion y menor sensibilidad a los insecticidas. El
estudio propone explorar métodos de control alternativos para combatir esta plaga,
como son algunas estrategias de manejo integrado de plagas que utilicen métodos
de control fisico y mecanicos (tierra de diatomeas) para reducir el uso de
insecticidas quimicos. Asi mismo, Dang et al. (2017), destacan la urgencia de
implementar enfoques de manejo de resistencia (MRI) y manejo integrado de

plagas (MIP) para controlar eficazmente a las chinches de cama.

2.6 Problematica mundial

En afos recientes se ha observado un incremento en la cantidad de publicaciones
cientificas y de divulgacion, las cuales reportan un alza en los casos de
infestaciones por chinches, asi como sus implicaciones negativas para la salud
humana (Akhoundi et al., 2020). En cuestiones econémicas segun Singh et al.,
(2014) y Gémez (2023), el precio del servicio de fumigacion para eliminar chinches
de cama depende del tamano del area infestada y del nivel de infestacién presente.
En México, los costos por fumigacion oscilan entre los $800 y $2,500 pesos

mexicanos (Gomez, 2023).

Autores como Miller y Polanco (2013) han demostrado que las chinches se han
vuelto resistentes a los piretroides y tienden a presentar un ciclo de desarrollo mas
corto (por algunos dias), menor esperanza de vida y una produccién reducida de
huevos, en comparacion con las poblaciones que no han desarrollado dicha
resistencia. El resurgimiento global de C. lectularius ha causado preocupacion
debido a su impacto en la salud publica, el turismo, la economia y el bienestar
psicoldgico de las personas afectadas (Wang y Cooper, 2011; Zuhiga-Carrasco y
Caro-Lozano, 2012). Sobre este ultimo punto (Gangloff-Kaufmann et al., 2006;
Potter et al., 2010) indican que, en grandes infestaciones intradomiciliarias, algunas
7



personas pueden desarrollar diversos padecimientos psico-afectivos como
ansiedad, depresion e insomnio. Los efectos de la picadura de una chinche pueden
diferir segun la persona, ya que algunas desarrollan irritaciones cutaneas
acompafadas de picazon o inflamacién, mientras que otras no experimentan

ninguna reaccion o solo presentan una respuesta leve (Rukke et al., 2022).

2.7 Métodos de control

2.7.1 Control quimico

Las infestaciones por chinches de cama eran frecuentes antes de la Segunda
Guerra Mundial, pero su presencia disminuyd notablemente en las décadas
posteriores, especialmente a partir de los afios 1950, cuando se utilizaron
insecticidas sintéticos como dicloro difenil tricloroetano (DDT) (Dang et al., 2017).
No obstante, en afos recientes, diversos especialistas han sefialado un repunte
global en la aparicién de esta plaga, fendbmeno que ha sido descrito como un

resurgimiento (Vassena, 2016).

En la actualidad, para el control de infestaciones de las plagas urbanas en su
mayoria se utilizan los mismos productos que en el ambito agricola, como los
piretroides, entre ellos la deltametrina (Figura 3) (Agnew y Romero, 2017); éstos
junto con los organofosforados y los neonicotinoides destacan por sus diferentes
modos de accidn sobre los insectos plaga (Nauen, 2007). Actualmente se estan
utilizando mezclas de estos productos quimicos como la mezcla de
imidacloprid/cipermetrina (Figuras 3), que incrementa la accion insecticida, pero
son mas téxicos hacia otros organismos. también se ha incrementado la resistencia
de este tipo de plagas hacia estos productos quimicos, lo que se expresa con mayor
engrosamiento de su exoesqueleto y el desarrollo de enzimas que minimizan la
absorcion de estos compuestos y disminuyen su sensibilidad hacia estos
insecticidas (Cho et al., 2024).
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Figura 3. Estructura quimica de deltametrina (1), cipermetrina (2) e imidacloprid (3).

También la resistencia en las poblaciones de insectos se incrementa cuando se
utilizan repetidamente productos de una misma clase o con mecanismos de accion
similares. Los componentes quimicos presentes en dichos pesticidas dejan
residuos toxicos al humano y a los animales vertebrados e invertebrados, con su

consecuente contaminacion del ambiente (Chi-Chim et al., 2024).

2.7.2 Control fisico

La tierra de diatomeas es un producto natural derivado de los fésiles de algas
microscopicas (diatomeas), se utiliza con gran eficacia sobre C. lectularius, debido
a su prolongada estabilidad, accion residual y menor riesgo de generar resistencia
por su mecanismo fisico, ademas carece de residuos quimicos, lo que favorece su

aceptacion ambiental (Doggett y Lee, 2023).

2.7.3 Control alternativo con productos organicos

Los aromas que muchas plantas aromaticas tienen en sus distintas estructuras se
deben a la presencia de compuestos altamente volatiles, que constituyen los
aceites esenciales, cuya concentracion y composicion quimica es altamente
variable en las diferentes especies de plantas aromaticas, asi como en las mismas
plantas (Ortiz-Bode, 2013). Estos aceites esenciales se producen en los tricomas
glandulares, cuyas estructuras tienen la apariencia de diminutos sacos globosos
con el extremo superior generalmente en forma de punta, semejante a una

vellosidad y varian en tonalidades (Martinez-Natarén et al., 2023).

Los aceites esenciales han despertado gran interés en diversas areas cientificas y
productivas debido a sus propiedades bioactivas. Se encuentran presentes en
distintas partes de las plantas y son mezclas complejas de terpenos, alcoholes,

aldehidos y fenoles, entre otros (Bertoni, 2013; Espinosa y Rocha, 2019; Isman,
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2020; Mojica et al., 2022). Su utilidad se ha documentado en la industria cosmética,
farmacéutica, alimentaria y médica, por sus actividades antimicrobianas,
antiinflamatorias, antioxidantes, carminativas y antisépticas (Regnault-Roger et al.,
2012). Los que provienen de la lavanda, arbol de té, menta, salvia y albahaca
contienen compuestos como linalol, timol y cineol, que explican sus efectos
terapéuticos y aromaticos. Lo que evidencia el potencial de los aceites esenciales
como alternativas naturales a productos sintéticos en distintos campos de

aplicacion (Vila-Casanova, 2019).

En la busqueda de alternativas naturales al control quimico de plagas agricolas,
Ruiz et al. (2015) analizaron aceites esenciales de 10 plantas aromaticas peruanas,
para identificar compuestos activos contra Thrips tabaci, plaga que ataca cultivos
de algodon, esparragos, cebollas y tabaco. Las especies evaluadas fueron: Jungia
paniculata (matico de la sierra), Piper hispidum (matico hoja lisa), Ambrosia
arborescens (marco macho), Ambrosia peruviana (marco hembra), Luma chequen
(arrayan), Minthostachys setosa (mufia), Lepechinia meyenii (pachasalvia), Ruta
chalepensis (ruda macho), Ruta graveolens (ruda hembra) y Aristolochia silvatica
(huampishcuna). Se identificaron B-cariofileno, D-limoneno, a-pineno, timol, y se
reportd por primera vez la composicion quimica de Jungia paniculata, Ambrosia
peruviana, Lepechinia meyenii y Aristolochia silvatica, lo que demuestra su

potencial como alternativas naturales a los pesticidas sintéticos.

A la fecha la busqueda de este tipo de plantas continua (Acufia-Corrales, 2008;
Wang et al., 2014; Elbanoby, 2019; Achimon et al., 2022; Herrera-Gorocica, 2023;
Murrieta-Dionicio et al., 2023) se buscan métodos eficaces y amigables al ambiente,
como es el caso de los aceites esenciales de diversas plantas aromaticas, con
propiedades insecticidas, repelentes, anti-alimentarias o que inhiban la oviposicién,
entre muchas otras. Plantas como la hierbabuena, eucalipto, clavo, canela, pirul,
crisantemos y orégano, poseen propiedades insecticidas (Santiago-Santiago et al.,
2024). En el caso del orégano Lippia graveolens 'y Lippia palmeri, son especies con
propiedades altamente insecticidas que estan presentes en la Republica Mexicana,
la primera con mayor distribucion en el pais y gran demanda econémica (Gonzalez-
Guereca et al., 2007).
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2.7.4 Estudios de actividad insecticida de plantas aromaticas sobre C.

lectularius

Wang et al. (2014), evaluaron la eficacia en campo de un producto con aceites
esenciales (EcoRaider; con geraniol, aceite de cedro y lauril sulfato de sodio) y lo
compararon con una mezcla de piretroides y neonicotinoides (Temprid SC; con
beta-ciflutrina e imidacloprid). Con EcoRaider la poblacién de chinches se redujo al
92%, con Temprid SC (solo) el 93% y con la mezcla de piretroides y neonicotinoides
se obtuvo una reduccion del 90%, y aunque no se observaron diferencias
significativas en la reduccion de chinches entre los tratamientos, solamente en el
22% de los apartamentos tratados, se eliminé el 100% de los insectos porque los

residentes contribuyeron exitosamente con un manejo adecuado de autocontrol.

En otros bioensayos se evaluo6 el efecto insecticida por contacto del aceite esencial
de Tagetes patula sobre adultos de C. lectularius, se emplearon cinco
concentraciones y en las concentraciones mas elevadas (50 y 100 mg/mL), el aceite
esencial logré una mortalidad del 100 % a las 72 h de observacién, presentando
ademas un perfil de baja toxicidad en células humanas y en pruebas in vivo (Politi
et al., 2017). El a-terpinoleno, limoneno y piperitenona fueron los principales

responsables de la actividad insecticida de este aceite esencial.

También se ha comprobado la eficacia de los aceites esenciales de clavo, canela,
ajo, pimienta y tomillo en contra de C. lectularius comparado con la Deltametrina,
Cipermetrina y Diazinon. Aunque la Deltametrina presenté la mayor eficacia en los
primeros 90 minutos tras su aplicacion y el Diazinon fue el mas toxico a las 24 h.
Estos aceites esenciales son alternativas naturales menos téxicas y mas baratas

que pueden alternarse con los insecticidas quimicos (Elbanoby, 2019).

En otros estudios encontraron una cepa de chinches (Knoxville) con una alta
resistencia a la Deltametrina debido a la actividad de las enzimas de
desintoxicacion y a una mutacién en el canal de sodio; aunque esta misma cepa no
mostro resistencia a los cinco aceites esenciales evaluados (tomillo, orégano, clavo,
geranio y cilantro), cuyos componentes principales de accion insecticida fueron

timol, carvacrol, eugenol, geraniol y linalol, y a un producto a base de aceites
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esenciales. (EcoRaider®). Estos resultados son prometedores y podrian ser otra

alternativa mas para el control de chinches de cama (Gaire et al., 2020).

Es importante sefalar que varios autores como (Davies et al., 2012; Doggett y Lee,
2023), resaltan la necesidad de realizar investigaciones adicionales, enfocadas a
buscar los factores que impulsan el resurgimiento actual de las chinches y a
identificar las diferencias entre las dos especies relevantes: C. lectularius y C.
hemipterus. Asi mismo consideran que se deben mejorar los protocolos de prueba
de insecticidas y las estrategias de manejo y que se debe dar mayor importancia al

uso de aceites esenciales como alternativas hacia los insecticidas comerciales.

En este mismo contexto Aghaei-Afshar et al. (2023), realizaron una revision
sistematica de estudios publicados entre 1990 y 2021 sobre el uso de extractos
vegetales y aceites esenciales contra chinches de cama. Identificaron 26 especies
vegetales que mostraron efectos con mortalidad y repelencia de hasta el 100% en
condiciones experimentales debido principalmente a la presencia constante de
timol, carvacrol, linalol. Entre las plantas estudiadas se encuentran: Mentha piperita,
Origanum vulgare, Thymus vulgaris, Eugenia caryophyllus, Cinnamomum spp.

Lippia spp. incluye Lippia graveolens, Tagetes patula, Schinus molle, entre otras.

Estas investigaciones respaldan el uso potencial de los aceites esenciales como
alternativas sostenibles para el control de poblaciones de chinches de cama, y
podrian contribuir al desarrollo de estrategias de manejo integrado, para disminuir
la dependencia a los productos sintéticos. Ademas, los aceites esenciales naturales

brindan una alternativa viable a la salud humana y propician un mejor ambiente.
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3. JUSTIFICACION

Dada la necesidad de desarrollar insecticidas sustentables, las plantas aromaticas
son actualmente una alternativa innovadora (Cazarez-Hernandez, 2006). En el
mercado existe gran variedad de insecticidas para control de infestaciones de
chinches, pero debido a la resistencia tan alta que presentan, al manejo inadecuado
de los insecticidas, a su dosificacion, falta de capacitacion de los fumigadores, asi
como a la nula o poca disponibilidad de los usuarios para movilizar muebles, lavado,
controlado de ropa y otros enseres, es casi imposible erradicarlas completamente
(Elbanoby, 2019). Por ello, se subraya la necesidad de introducir insecticidas
alternativos (Cho et al., 2024).

Ademas, los activos quimicos que contienen los insecticidas del mercado también
son perjudiciales para la salud del hombre, lo que representa un problema mundial
en cuanto a salud y ambiente (Scarpino y Althouse, 2019). La dificultad para
erradicar esta plaga por su capacidad para propagarse facilmente es un desafio
significativo para los hogares, hoteles y otras instituciones de salud o educativas.
Esto ha ocasionado grandes gastos anualmente y en la mayoria de las veces, sin
exito debido a la alta resistencia hacia los productos aplicados (Doggett y Lee,
2023).

La identificacion de productos naturales con eficacia insecticida puede ofrecer
alternativas ecoldgicas y menos tdxicas dentro de los programas de Manejo
Integrado de Plagas (MIP), reduciendo la dependencia de compuestos quimicos
sintéticos (Rukke et al., 2022).

Para contribuir con este tipo de estudios, en esta investigacion se evalué la
efectividad de los aceites esenciales de L. graveolens y Eucalyptus cinerea, para el
control de infestaciones por chinches de cama. Asimismo, los resultados obtenidos
podran contribuir al conocimiento cientifico sobre el uso de aceites esenciales en el
control de plagas hematéfagas, sentando las bases para el desarrollo de

bioplaguicidas innovadores y sustentables con materiales de la region. Por tanto, la
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investigacion es pertinente y responde a una necesidad real tanto en el ambito

sanitario como ambiental.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Evaluar el efecto insecticida de los aceites esenciales de Lippia graveolens y

Eucalyptus cinerea sobre Cimex lectularius.

4.2 Objetivos especificos
1. Establecer una cria estandarizada de C. lectularius.
2. Evaluar el efecto insecticida de los aceites esenciales de L. graveolens y E.
cinerea, mediante bioensayos in vitro en tres estadios del insecto.
3. Obtener la sobrevivencia por el método de contacto.

4. Realizar la correlacion entre los tratamientos y las dosis aplicadas.

15



5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cual es el efecto insecticida de los aceites esenciales de L. graveolens y E.
cinerea sobre C. lectularius y como varia su eficacia en funcion de la dosis

aplicada?
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Sitios de recoleccién del material botanico
El material botanico se recolecté en dos localidades de los municipios de Durango
y del Mezquital, previamente seleccionadas debido a la accesibilidad de caminos
(Figura 4).
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Figura 4. Sitios de recolecta de orégano y eucalipto délar en Durango.

Las partes aéreas de L. graveolens se recolectaron en septiembre de 2024 en los
alrededores del kilbmetro 78 de la carretera del entronque hacia Temoaya,
Municipio del Mezquital, Durango, México (punto rojo). Esta region se caracteriza
por presentar un clima tipo BSo (B: clima seco, S: semiarido, o: templado), con
temperatura media anual de alrededor de 16 °C. Su precipitacion media anual es
cerca de los 650 mm y una altitud de 2,230 m (INEGI, 2010) (Gonzalez-Elizondo et
al., 2007).

Eucalyptus cinerea, fue recolectada en una propiedad privada ubicada en el

kilbmetro 23 de la carretera Durango—Mezquital, dentro del municipio de Durango.
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Esta area se caracteriza por un clima semiarido calido, con temperaturas medias
anuales que oscilan entre los 16 y 18 °C (punto verde) (Figura 4) (INEGI, 2016).

La colecta de L. graveolens y E. cinerea se efectu6 conforme a lo establecido en la
Norma Oficial Mexicana NOM-007-SEMARNAT (1997). Se seleccionaron
exclusivamente ejemplares sanos, sin signos visibles de dafio por plagas o

enfermedades.
6.2 Procesamiento de material botanico

El material recolectado se seco bajo la sombra, se extendio por alrededor de tres
dias sobre periodico y papel estraza. Enseguida se separaron las hojas de las
ramas y se depositaron en bolsas de papel estraza, previamente etiquetadas para
evitar la absorcidon de humedad. Se colocaron en un lugar oscuro, fresco y seco,

sobre un anaquel hasta su uso (Figuras 5 y 6).
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Figura 6. Recolecta de Lippia graveolens, proceso de secado y limpieza.
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6.3 Obtencion de aceites esenciales

Los aceites esenciales se obtuvieron mediante el método de destilacion por arrastre
con vapor de agua en un equipo de acero inoxidable (Espinosa y Rocha, 2019). El
aceite esencial se separé del agua de destilacion por decantacion de las fases y se
filtr6 a través de sulfato de sodio anhidro para eliminar el agua. Se envaso en
contenedores de vidrio ambar y se guardé en un lugar seco en oscuridad,
perfectamente etiquetado con la fecha de extraccion, nombres del responsable de
la destilacion y el nombre del producto (Figuras 7). A los aceites esenciales se les

determind el indice de refraccidn y su densidad relativa.

Figura 7. Material seco y equipo de acero inoxidable para el destilado de arrastre con

vapor.

6.4 Preparacion de soluciones de prueba

El agente emulsificante se preparé con Tweenzo al 15% en agua destilada estéril
para producir emulsiones del tipo aceite en agua (O/W), que facilitaron la solubilidad

del aceite esencial de orégano y de eucalipto.

6.5 Recoleccion de material bioldgico

La recoleccion de las chinches de cama se efectué en cinco viviendas y en un
centro de rehabilitacion en distintos sitios de la ciudad de Durango. Las personas
fueron informadas del proyecto a través de redes sociales, tripticos y por contactos
cercanos. Se contd con el permiso de la gente para ingresar a sus viviendas. La
recoleccion se realizo en los meses de agosto a noviembre de 2024 y de febrero a
marzo de 2025.
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Para la recoleccion se utilizé una aspiradora de insectos y pinceles, para facilitar la
captura de los ejemplares. Los insectos recolectados se colocaron en envases de
plastico de 250 mL de capacidad con una tapa modificada a la cual se le coloco en
la parte superior dos capas de tela de organza. Dentro de los envases se colocaron
trozos de carton corrugado de 6 x 5 cm, forrados con tela polar negra para mantener
a los insectos en un ambiente mas adecuado para resguardarse y ovipositar, asi

como para visualizarlos claramente (Figura 8).

)

C. lectularius (E1-2
Lugar recolecta: Ane?

Fecha: 28/04/25

Saul Rodriguez©

Figura 8. Materiales para recolecta de chinches (aspiradora de insectos, pinceles y

envase con etiqueta).

6.6 Establecimiento de cria estandarizada de C. lectularius

Para los bioensayos in vitro, se establecié una cria de C. lectularius en el area de
crias para obtener chinches de segunda generaciéon y de diferentes estadios.
(Figura 8). Se confecciono una caja de vidrio de 102 x 52 cm, con un fondo forrado
con cartulina blanca para visualizar la posible fuga de algun ejemplar. Dentro de
esta caja se colocd una caja de plastico en donde se introdujeron lo envases de
plastico previamente etiquetados conteniendo las chinches de cama recién
capturadas. Se coloco una tapa de acrilico modificada con dos capas de tela de
organza como respiradero. Bajo esta caja se colocé una bandeja de 110 x 60 cm,

con tierra de diatomeas para evitar el escape de alguna chinche (Figura 9).

En invierno se coloco un calenton programado para mantener la temperatura de 25
a 30° y dos ventiladores para los meses calurosos con un humidificador para

controlar la humedad relativa. Las temperaturas se trataron de mantener como las
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reportadas por diversos autores (25 a 30°C) y la humedad relativa (40 a 50%) y
fotoperiodo de luz (12 horas luz y 12 horas obscuridad) de acuerdo con

experimentos realizados previamente (Gaire et al., 2020; Fazito et al., 2023).

Humidificador

Figura 9. Camara de cria para Cimex lectularius.

6.7 Fuente de alimentaciéon de chinches

Para la reproduccién de los insectos de estudio, se utilizaron ratas Wistar y conejo
Nueva Zelanda del bioterio de la Facultad de Quimica, UNAM, asi como del bioterio

del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM (Figura 10).

Figura 10. Fuentes de alimento para Cimex lectularius (Conejo Nueva Zelanda y rata
Wistar).

Las chinches de cama se alimentaron directamente con sangre de conejo y ratas
de laboratorio. La alimentacién se realiz6 de cada 11 a 15 dias, para lo cual se
utilizé un pincel para colocar las chinches sobre una parte rasurada del animal y
facilitar su alimentacion (Figura 11). El tiempo de alimentacion fue variable (3 a 15

min) en funcién del estado ninfal y se realiz6 entre 9 y 10 am, en condiciones
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optimas de temperatura (25 — 30°C) y humedad relativa (40 — 50%) y oscuridad

®

media.

Figura 11. Proceso de alimentacién de Cimex lectularius sobre conejo (1) y rata (2).

6.8 Realizacion de bioensayos in vitro

6.8.1 Método de difusiéon
a) Aceite esencial de Lippia graveolens

Para determinar las dosis efectivas del aceite esencial de orégano mediante el
método de difusion, se preparo el emulsificante de Tweenzo al 15%. Se prepararon
cuatro emulsiones de aceite en agua con las concentraciones D1 (9.21 mg/mL), D2
(18.4 mg/mL), D3 (46.03 mg/mL) y D4 (55.23 mg/mL). Cada emulsién evaluada se
compard con un control negativo compuesto por el sistema emulsificante y como
control positivo un insecticida comercial a base de Deltametrina a la concentracion
de 26.5 mg/mL.

Asi mismo, este analisis se corri6 para tres grupos de chinches: grupo | (estadios 1
y 2), grupo |l (estadio 3y 4)y grupo lll (estadio 5 y edad adulta). Cada grupo recibio
los mismos tratamientos (cuatro diluciones y dos testigos). Por lo tanto, cada grupo
se consideré como una repeticion experimental, obteniéndose tres repeticiones en
total. Se utilizé un total de 120 ejemplares para este bioensayo (Cuadro 1),
distribuidos por cada grupo de estadios. Se midi6 la longitud y el ancho corporal de
cada insecto utilizando papel milimétrico para obtener datos morfométricos

complementarios (Cuadro 3), asi como la mortalidad (horas) observada.
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b) Aceite esencial de Eucalyptus cinerea

En el caso del aceite esencial de eucalipto, se prepararon las emulsiones utilizando
Tweenso 10%. A partir de estas emulsiones se elaboraron cuatro diluciones
distintas: D1 (46.1 mg/mL), D2 (73.8 mg/mL), D3 (92.2 mg/mL) y D4 (110.7 mg/mL).
Al igual que con el tratamiento de orégano, se incluyeron un testigo negativo

compuesto por el emulsificante y un control positivo con Deltametrina.

El bioensayo se aplicé en los mismos tres grupos de desarrollo de C. lectularius.

Cada grupo recibio los mismos tratamientos (Cuatro diluciones y dos testigos). Por
lo tanto, cada grupo se considera como una repeticidn, obteniéndose un total de
tres repeticiones experimentales. Se evaluaron un total de 60 ejemplares para este
bioensayo (Cuadro 2) distribuidos por cada grupo de estadios. De igual manera
también se realizaron mediciones de los insectos (Cuadro 3), asi como la

mortalidad observada.

c) Realizacion del bioensayo

El experimento se realizé en cajas Petri de 9 cm de diametro y en el centro, se
colocd un cubo de espuma floral (Floricel) de aproximadamente 1 cm?3. Esta espuma

se impregno con una cantidad conocida de los distintos tratamientos (Figura 12).

Posteriormente, las cajas se sellaron para evitar la pérdida de los compuestos
volatiles contenidos en los aceites esenciales, permitiendo la exposicion indirecta
del producto de prueba. Se registrd la mortalidad de los insectos a las 12, 24, 36 y
48 horas posteriores a la exposicidén de los tratamientos. Se consideraron muertos
a los individuos que no presentaron movimiento ni respuesta ante estimulos
mecanicos directos. Se determiné la DLso mediante el estadistico de Probit (dosis-
respuesta), donde sus variables fueron: evento (censurado y completo) y

concentraciones.
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Cuadro 1. Distribucién de chinches para bioensayo con Lippia graveolens.

Repeticiones Chinches Diluciones
P Grupos(l, Il ylll)
1 42 D1 - D4, Pc, Testigo
2 42 D1 - D4, Pc, Testigo
3 36 D1 — D4, Pc, Testigo

Pc (Producto comercial).

Cuadro 2. Distribucién de chinches para bioensayo con Eucalyptus cinerea.
Chinches

Repeticion Grupos (I, Il ylil) Diluciones
1 21 D1 — D4, Pc, Testigo
2 21 D1 — D4, Pc, Testigo
3 18 D1 — D4, Pc, Testigo

Pc (Producto comercial).

Cuadro 3. Seleccion de los individuos segun su estadio.

Dimensiones promedio Grupo | Grupolll Grupo lll
(mm) Estadio1y2 Estadio3y4 Estadio 5y adulto
(mm) (mm) (mm)
Ancho 0.43-0.52 1.87-1.89 2.87-2.89
Longitud 140-141 3.20-3.36 4.84 - 4.96

Figura 12. Colocacion de chinches y el cubo para el bioensayo por difusion.
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6.8.2 Método de aspersiéon

a) Aceite esencial de Lippia graveolens

Para la evaluacion del aceite de orégano mediante este método, se prepararon
emulsiones del tipo aceite en agua, utilizando Tweenzo 15% como emulsionante. A
partir de estas emulsiones se obtuvieron tres diluciones: D1 (3.31 mg/mL), D2 (8.28
mg/mL) y D3 (13.26 mg/mL). Cada tratamiento fue comparado con dos controles
experimentales: un control negativo (emulsificante), y un control positivo,
compuesto por un insecticida comercial formulado con Imidacloprid (21.66%) y
Cipermetrina (6 %) (0.96 mg/mL).

El bioensayo se aplicd con nueve individuos (tres de cada uno de los grupos de
desarrollo). Se utilizd un total de 46 ejemplares de diferentes estadios (Cuadro 4).
Se midio la longitud y el ancho corporal de cada insecto como anteriormente se

menciond, asi como la mortalidad observada.

b) Aceite esencial de Eucalyptus cinerea

En el caso del aceite esencial de eucalipto, se prepararon emulsiones utilizando
Tweenso 10%. A partir de estas emulsiones se elaboraron tres diluciones: D1 (6.64
mg/mL), D2 (8.8 mg/mL) y D3 (13.58 mg/mL).

Se realiz6 el experimento con un total de 28 ejemplares de diferentes estadios. El
bioensayo se aplicd en los mismos tres grupos de desarrollo de C. lectularius
(Cuadro 5).

c) Realizacién del bioensayo

En este bioensayo por aplicacion directa, se realizaron tres aspersiones por cada
tratamiento mediante un atomizador para cromatografia previamente calibrado y

conectado a una bomba de aire manual (Figura 13).

Los insectos se colocaron dentro de un vaso de precipitado de 1 L de capacidad y
se taparon con un plastico adherible para evitar la evaporacion del producto. Los

tratamientos se realizaron por triplicado para cada concentracion evaluada. El
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control positivo fue un insecticida comercial se aplicé a una concentracion de 0.96
mg/mL, y para los controles negativos se utilizaron las emulsiones Tweenso y
Tween2o. Se registro la mortalidad a las 12, 24, 36 y 48 horas posteriores a la
aplicacidon. Se consideraron como muertos a los individuos que no presentaron

movimiento, ni respuesta al producto aplicado.

Cuadro 4. Distribucion de chinches para bioensayo con Lippia graveolens.

Repeticion Chinches Diluciones
1 10 D1, D2, D3, Imidacloprid/Cipermetrina y testigo
2 9 D1, D2, D3, Imidacloprid/Cipermetrina y testigo
3 9 D1, D2, D3, Imidacloprid/Cipermetrina y testigo

Cuadro 5. Distribucién de chinches para bioensayo con Eucalyptus cinerea.

Repeticion Chinches Diluciones
1 9 D1, D2, D3, Imidacloprid/Cipermetrina y testigo
2 9 D1, D2, D3, Imidacloprid/Cipermetrina y testigo
3 10 D1, D2, D3, Imidacloprid/Cipermetrina y testigo

Figura 13. Proceso de método de aspersion.
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6.9 Analisis estadistico

Para la evaluacion de la actividad insecticida de los aceites esenciales de Lippia
graveolens y Eucalyptus cinerea sobre C. lectularius, se aplicaron procedimientos
estadisticos dirigidos a analizar tanto la dinamica temporal de la mortalidad como
la estimacion de parametros de toxicidad. Se realizé la estadistica descriptiva de
los datos obtenidos y una revision correspondiente de los mismos para determinar

la existencia de datos aberrantes y obtener una mejor calidad de los datos.

Para los analisis posteriores se realizaron analisis de covarianza (ANCOVA), para
el método de difusion y de aspersion. Para determinar la existencia de diferencias
significativas entre los tratamientos aplicados, ademas de observar si hay influencia
entre la variable dependiente tiempo final, sobre los factores (tratamientos, grupos

de estadios del insecto y diluciones). La formula para este analisis se define como:

Yij = p+ i+ Bxij + €ij

Donde:

e Yij: Valor de la variable dependiente para la observacion j en el grupo de
tratamiento i.

e u: Media general de la variable dependiente.

o 1j: Efecto del tratamiento del grupo i.

o [3: Coeficiente de regresién que mide la relacion entre la covariable y la
variable independiente.

e xij: Valor de la covariable para la observacion j en el grupo i.

e ¢ij: Termino de error aleatorio.

Este método estima la probabilidad acumulada de supervivencia de los individuos
a lo largo del periodo de observacién para cada concentracion evaluada (Badii et
al., 2008). Este analisis proporcioné informacién detallada sobre el comportamiento
de la mortalidad en funcién del tiempo, permitiendo realizar comparaciones entre
los distintos tratamientos. El procesamiento de estos datos se efectud utilizando el
software Statistica V7.0, considerando un intervalo de confianza del 95% para la

interpretacion de los resultados.
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De manera complementaria, se efectudé un analisis Probit, orientado a estimar la

dosis letal media (DLs,), el cual esta representado por la siguiente formula:

P(Y = 11X) = ¢(Bo + B1X1 + B2 + X2... +1Xi)

Donde:

e P(Y =1 | X): probabilidad de que la variable dependiente (Y) sea igual a 1
(éxito u ocurrencia del evento), dado un conjunto de variables
independientes (X).

e ®: funcion de distribucion acumulativa normal estandar.

e [o: intercepto (el valor de la probabilidad cuando todas las variables
independientes son cero).

e [B1, B2, ..., Bk coeficientes de regresion que indican el impacto de cada
variable independiente en |la probabilidad.

o X4, X;, ..., Xi: variables independientes que influyen en la probabilidad.

El analisis Probit permitié cuantificar la eficacia de los aceites esenciales en
términos de la dosis necesaria para inducir la mortalidad del 50% de la poblacién
expuesta (Liu, 2023). Este analisis se realizé mediante el software Microsoft Excel,
aplicando los modelos de regresion Probit correspondientes y considerando
igualmente un intervalo de confianza del 95% para las estimaciones de los
parametros. Ambos analisis permitieron integrar una evaluacion robusta y
complementaria de la eficacia insecticida de los extractos evaluados, considerando
tanto la respuesta dosis-dependiente como la dinamica temporal de la mortalidad

en las poblaciones de C. lectularius.
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7. RESULTADOS

7.1 Cria estandarizada de C. lectularius
Se recolectaron un total de 380 adultos provenientes de cinco viviendas y un centro
de rehabilitacidn ubicados en la ciudad de Durango, sin considerar la cantidad de
ninfas, ni huevos presentes en los sitios. Durante los siete meses que duré el
mantenimiento de la colonia se lograron reproducir dos generaciones incompletas

bajo las condiciones de humedad y temperatura del area de cria.

Una vez estandarizado el método de alimentacién, la cria se estabilizé lo que
permiti6 mantener el ciclo reproductivo de los adultos y el desarrollo de las ninfas

en condiciones estables.

El ciclo de vida completo, desde la eclosién del huevo hasta la llegada al estadio
adulto, se registrd6 con una duracién promedio de 55 dias. Cada estadio ninfal
presentd un desarrollo de entre 11 a 12 dias, aunque hubo variaciones atribuibles
a las condiciones ambientales que prevalecieron durante el experimento. A pesar
de lo anterior, se obtuvieron 60 adultos y se documenté la eclosiéon de 30 ninfas

nacidas en condiciones de laboratorio (Figura 14).

Figura 14. Diferentes estadios pertenecientes a la 2da generacioén de la cria.

7.2 Obtencion de aceites esenciales

El mayor rendimiento de aceites esenciales se obtuvo del orégano, con un volumen
de 5.68 mL/100 g de planta, correspondiente a un rendimiento del 5.34 %, seguido

por el eucalipto dolar con 4.03 mL/100 g y un rendimiento de 3.73 % (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Rendimiento de aceites esenciales de las plantas recolectadas.

Nombre Nombre Rendimiento DR .
V/100g |
comun cientifico (%) (g/mL)
Eucalipto dolar  Eucalyptus cinerea.  4.03 3.73 0.9225 1.4569
Orégano Lippia graveolens 5.68 5.34 0.94 1.5052

V/100 g = Vol de aceite esencial por 100 g de muestra; DR = Densidad relativa; IR = indice de
refraccion.

7.3 Bioensayo in vitro. Método de Difusion

7.3.1 Analisis

Los resultados indican que los datos no presentan una distribucion normal de
acuerdo con la prueba de Kolmogorov-Smirnov (K-S). Las concentraciones

aplicadas oscilaron entre 0 y 154.98 mg/mL con un promedio de 46.29 mg/mL.

Debido a que los histogramas de distribucion correspondientes a cada variable
analizada se observo una distribucidn asimétrica, por lo que se realizé un analisis

estadistico no paramétrico (Figura 15).
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Figura 15. Histogramas de distribucion normal de las variables analizadas.
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7.3.2 Analisis de covarianza (ANCOVA)

El analisis de covarianza (ANCOVA) mostré diferencias significativas en el tiempo
final de mortalidad de C. lectularius entre los tratamientos (F (10,178) = 5.5878, p <

0.001). Se observo una interaccion significativa entre los factores tipo de aceite

esencial, diluciéon y estadio, indicando que la eficacia de los aceites esenciales vario

segun la concentracion y el grupo de desarrollo de los insectos.

En el grupo |, los tiempos de mortalidad fueron mas bajos con las mayores
concentraciones (D3 — Da), especialmente con el aceite de orégano, lo que
indica una acciéon mas rapida. En contraste, el aceite de eucalipto mostré
tiempos finales mas altos, similares o incluso superiores al control positivo
(deltametrina) y al testigo. Esto sugiere que el orégano fue mas efectivo

sobre los estadios primarios.

En el grupo Il. El patron general muestra una reduccion del tiempo final con
las diluciones mas concentradas (Ds — D4y pero con menor diferencia entre
ellas. Los valores tienden a ser intermedios y con solapamiento en las barras
de error, lo que indica una menor variabilidad en la respuesta. Ambos aceites
esenciales mantuvieron eficacia comparable a la del control positivo, aunque

el orégano conserva una ligera ventaja.

Por ultimo, en el grupo lll, los tiempos finales fueron mas uniformes entre
tratamientos, sin diferencias marcadas entre orégano y eucalipto, indicando
una menor susceptibilidad de los adultos a los aceites esenciales. En
general, el aceite esencial de orégano mostré una accién insecticida mas
rapida y consistente en comparacion con la del aceite esencial de eucalipto,

aunque ambos fueron tan eficaces al igual que la deltametrina.

Los aceites esenciales mostraron un efecto claro sobre la dosis-respuesta, incluso

mayor a la deltametrina, lo que evidencia su alto potencial insecticida frente a C.

lectularius (Figura 16).
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Figura 16. ANCOVA de la variable dependiente (tiempo final) con los diferentes factores,
donde se muestra que si hay diferencias significativas entre las diluciones aplicadas y los

controles.

7.3.3 Analisis de supervivencia. Método no paramétrico de Kaplan-

Meier

a) El tratamiento con aceite esencial de eucalipto (linea rosa) provocd una
mortalidad aguda a las 21 h. El aceite de orégano (linea azul) mostré una
mortalidad gradual, pero mayor que la del aceite esencial de eucalipto (14 h); lo

que supone una mayor persistencia del efecto insecticida.

b) El tratamiento con deltametrina mantuvo una mayor proporcion de sobrevivientes
durante mas tiempo (mas de 43 h); sin embargo, se observé la mayor mortalidad
alrededor de las 23 h. A pesar de ello, mantuvo una proporcién de sobrevivencia

superior al 50%, lo que indica una eficacia intermedia en este bioensayo.

c) El testigo, al igual que el producto comercial con deltametrina, también mantuvo

la mayor proporcion de sobrevivientes durante mas tiempo y también se observo
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una caida de la mortalidad significativa alrededor de las 23 h. Finalmente se

presentd una sobrevivencia del 60% de los insectos en este tratamiento.

Estos resultados respaldan la actividad insecticida de los aceites esenciales, siendo

L. graveolens el tratamiento mas eficaz en términos de supervivencia acumulada

de los individuos expuestos a lo largo del tiempo de observaciéon (Figura 17).
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Figura 17. Analisis de sobrevivencia de Kaplan-Meier por el método de difusién.

7.3.4 Determinacién de la DLso para L. graveolens

De manera complementaria, se efectu6é un analisis Probit para determinar la DLso

a través del ajuste dosis-respuesta. Cada concentracién abarcd un rango de 0

mg/mL a 95.73 mg/mL. El analisis permitié estimar el porcentaje acumulado de

mortalidad en funcién de las concentraciones aplicadas. A medida que la

concentracion del aceite esencial se incrementd, se observd un aumento progresivo

en la mortalidad de los insectos. A partir del ajuste lineal aplicado a los datos

(representado por la linea azul), se calculd el siguiente modelo de regresion:

y = 0.0094x + 0.0588, coeficiente de determinacién de R? = 0.9744.
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Este modelo permitié estimar la dosis letal media (concentracion necesaria para
inducir la muerte del 50% de la poblacién expuesta). La DLso se obtuvo
graficamente con un valor de 50.6 mg/mL (indicado en el punto de interseccion de
las lineas punteadas en la grafica). El valor de R? (0.9744) indica un buen ajuste
del modelo de los datos experimentales, lo que confirma la confiabilidad estadistica

de la estimacion realizada para este bioensayo.

El testigo, la deltametrina y las D1 y D2 tuvieron mortalidades menores del 50%;
mientras que, las diluciones D3 y D4 se podrian utilizar en funcién del grado de

infestacion de esta plaga (Figura 18).
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Figura 18. Analisis Probit del tratamiento con aceite esencial de Lippia graveolens por el

método de difusion.

7.3.5 Determinacion de la DLso para E. cinerea

Al igual que en el bioensayo anterior, se realizé el ajuste dosis-respuesta mediante
el modelo Probit, con los datos obtenidos de los tratamientos de E. cinerea y los
testigos. Se observa un comportamiento sigmoideo en la respuesta bioldgica,
donde a bajas concentraciones la mortalidad fue baja, incrementandose
progresivamente conforme se aumenté la dosis, hasta alcanzar el 100% de

mortalidad en las concentraciones mas elevadas (Figura 19).
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A partir del ajuste lineal realizado sobre los datos (linea de tendencia), se obtuvo el

siguiente modelo de regresion:

y = 0.0069x - 0.0312, con un coeficiente de determinaciéon de R? = 0.9711.

Mediante este modelo se calculd la dosis letal media (83.0 mg/mL). En este caso,
el coeficiente de determinacion refleja un buen ajuste del modelo, similar al obtenido

para L. graveolens.

En este bioensayo la dilucién D4 tuvo el 80% de mortalidad de los insectos, en

comparacion con el tratamiento de la deltametrina.
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Figura 19. Analisis Probit del tratamiento con aceite esencial de Eucalyptus cinerea por el

método de difusion.

7.3.6 Analisis de sobrevivencia por grupos de estadios

En la curva de supervivencia acumulada obtenida mediante el analisis de Kaplan-
Meier, que evalua el efecto insecticida de los tratamientos sobre diferentes estadios
de desarrollo de C. lectularius se consideraron como variables: el evento (completo
o censurado), la ocurrencia del evento (tiempo final) y el estadio biolégico de los

especimenes (grupos |, Il, 1ll) (Figura 20).
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Los resultados evidencian que el grupo | (estadio 1 y 2) fueron mas susceptibles a
los distintos tratamientos, ya que la mortalidad de este grupo empezé a los 41 min.
Se observd que gran parte de los individuos del mismo grupo murieron
aproximadamente a las 13 h, tiempo después se registroé que otro porcentaje de los
ejemplares murieron a las 23 h. Sin embargo, este grupo mantuvo el mayor tiempo

de sobrevivencia hasta las 48 h de observacion.

El grupo lll (estadio 5 y adulto) y grupo Il (estadios 3 y 4) presentaron mayor
tolerancia a los tratamientos, donde se registro la mortalidad de estos ejemplares a
las 23 h. Sin embargo, el tiempo de sobrevivencia no fue tan prolongado como el
del grupo |, ya que todos los ejemplares del grupo Il y Il murieron aproximadamente
alas 33 h.

Estos resultados sugieren que la eficacia de los tratamientos y el método de
aplicacién fueron mas efectivos en los estadios primarios, ya que probablemente
son mas vulnerables, debido a diferencias de tamafo, grosor de la cuticula,
metabolismo o exposicion superficial o que concuerda con los resultados
publicados por Singh et al. (2013, 2014) quienes trabajaron con los aceites

esenciales de clavo y menta sobre C. lectularius.
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Figura 20. Analisis de sobrevivencia por estadios (grupo |, Il, lll) por el método de

difusion.
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7.4 Bioensayo in vitro. Método de Aspersion

7.4.1 Analisis descriptivo

Para el siguiente bioensayo se realizé un analisis descriptivo con las mismas las
variables cuantitativas registradas para el primer bioensayo, estas incluyen el ancho
y largo corporal de las chinches, las concentraciones de los tratamientos aplicados

y el tiempo final de exposicién y muerte de los insectos.

Los resultados indican que los datos analizados no presentan una distribucion
normal, de acuerdo con la deviacion estandar de cada variable analizada. Las
concentraciones aplicadas oscilaron entre 0 y 13.58 mg/mL, con un promedio de
8.28 mg/mL y una desviacion estandar de 4.86. en cuanto al tiempo final, se

observé una media de 20 h y una desviacion estandar de 9 h.

En los histogramas de distribucion correspondientes a cada variable analizada se
observa que las cuatro variables analizadas presentan una distribucion asimétrica
de acuerdo con la aprueba de Kolmogorov-Smirnov (K-S), por lo que se optd por
realizar un analisis estadistico no paramétrico para comparacién entre grupos
(Figura 21).
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Figura 21. Histogramas de distribuciéon normal de las variables analizadas.

7.4.2 Andlisis de covarianza (ANCOVA)

Este analisis mostré un efecto altamente significativo de la interaccion entre los
factores aceite esencial, dilucidén y estadio sobre el tiempo final de mortalidad de C.
lectularius (F (8,58) = 6.1735, p = 0.00001). Lo cual indica que la eficacia de los
tratamientos depende simultaneamente del tipo de aceite esencial, la concentracion
aplicada y el estadio de desarrollo de los insectos.

En general se observo que:

e En el grupo |, las diluciones del aceite esencial de orégano mostraron
comportamientos variables en cuanto al tiempo final de mortalidad de las
chinches. En contraste, el aceite esencial de eucalipto presentd tiempos
finales mas uniformes y menos sensibles al cambio de dilucién, indicando

una eficacia mas rapida en los estadios primarios.

e Para el grupo Il, el aceite esencial de orégano mantuvo el mismo

comportamiento variable entre las diluciones aplicadas y el tiempo final de

38



mortalidad de las chinches, mientras que el aceite esencial de eucalipto
mostré una respuesta similar a los estadios primarios, lo que refleja una

eficacia mas rapida en comparacién al tratamiento con orégano.

En el grupo lll, ambos aceites esenciales presentaron tiempos finales
similares entre si, sin diferencias notables entre las diluciones, sugiriendo

que la susceptibilidad de los adultos es notoria con estos tratamientos.

Por ultimo, el control positivo tuvo una eficacia mas rapida en comparacion
con los tratamientos de aceites esenciales, ya que este insecticida comercial
es altamente toxico al aplicarse de manera directa como se realiz6é en este

bioensayo (Figura 22).
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Figura 22. ANCOVA de la variable dependiente (tiempo final) con los diferentes factores,

donde se muestra que si hay diferencias significativas entre las diluciones aplicadas y los

Meier

controles.

7.4.3 Analisis de sobrevivencia. Método no paramétrico de Kaplan-

Las curvas de supervivencia obtenidas mediante el analisis indican:
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a)

El efecto insecticida del producto comercial que contenia
imidacloprid/cipermetrina tuvo una caida abrupta de casi el 100% de mortalidad
a las 13 h. Esta eficacia letal temprana probablemente se deba a la accion
insecticida sinérgica de la combinacion de los dos principios activos. Asi mismo,

a que esta emulsién se adhiri6 con mayor facilidad al cuerpo del insecto.

El tratamiento con eucalipto (linea roja) también presentdé una alta tasa de
mortalidad que alcanzé valores cercanos de casi 100% a las 16 h de la
exposicion del producto, lo que demuestra una accidon insecticida notable,

aunque en menos tiempo que en el tratamiento del insecticida comercial.

El grupo tratado con orégano (linea azul) presentd una curva de mortalidad mas
prolongada y sostenida en el tiempo de observacion. Aunque la tasa de
mortalidad fue mas lenta en comparacion con los otros tratamientos, la
mortalidad de los sujetos de prueba fue ligeramente mayor que la del aceite
esencial de eucalipto (22 h), ademas, sobrevivid el 5% de los individuos. Este
comportamiento podria deberse a que esta emulsidon no esta acondicionada
como producto terminado como es el caso de un producto comercial por lo que
su adherencia al exoesqueleto de los insectos es minima. Ademas, la volatilidad
de los componentes del aceite esencial de eucalipto es mas alta comparada con

la volatilidad de los componentes del aceite esencial de orégano.

Estos resultados confirman que los aceites esenciales evaluados ejercieron efectos

insecticidas significativos sobre la poblacién expuesta, en donde el tratamiento con

orégano tuvo mayor persistencia, y el insecticida comercial fue de accion inmediata.
(Figura 23).
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Figura 23. Andlisis de sobrevivencia de Kaplan-Meier por el método de aspersion.

7.4.4 Determinacion de la DLso para L. graveolens

A partir de los datos obtenidos en el bioensayo por aspersioén con el aceite esencial
de L. graveolensy los testigos, se realizé el analisis Probit para obtener la curva de
dosis-respuesta. El analisis permitié estimar el porcentaje acumulado de mortalidad

en funcion de las concentraciones aplicadas.

El ajuste lineal aplicado a los datos se calculé el modelo de regresion (representado

por la linea punteada azul):

y = 0.0497x + 0.2813, con un coeficiente de determinacion de R? = 0.8236.

Este analisis permite obtener la DLso directamente del grafico, la cual tiene un valor
de 3.31 mg/mL, mientras que las concentraciones D2 y D3, podrian utilizarse en
infestaciones mayores.

En cuanto el valor de R? (0.08236) sefalé que los datos experimentales no se

ajustaron totalmente al modelo utilizado (Figura 24).
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Figura 24. Analisis Probit del tratamiento con aceite esencial de Lippia graveolens por el

meétodo de aspersion.

7.4.5 Determinacion de la DLso para E. cinerea

Al igual que en el bioensayo anterior, se realizé el ajuste dosis-respuesta con los
datos obtenidos de los tratamientos de E. cinerea y los testigos por el método de
aspersion. En este caso las concentraciones abarcaron el rango de 0 - 13.58
mg/mL. A partir del ajuste lineal aplicado a los datos, el modelo de regresion fue el

siguiente:

y = 0.0559x + 0.1679, con un coeficiente de determinacion de R? = 0.9334.

Para este modelo la DLso obtenida graficamente fue de 6.64 mg/mL y se observo
que el tratamiento con aceite esencial de eucalipto produjo un porcentaje de
mortalidad ligeramente superior al registrado con las diluciones de orégano, lo que
sugiere una mayor eficacia insecticida en las primeras horas de exposicion del
aceite esencial de eucalipto. Las concentraciones D2 y D3, podrian utilizarse para el
control de infestaciones mayores, ya que se registré un porcentaje de mortalidad

del mas del 80% de los individuos.
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El valor de R?(0.9334) indica un buen ajuste del modelo a los datos experimentales,

lo que confirma la confiabilidad estadistica de la estimacién realizada para este

bioensayo (Figura 25).
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Figura 25. Analisis Probit del tratamiento con aceite esencial de Eucalyptus cinerea por el

método de aspersion.

7.4.6 Analisis de sobrevivencia por grupos de estadios

En la curva de supervivencia acumulada obtenida mediante el analisis de Kaplan-
Meier, que evalua el efecto insecticida de los tratamientos sobre diferentes estadios
de desarrollo de C. lectularius se consideraron como variables: el evento (completo
o0 censurado), la ocurrencia del evento (muerte) y el estadio biolégico de los

especimenes.

Los resultados evidencian que el grupo | fueron mas susceptibles al efecto
insecticida de los distintos tratamientos y casi igual al grupo lll. Por el contrario, el
grupo |l presenté mayor tolerancia a los tratamientos, lo que mantuvo los niveles

de supervivencia mas elevados a lo largo del tiempo de observacion.

El grupo | tuvo una respuesta inmediata (menos de 13 h). Estos resultados sugieren

que la eficacia de los tratamientos puede estar influenciada por el estadio biolégico
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de las chinches, en donde los adultos y estadios primarios son mas vulnerables,
posiblemente debido a diferencias de tamano, grosor de la cuticula, metabolismo o
exposicion superficial lo que concuerda con los resultados publicados por Singh et
al. (2013, 2014) quienes trabajaron con los aceites esenciales de clavo y menta

sobre C. lectularius (Figura 26).
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8. DISCUSION

Los rendimientos de los aceites esenciales varian segun la especie, parte de la
planta (hojas o ramas), del estado fenolégico de la planta al momento de
recolectarse, meétodo de extraccion, tiempo de destilacion y condiciones
ambientales en donde se desarrollan las distintas especies (Manjarrez-Quintero et
al., 2024). Autores como Soto-Armenta et al. (2017) confirman que el rendimiento
del aceite esencial de L. graveolens mediante la destilacion por arrastre de vapor,
obtuvieron rendimientos de 4% — 6%, lo que es comparable con el rendimiento del
aceite esencial que se obtuvo en esta investigacion el cual fue de 5.34%, por el

mismo método de destilacion por arrastre de vapor.

Con E. cinerea se han reportado rendimientos de aceites esenciales entre 2.48% —
6.07%, por otras técnicas de extraccibn como la hidrodestilacién, soxhlet y
ultrasonicacion (Baskaran et al., 2024). Al comparar estos rendimientos con los
obtenidos en el presente estudio, se obtuvo un rendimiento de 3.37%, mediante el

meétodo de extraccion de arrastre con vapor.

En cuanto al establecimiento de la cria de C. lectularius bajo condiciones de
laboratorio, se presentaron variaciones de temperatura (min. 18°C — max.33°C) y
humedad relativa (min. 13% — max. 69%) debido a condiciones atipicas del clima
durante los meses de junio a septiembre de 2024, lo cual afecté el desarrollo normal

de los organismos de prueba.

El proceso de alimentacién directa sobre los roedores en esta investigacion fue mas
tardado que el utilizado por otros autores (Elbanoby, 2019; Yu et al.,, 2023 y
Banerjee et al., 2024) quienes también trabajaron con C. lectularius, pero
alimentaron con sangre de conejo desfibrilada a través de un sistema de
alimentacién por membrana Hemotek (Discovery Workshops, Accrington, UK).
Ademas, las camaras de cria que ellos utilizaron estaban estandarizadas con las

condiciones de temperatura y humedad 6ptimas.
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En estudios realizados para el control de C. lectularius se ha reportado que existen
cepas resistentes de estos insectos a piretroides como la deltametrina, perono a la
aplicaciéon de aceites esenciales de orégano (Origanum vulgare) (Gaire et al.,
2020). Este efecto coincide con los resultados del método de difusion del presente
estudio, donde también se comprobd la eficacia de los aceites esenciales de

orégano y eucalipto, ademas de la resistencia hacia la deltametrina.

En este bioensayo por difusion, el analisis de sobrevivencia demostré que el
tratamiento con aceite esencial de orégano fue mas eficaz que el de eucalipto y del
insecticida comercial. Sin embargo, en el bioensayo por el método de aspersion, el
analisis de sobrevivencia indicé que el tratamiento con aceite esencial de eucalipto
tuvo mejor respuesta insecticida que los demas tratamientos con aceite esencial de
orégano Y los controles. A diferencia de trabajos previos donde se han empleado
meétodos de impregnacion o contacto directo, en el presente estudio se evalué la
eficacia del método de aspersiéon, permitiendo una aproximacién mas cercana a

posibles aplicaciones practicas en todo tipo inmuebles (Doggett & Lee, 2023).

El analisis Probit para este mismo meétodo, mostré que el aceite esencial de L.
graveolens presentd una DLso de 50.6 mg/mL, mientras que para E. cinerea alcanzé
un DLso de 83.0 mg/mL. Estos resultados indican una mayor eficacia insecticida de
L. graveolens bajo las condiciones evaluadas y en concentraciones menores.
Trabajos previos han reportado concentraciones similares para aceites esenciales
de origen botanico sobre chinches de cama, tales como: Orégano (Origanum
vulgare), eucalipto (Eucalyptus dives), tomillo (Thymus vulgaris), anis estrella

(HMlicium verum), hierbabuena (Mentha spicata), entre otros (Zha et al., 2017).

El analisis de sobrevivencia por grupos de estadios para el bioensayo por método
de aspersion evidencié que los estadios ninfales de los grupos | y Il fueron mas
susceptibles a los tratamientos durante el tiempo de exposicion, presentando
tiempos de mortalidad total menores en comparacion con los estadios del grupo |l.
Este patron podria explicarse por las diferencias morfologicas vy fisioldgicas entre

los distintos estadios; los individuos jévenes presentan cuticulas mas delgadas,
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menor capacidad detoxificadora y mayor permeabilidad cuticular, facilitando la

acciéon de los compuestos activos (Romero et al., 2007; Singh et al., 2014).

Este comportamiento ha sido documentado en estudios previos, donde se ha
senalado que la eficacia de los aceites esenciales puede variar significativamente
segun el método de exposicion utilizado (Singh et al., 2014; Zha et al., 2017). Por
ejemplo, Singh et al. (2014) demostraron que algunos compuestos de los aceites
esenciales son mas efectivos cuando se aplican por contacto directo, mientras que
Zha et al. (2017) reportaron que la actividad insecticida puede disminuir en
formulaciones que dependen de la volatilizacion del compuesto. Estos hallazgos
coinciden con los resultados obtenidos en el presente estudio, donde el aceite de
orégano mostro mayor persistencia en condiciones de difusion, mientras que el

eucalipto fue mas efectivo al ser aplicado por aspersion directa.

Esto sugiere que el método de aplicacion de los tratamientos influye en la
mortalidad de C. lectularius, probablemente debido a diferencias en la penetracion,

volatilidad y cobertura del compuesto sobre el insecto (Ramos et al., 2023).

Otros estudios también han evaluado la actividad insecticida de los aceites
esenciales de E. cinerea en otras especies de insectos (Bertoni, 2013); sin
embargo, no se habia comprobado su eficacia directamente sobre C. lectularius.
Los resultados obtenidos en el presente estudio aportan evidencia experimental de
que E. cinerea presenta actividad insecticida efectiva contra esta plaga, lo que
sugiere que podria considerarse como una alternativa adicional dentro de los

programas de control de chinches de cama.
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9. CONCLUSIONES

El presente estudio proporciona evidencia experimental sobre la eficacia insecticida
de los aceites esenciales de L. graveolens y E. cinerea frente a distintas fases
bioldgicas de C. lectularius, a través de bioensayos in vitro mediante los métodos
de difusion y aspersion. Los analisis realizados permitieron determinar diferencias
en la susceptibilidad de la plaga segun el estadio de desarrollo, en donde los
estadios ninfales tempranos (I y 1l) y en el ultimo estado ninfal y en la etapa adulta

fueron los mas sensibles a la accién de los tratamientos aplicados.

El aceite esencial de L. graveolens mostr6 mayor eficacia insecticida bajo las
condiciones experimentales por el método de difusion, que registré una DLso de
50.6 mg/mL, mientras que E. cinerea alcanzé una DLso de 83.0 mg/mL. Lo mismo
ocurrié con el método de aspersion en donde la DLso para L. graveolens fue de 3.31

mg/mL y de 6.64 mg/mL para E. cinerea.

En cuanto a los productos quimicos evaluados, en el caso de la deltametrina la
sobrevivencia fue paralela con el testigo del método de difusién lo que implica la
alta resistencia que tiene este producto quimico hacia la mortalidad de C.
lectularius. En el caso del imidacloprid/cipermetrina utilizados para el método de
aspersion, el tiempo de mortalidad fue mas rapido y fulminante a la dosis indicada
por el fabricante. Esta mezcla tiene un efecto insecticida mas potente por la sinergia
de los compuestos ya que de manera individual su accién insecticida es menos

téxica a estas plagas.

Asimismo, este estudio aporta nuevos datos sobre la actividad de E. cinerea frente
a C. lectularius, especie en la que no se habian documentado previamente estos
efectos, ampliando asi el conocimiento sobre el potencial de los aceites esenciales
como alternativas para el manejo integrado de chinches de cama, especialmente

en escenarios donde existe resistencia a insecticidas convencionales.

En conjunto, los resultados obtenidos respaldan el potencial de los aceites
esenciales de L. graveolens y E. cinerea como alternativas complementarias dentro
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de los programas de control de C. lectularius, aunque se reconoce la necesidad de
realizar estudios adicionales que evaluen su eficacia a largo plazo, formulaciones
estables con fines comerciales, asi como su aplicacion practica en infestaciones

severas de esta plaga.

En un ambito complementario, resulta importante considerar que, a pesar de los
efectos prometedores de los aceites esenciales en el control de C. lectularius, para
su aplicacion practica, también se debe tomar en cuenta la variabilidad en la
composicién quimica de los aceites esenciales, la corta duracion de su efecto
residual y la necesidad de optimizar formulaciones estables de liberacion controlada
para aplicaciones practicas a nivel comercial (Regnault-Roger et al., 2012; Isman,
2020).
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