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RESUMEN

EXTRACTOS VEGETALES CON POTENCIAL EN EL CONTROL DEL VECTOR Aedes
aegypti L.
Jeremi Alejandro Mendoza Manjarrez. Maestro en Ciencias Bioldgicas

Universidad Autonoma de Nayarit. 2017

El presente tuvo el objetivo de evaluar la toxicidad del extracto de neem, guanabana y venadillo contra
el vector A. aegypti en sus diferentes estadios larvales. La investigacion se llevo a cabo en el
laboratorio de Parasitologia Agricola de la Unidad Académica de Agricultura de la Universidad
Auténoma de Nayarit. Se utilizo el vector A. aegypti, el cual se recolectd en el estado de Nayarit
durante el afio 2016. Para la recoleccion de los huevos del mosquito se utilizaron ovitrampas. Por cada
especie vegetal se utilizaron cinco concentraciones de extractos: 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1 pL* de
neem; 500, 1000, 1250, 1500, 2000 uL* de venadillo y 500, 1182, 1500, 2000, 2500 pL? de
guandbana. Se realizo la extraccion de los activos de las plantas por medio de métodos de extraccion
simples. Se cuantifico la mortalidad a las 24, 48, 72 y 96 horas. Posteriormente, se establecio la
concentracion letal media (CLso - 96 horas) y sus respectivos intervalos de confianza a un 95 % de
acuerdo al método PROBIT. La guanabana provoc6 mayor mortalidad de 69.1 % en un periodo de 24
a 96 horas. El extracto de neem indujo un 53.9 % de mortalidad en las primeras 24 horas y el extracto

de venadillo manifesté actividad larvicida en in periodo de 24 a 96 horas de 58.7.



ABSTRACT

Extracts plant with potential in the vector control Aedes aegypti L.
Jeremi Alejandro Mendoza Manjarrez. Master in biological sciences

Universidad Autonoma de Nayarit. 2017

The research was conducted in the laboratory of Parasitology agricultural of the unit academic of
Agriculture of the University Autonoma of Nayarit, with the objectives of the toxicity of neem extract,
guanabana and venadillo in vector a. aegypti in its different larval stages; as well as mean lethal
concentration (CLso- 96 H) of a. aegypti exposed to the extracts and know what is the best summary
of the three applied in the larval control of a. aegypti. We used the vector a. aegypti, which was
collected in the State of Nayarit in the year 2016. Ovitraps were used for the collection of the eggs. Is
used five concentrations of three plant extracts: 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1 pL* of neem; 500, 1000,
1250, 1500, 2000 pL* of venadillo and 1182, 500, 1500, 2000, 2500 pL* of Cherimoya. Is made the
extraccion of plant assets. Mortality was measured at 24, 48, 72 and 96 hours. Later was established
the median lethal concentration (CLso - 96 hours) and their respective 95% confidence intervals
according to the method PROBIT. The results indicated: 1. all tested extracts showed toxicity larvicide
against a. aegypti, however, some behave better than others with the passage of time, since all induce
some mortality on larvae, but its degradation in one is slower, causing the larvicidal effect extends or
is shortened. 2. Extract best results arrojo was custard, since it resulted in increased mortality in a 24
hour period and followed by inducing mortality up to 96 hours. 3 of neem and venadillo extracts were
larvicidal activity only in 24 hours and 4. The plant extracts, are a tool for very important pest control,
which is to begin to develop more comprehensive and professional, in all sectors, since the effect

caused by third parties are minimal, compared to the current chemical compounds.






CAPITULO |
INTRODUCCION

El dengue, zika y chicungunya son enfermedades virales transmitidas por mosquitos. Su importancia
radica en los efectos econdémicos y sociales que ocasionan. En 2014 se destinaron 3,200 millones de
pesos en servicios médicos en atencion a la poblacion (OMS, 2015). En México se reportaron 14,443,
6094 y 621 casos de dengue, sika y chicungunya, respectivamente. En 2016 para Nayarit se registraron
277, 29 y 46 casos de dengue, zika y chikungunya, para cada enfermedad (SINAVE/DGE, 2016).
Actualmente, no existe vacuna efectiva para estas enfermedades, por lo que la principal medida de

prevencion es el control del vector transmisor en su fase larvaria o adulta.

Desde 1960 las campafias para controlar las poblaciones de Aedes se basan en la aplicacion de
insecticidas sintéticos, ingredientes activos como el temefos, diclorvos, piretrinas entre otros. Sin
embargo, la aplicacion de moléculas quimicas, tienen efectos adversos en el ambiente, afectan a
insectos no blanco y controladores naturales, son toxicos a mamiferos, ademas generan el desarrollo

de resistencia del vector a insecticidas (Reither y Nhatan, 2003).

En Nayarit, al igual que todo México, el insecticida que se utilizo de 1957 a 1999 fue el DDT (dicloro
difenil tricloroetano). Durante este periodo se utilizaron 69,545.4 toneladas (Gallardo Diaz, et al.,
2000), cantidad considerada excesiva por ser un producto altamente persistente y acumulativo en las

cadenas tréficas.

Por esta razén, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) replantea, el uso de los recursos
disponibles en cada territorio, para aprovechar su potencial en el control de vectores (OPS, 2001). En
respuesta a esta problematica es necesaria la busqueda de soluciones sustentables con reducido riesgo
a la salud humana, bajo costo econémico y ambiental como el uso de extractos vegetales. El control
alternativo, es uno de los métodos de control mas antiguos de plagas insectiles, se reportan metabolitos
secundarios con efecto sobre acaros, roedores, nematodos, bacterias, virus, hongos e insectos, entre

éstos los mosquitos (Grainge y Ahmed, 1988) y (Padin, et al., 2002).



Existen diversos reportes de especies vegetales que tienen efecto insecticida y larvicida contra
vectores de los géneros Culex, Anopheles, y de las especies A. aegypti y A. albopictus (Carvalho,
2003). Una de las plantas reportadas con efectos insecticidas es el neem (Azadirachta indica) que
posee meliantrol, salanin, nimbin y nimbidin entre otros (National Research Council, 1992; Royal
Garden Botanics, 2006). La guanabana (Anona muricata) presenta metabolitos secundarios como
flavonoides (quercetina) y esteroides ([3-sitosterol, estigmasterol) (Joshi et al; 1992; Seetharaman,
1986). Las semillas de venadillo (Swietenia humilis) contienen, al menos 11 humilinoides a los cuales

se les adjudican las propiedades insecticidas (Jiménez et al., 1998; Karr y Cotas, 1998).

Con base al manejo quimico del vector que es sustentado en aplicaciones frecuentes y de diversos
grupos quimicos, el desarrollo de resistencia del insecto a insecticidas, la contaminacién de mantos
freaticos, se replantea la necesidad de evaluar estrategias mas sustentables al ambiente.

1.1 Objetivos.

1.1.1 General.

Evaluar la actividad larvicida de extractos naturales para el control de Aedes aegypti.

1.1.2 Especificos.

Conocer la efectividad bioldgica del extracto de neem, guandbana y venadillo contra el vector Aedes

aegypti.

Determinar dosis 6ptima y estadio larvario para la aplicacion de tres extractos vegetales para el manejo

de Aedes aegypti.

1.2 Hipdtesis.

Al menos uno de los extractos vegetales utilizados registrara mortalidad en larvas de A. aegypti.



CAPITULO 11
REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia del dengue, zika y chicungunya.

De acuerdo a datos de la Organizacion Mundial de la Salud, las enfermedades virales trasmitidas por
mosquitos son un reto para la salud publica en el mundo. Al mes de octubre del 2015, de 1, 887,521
de casos sospechosos y 459,159 casos confirmados, se registraron 916 muertes atribuidas al dengue.
En México, reportan 139,966 casos sospechosos y confirmados 14,935, para una tasa de 121.0
habitantes por cada 100000 y un total de 19 muertes (OMS, 2015).

Mas de 2,500 millones de personas; es decir, mas de dos quintas partes de la poblacion mundial viven
en zonas de riesgo de contraer estas enfermedades. Ademas, 100 paises reportan la presencia en su
territorio de las enfermedades mencionadas. Destaca el continente americano como una region de las

mas afectadas (Guzman y Kouri, 2002).

El dengue, zika y chicungunya son enfermedades febriles agudas. Generalmente se eleva la
temperatura, junto con otras manifestaciones muy caracteristicas, como vémito, dolor de cabeza, y
dolor en masculos y articulaciones. Estas enfermedades son transmitidas por la picadura del mosquito
hembra A. aegypti la cual ingiere el virus cuando se alimenta de individuos enfermos. Después de 8
a 12 dias de incubacién A. aegypti puede trasmitir el virus a otros humanos durante su ingesta de
sangre que utiliza para su alimentacion de la cual extrae principalmente el aminoacido isoleucina, con

el cual madura sus huevos (Watts et al., 1987 y Nelson, 1986).

2.2 Etapas de desarrollo de A. aegypti

A. aegypti, es un insecto holometabolo, de metamorfosis completa. El ciclo bioldgico esta compuesto

por cuatro etapas que se describen a continuacion:

El ciclo de vida del mosquito A. aegypti (Figura 1).



2.2.1 Huevo.

Los huevos de A. aegypti miden aproximadamente un milimetro de longitud, son depositados uno a
uno al nivel del agua los cuales se adhieren a las paredes del recipiente o contenedor del medio. La
fecundacién ocurre al momento de la postura del huevo, debido a que los espermatozoides en la
hembra se almacenan inmediatamente después de ocurrir la copula en una estructura denominada
espermateca. El 6vulo al pasar por el oviducto al nivel de esta estructura se fusiona con un
espermatozoide e inicia el desarrollo embrionario. EI embrion dentro del huevo es capaz de resistir
largos periodos de desecacion por meses o0 hasta por mas de un afio; al volver a tener contacto con el
agua la accion bacteriana de la materia organica disminuye la tensién de oxigeno y estimula la eclosion
en aproximadamente 15 minutos. Esta latencia del huevo, es uno de los principales obstaculos para

los programas de control sobre este vector (Nelson, 1986).

2.2.2 Larva.

Los estadios larvales son el periodo de crecimiento y desarrollo del estado biol6gico de la larva. Estas
se alimentan practicamente durante todo el dia de cualquier materia organica acumulada en las paredes
y en el fondo del recipiente. Las larvas utilizan sus sedas bucales, que tienen forma de abanico, para
captar alimento. Después del segundo estadio, la capsula cefalica y el sifén no cambian de tamafio, el
torax y el abdomen crecen considerablemente durante cada fase. La duracion del desarrollo larval esta
en funcidn de la temperatura, disponibilidad de alimento y densidad de larvas en el criadero. Las larvas
del cuarto estadio, requieren mas tiempo para su desarrollo, aumenta considerablemente su tamafio y
peso. En condiciones de baja temperatura o escasez de alimento puede prolongarse por varias
semanas. Las larvas y las pupas de los machos se desarrollan mas rapido que las hembras para

garantizar la fecundacion (Nelson, 1986).

2.2.3 Pupa.

Las pupas no se alimentan. Su funcion es la metamorfosis del estadio larval al adulto. Las pupas de
los mosquitos son diferentes a las de otros insectos holometabolos por presentar reacciones inmediatas
a estimulos externos tales como vibraciones y cambios en la intensidad de la luz, desplazandose

activamente por todo el criadero. Cuando estan inactivas flotan en la superficie, esta propiedad facilita
4



la emergencia del adulto. El estadio de pupa dura aproximadamente dos o tres dias, emergen alrededor
del 88 % de los adultos en cuestion de 48 horas (Méndez et al., 1996).

2.2.4 Adulto.

Nelson (1986), menciona que la funcion mas importante del adulto de A. aegypti es la reproduccion.
Las caracteristicas principales son la coloracion oscura, presentan una marca en forma de lira en el

torax, ademas tienen manchas plateadas a los lados del térax y abdomen, y patas con anillos blancos.

Actualmente la Unica forma de controlar a este vector es mediante la implementacion de estrategias
de manejo del vector en los diferentes estados bioldgicos. Especificamente, en las etapas de huevo
con agentes de control bioldgico, larva o pupa mediante camparias de descacharrizacién, aunado a la
eliminacién de reservorios del vector, ademéas en etapa adulta con la aplicacion de insecticidas

quimicos (Rose, 2001).

(4 1 2 3 4 5
MILIMETROS

MDSQUITO ADLATO

Primer estadio

Segundo estadio

Tercer estadio ; 5

Cuarto estadio

Figura 1. Ciclo de vida del mosquito A. aegypti.



2.3 Control de A. aegypti en México.

En 1963, México fue declarado libre del vector A. aegypti. Esto se logré con la implementacion de la
campafa sanitaria dirigida a erradicar la fiebre amarilla a través de la Organizacion Panamericana de
la Salud después de la segunda Guerra Mundial utilizandose grandes dosis de DDT. Sin embargo,

cuatro afios mas tarde se volvio a detectar la presencia del vector en el pais

En México, el organismo encargado del control de mosquito A. aegypti es el Centro Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica y Control de Enfermedades. EIl tratamiento dirigido a la fase acuatica y
adulta del mosquito, consiste en aplicar insecticidas organofosforados y piretroides, autorizados por
la Secretaria de Salud Publica de México, con base a la Norma Oficial Mexicana NOM-032-SSA2-
2002. Especificamente, para el tratamiento larvario se utiliza el temephos del grupo de los
organofosforados y para la fase adulta se aplica la cipermetrina y deltametrina como insectidas
piretroides. En México, como tratamiento previo a las aplicaciones quimicas contra larvas de
mosquito, se lleva a cabo un control cultural, que consiste en descacharrizar las viviendas o lugares

donde existen contenedores de agua y en los cuales puedan desarrollarse larvas (Morrison et al., 2008).

Desde hace més de 40 afos, el control quimico es el tratamiento utilizado para el manejo del mosquito.
Sin embargo (y a pesar de su eficacia), su uso conlleva riesgos a largo plazo, como contaminacion,
efectos a la salud humana, desequilibrios ecologicos y el desarrollo de resistencia del insecto, aunado
a la persistencia del quimico en el ambiente y el impacto ecoldgico negativo que tienen estos
compuestos. Por estas razones, la OPS (2001) propuso el llamado control selectivo de vectores, que
involucra el uso de recursos disponibles en un determinado territorio y al alcance de la comunidad. El
propdsito fue adaptar y adecuar medidas para el control de vectores, que permitié el surgimiento de
recursos alternativos como los extractos naturales provenientes de plantas, como opciones viables
(Weinzierl y Henn, 1992).

2.4 Plantas con actividad insecticida.

Una alternativa que actualmente muestra gran potencial en el manejo de insectos plaga, es el uso de
productos naturales 0 mejor conocidos como bioinsecticidas. Gran variedad de especies vegetales,

producen sustancias que al ser aplicadas provocan repelencia, deterrencia y mortalidad en los insectos.
6



El neem (Azadirachta indica A. Juss) y el venadillo (Swietenia humilis Zucc), ambas especies de la
Familia Meliaceae, son especies reconocidas con propiedades insecticidas (Standley, 1920). Las
plantas del género Annona, como A. bullata, A. densicoma, A. glabra, A. muricata y A. squamosa
tambien reportan accion insecticida contra larvas de mosquitos. De estas especies, se sustrajeron
nueve principios activos pertenecientes a las acetogeninas y alcaloides, los cuales se encuentran
principalmente en la corteza y la semilla; aunque también en raiz, fruto y hoja (Santos y Salatino,
2000).

Los disolventes que se utilizan para la extraccion de los principios activos de las plantas son agua,
etanol, acetona, cloroformo, éter etilico, éter de petréleo y hexano, lo que denota que varias sustancias
activas estan relacionadas en esta actividad, desde las muy polares que se extraen con agua hasta las
no polares gque se extraen con hexano. De la acetona (solvente de polaridad intermedia), se extraen la

mayor parte de compuestos activos (Rodriguez y Nieto, 1997).

Los insecticidas de origen vegetal tienen la ventaja de ser mas biodegradables que las moléculas
quimicas sintéticas. Son relativamente faciles de obtener, bajo costo, ya que los extractos se pueden
preparar mediante tratamientos con baja tecnologia y ser aplicados de forma inmediata sin requerir de
la utilizacion de aspersores o implementos de alto costo (McLaughlin et al, 1998; Leatemia e Isman,
2004).

2.4.1 Neem.

El neem posee propiedades plaguicidas basadas principalmente en su contenido de azadiractina
(AZA). Estas propiedades incluyen actividad insecticida, principalmente antialimentario, repelente y

reguladora del crecimiento de los insectos (NRC, 1992).

La azadiractina es un fuerte antialimentario, regulador hormonal del crecimiento, y con efectos
reproductivos negativos. El efecto antialimentario varia marcadamente entre las especies, y son los
lepidopteros los mas sensitivos. Asimismo, el efecto fisiolégico sobre el crecimiento, muda y
reproduccion son consistentes entre especies, aunque la cuticula e intestinos pueden proveer barreras

a la bioefectividad en algunas especies (Mordue y Blackwell, 1993).



2.4.2 Guandabana.

La familia de las Anonaceaes, a la cual pertenece la guanabana, es de las mas promisorias para la
obtencion de bioinsecticidas (Saxena et al., 1987; Morales et al., 2004). De las semillas se aislé un
grupo de metabolitos secundarios bioactivos conocidos como acetogeninas. Estos compuestos
policétidos cuentan con una prometedora actividad antitumoral, antiparasitaria e insecticida
(Rupprecht et al., 1990). Las acetogeninas exhiben su potencial bioactivo a través de una reduccion
de los niveles de Trifosfato de Adenosina (ATP) que inhibe el complejo I, que afecta directamente el

proceso de transporte de electrones en la mitocondria y causa apoptosis (Alali et al., 1999).

2.4.3 Venadillo.

Es un arbol, originario de las regiones tropicales de América y de amplia distribucion en las zonas
secas y humedas de las costas del pacifico, desde el estado de Sinaloa, México hasta la provincia de
Guanacaste, en Costa Rica (Standley, 1920). El venadillo contiene en su corteza y semillas limonoides
gue actuan en diversas especies de insectos de importancia agricola, forestal y médico veterinaria, al
inhibir el crecimiento, alimentacion y oviposicion en diversos grados y niveles en los insectos en

general (Jiménez et al., 1997; Zorofchian et al., 2013).

Segura-Correa et al. (1993), reportan que los extractos de hojas de venadillo inhibieron el crecimiento
(concentracion efectiva al 50 %, ECso = 100 pL™) y alimentacion (ECso = 23 pL?) de larvas de gusano
trozador Peridroma saucia (Noctuidae). El analisis fitoquimico del extracto de semillas revel6 la
presencia de siete limonoides, incluidos los humilinolidos A-D (Zorofchian et al., 2013).

Jiménez et al. (1997), al estudiar el efecto insecticida de los humilinolidos A-D a 50 pL*,
incorporados en la dieta, la toxicidad de extractos de venadillo contra Ostrinia nubilalis (Crambidae),
demostraron que éstos compuestos activos causaron mortalidad larval, asi como reduccion en el

crecimiento e incremento en el tiempo de desarrollo, en una manera dependiente de la concentracién.



CAPITULO I1I
MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién del experimento.

La presente investigacion se llevo a cabo en la Universidad Autonoma de Nayarit, Unidad Académica
de Agricultura, especificamente en el Laboratorio de Parasitologia Agricola, ubicado en el municipio
de Xalisco, Nayarit.

3.2 Material biologico.

Se utilizd el vector A. aegypti, recolectado en los municipios de Xalisco, Bahia de Banderas y Tepic,
Nayarit. El periodo de recolecta fue de enero a julio del afio 2016. Para la recoleccion de los huevos
del vector se utilizaron ovitrampas que consistieron en pequefias cubetas de 15 cm de didmetro y una

altura de 20 cm, con papel pellon (Figura 2).

Figura 2. Ovitrampa.



3.3 Relacion de tratamientos.

Se utilizaron cinco concentraciones de extractos de tres especies: neem, venadillo y guanébana con

propiedades insecticidas, y un control negativo (Cuadro 1).

Cuadro 1. Tratamientos utilizados en el en el control del vector Aedes aegypti.

Extracto Tratamientos (uL™)

Neem 0.0001 0.001 0.01 0.1 1
Venadillo 500 1000 1250 1500 2000
Guanabana 500 1182 1500 2000 2500
Control negativo 0 0 0 0 0

3.4 Disefio experimental y tamafio de la unidad experimental.

Se aplico un disefio experimental completamente al azar con cinco repeticiones. EI tamafio de cada

unidad experimental fue de 25 larvas, requiriéndose un total de 3000 para todo el experimento.

3.5 Extraccion de los activos de las plantas.

3.5.1 Guanabana.

Los aceites esenciales fueron extraidos de semillas de la temporada, recolectadas en la zona de Las
Varas, municipio de Compostela, Nayarit en abril de 2016, se recolectd la semilla de A. muricata en
empaques de guanadbana establecidos en la zona productora del fruto, donde se despulpa la fruta. La
obtencidn de la suspension acuosa del material vegetal fue extraida por medio del método de Lock

(1994), con ligeras modificaciones, segun se describe a continuacion:

3.5.1.1 Proceso de secado.

Para este proceso la semilla se coloco en papel estraza, sobre una mesa a la sombra por 10 dias, a si
la semilla pierde la humedad contenida en ella. Posteriormente la semilla se almaceno en vuelta en

este papel dentro de una bolsa de plastico.
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3.5.1.2 Molienda.

Las semillas deshidratadas fueron separadas del material vegetal contaminante, se molieron con un
molino de nixtamal, el cual solo fracciono las semillas. Posteriormente, de forma manual se separo la

cascara de los cotiledones.

Los cotiledones fueron macerados en trozos medianos con una licuadora industrial (marca Blender
Modelo 51BL31). El material obtenido, se colocé en un contenedor con 1000 mL de alcohol etilico
70 % por cinco dias para extraer los aceites esenciales. Al quinto dia la mezcla de semilla y alcohol
etilico se macero por segunda vez y se pulverizo y se dejé un dia mas en alcohol etilico para obtener
una extraccion completa de los aceites. Una vez completa la extraccion etilica de los aceites, se puso
a evaporar el alcohol etilico dentro de una estufa (marca Novatech Modelo E135-EA) a 50 °C por 4
dias. Una vez evaporado el alcohol, sélo quedo la parte del extracto vegetal mismo que se disolvio en

1000 mL de agua destilada a 50 °C para ser considerado como extracto acuoso.

3.5.2 Venadillo.

La semilla fue obtenida del Instituto de Fitosanidad del Colegio de Posgraduados. Para la molienda
de la semilla, se utiliz6 una licuadora industrial (marca Blender Modelo 51BL31), posteriormente se
pesaron 50 g y se colocaron en 500 mL de agua destilada (P/V) por 48 horas. La mezcla de semillas

y hojas se filtraron con tela tricot, para obtener el extracto acuoso.

3.5.3 Neem.

El extracto utilizado fue marca TRILOGY®, fabricado por laboratorios OMRY LISTED. La

composicion porcentual es equivalente a 639.8 g IA/L.

3.6 Bioensayos.

Los huevos de A. aegypti se colocaron en contenedores de plastico de 25 cm de largo, 15 cm de ancho
y 15 cm de alto y en pellon de 20 cm de largo por 10 cm de ancho, que fungieron como ovitrampas.

El pellén se sumergio en 1,500 mL de agua potable a 26 + 2 °C para mantener los huevos hidratados,
11



para que al eclosionar la larva pueda tener movimiento. Las condiciones de laboratorio con las cuales

se llevaron los bioensayos de muestran en el cuadro 2.

Una vez que los huevos eclosionaron y las larvas se encontraron en el primer estadio, se contabilizaron
25 larvas y se transfirieron a una caja Petri. Posteriormente, se colocaron en vasos de precipitados de
1,000 mL con la cantidad de agua potable correspondiente para cada dilucion. La mezcla se mantuvo
a 26 °C. El traspaso de las larvas se hizo con una pipeta de boca ancha y bordes romos por manejo

del bioensayo y evitar dafar las larvas.

Posteriormente se procedio a agregar el extracto para tener las concentraciones deseadas en cada vaso
de precipitados, para lo cual se prepard una solucion madre de los extractos. De esta solucion se tomo
la cantidad necesaria para hacer cada dilucién y se depositaron en los vasos de precipitado con la

cantidad de agua correspondiente para cada dilucion.

Las larvas y la concentracion en los vasos de precipitado, se colocaron dentro de una jaula
entomoldgica en donde se dio seguimiento a la mortalidad de las larvas a las 24, 48, 72 y 96 horas de

exposicion. En cada revision se registro la temperatura y humedad relativa.

3.7 Variables evaluadas.

3.7.1 Mortalidad.

Se considerd el porcentaje de mortalidad. Para contabilizar esta variable, se registré como larva muerta
aquella que no presentd movimiento a estimulos sensoriales al ser tocada por la punta del pincel o

reaccion a la luz), se confirmo su mortalidad con un microscopio estereoscopico.

3.7.2 CLso.

Con base en los resultados de mortalidad, se establecio la concentracion letal media (CLso - 96 horas)
y sus respectivos intervalos de confianza a un 95 % de acuerdo al método DL-PROBIT Version 1
(Finney, 1971; Randhawa, 2009).
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Cuadro 2. Condiciones de laboratorio para bioensayos de A. aegypti.

Laboratorio

Condiciones

Tipo de prueba

Duracion

Fotoperiodo

VVolumen de los recipientes de prueba
Etapa de los organismos

No. de organismos

No. de replicas

Aireacion de los recipientes de prueba
Alimentacion

Respuesta evaluada

Criterio de aceptacion de la prueba
Humedad relativa

Temperatura ambiental

Temperatura del agua de recipientes

Exposicion a la luz

Estatica sin renovacion de la solucion de prueba
96 horas

N

500 mL

Primer estadio

25

5

N

N

Mortalidad

Sobrevivencia >90 % en testigos
70-80 % (( Consoli-Oliveira, 1994 )
14-30 ° C (Forattini, 2002)

14-30 ° C (Forattini, 2002)

14 horas (Consoli De Oliveira, 1994)

3.8 Analisis estadistico.

Los resultados estadisticos se obtuvieron mediante el programa IBM SPS statistics 20.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados.

4.1.1 Andlisis Probit.

En el cuadro 3 se muestran los resultados obtenidos para neem, venadillo y guanabana. La CLso se
refiere a la dosis necesaria de extracto (UL™) para causar el 50 % de muerte en la poblacion de larvas
en estudio (A. aegypti). La CLos se refiere a la dosis necesaria de extracto para causar el 95 % de
mortalidad en la poblacién de larvas. Los limites de confianza indican el intervalo de concentraciones
dentro de las cuales se encuentra la CLso con un 95 % de confianza. Todos los extractos presentaron

actividad larvicida contra A. aegypti.

La CLso para los extractos evaluados, fueron de 0.00814, 867.837 y 958. 477 (uL') de neem,
guanabana y venadillo, respectivamente. El extracto que menor concentracion se necesitd para matar
el 50 % de la poblacion fue el neem. Con base al criterio el cual considera de mayor toxicidad al
extracto que necesite una menor concentracion y menor tiempo para matar al 50 0 90 % en la poblacion
expuesta (Silva y Casals, 2001), en este caso el extracto de las semillas de guanabana fue el méas
eficiente (a pesar de no ser el extracto que se haya utilizado en menor concentracion), debido a que
en las primeras 24 horas de exposicién registr6 mayor mortalidad. Seguido del extracto de neem, solo
que este tiene un comportamiento muy diferente en las siguientes lecturas y por Gltimo el extracto de

venadillo; como se observa en el cuadro 4.

Cuadro 3. Concentraciones letales de extractos aplicados a larvas de A. aegypti.

Extracto N b+ES CL50 CL9 LC (95 %) GL R’

Neem 125 Y=65.037 X +39.468 0.00814 0.853 0.0094-0.0068 4 1
Guanabana 125 Y=0.0361 X +13.708 867.837 2251.855 874.434-861.24 4 0.969
Venadillo 125 Y=0.0491 X-2.68 958.477 1988.798 525.022-828.178 4 0.954

N. NUmero de organismos expuestos. CL. Concentracion letal. GL. Grados de libertad. LC. Limites de confianza.
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Cuadro 4. Relacion tiempo-mortalidad.

Neem Guanébana Venadillo
Tiempo (horas) Larvas muertas
24 337 339 315
48 337 379 319
72 337 410 358
96 337 432 367

4.1.2 Andlisis de varianza.

En el cuadro 5, se presentan los resultados del analisis de varianza aplicado a la variable mortalidad,
utilizada para medir el efecto de las diferentes concentraciones de extractos vegetales aplicadas a las
24, 48, 72 y 96 horas para ocasionar la muerte de larvas del mosquito. Se observa que en todos los
casos se presentaron diferencias estadisticas significativas, ya que los valores arrojados por la prueba

estadistica son menores de 0.05

En lo referente al coeficiente de variaciéon (C. V.), el cual mide el grado de error que se comete al
medir la variable de interés, se presentaron valores entre 6.39 y 11.89 %, los cuales son aceptables en

las condiciones en que se desarrolld la investigacion.
En el coeficiente de determinacion (R?), el cual mide la bondad de ajuste del modelo estadistico
empleado, se obtuvieron valores aceptables, lo que significa que el modelo explicé entre el 97 y 99 %

de la variabilidad generada en la investigacion.

Cuadro 5. Analisis de varianza para la variable mortalidad utilizando extractos vegetales.

Extractos Pr>F C. V. (%) R?

Guanéabana 0.0001* 10.89 0.9744
Neem 0.0001* 6.39 0.9958
Venadillo 0.0001* 11.89 0.9767

Cuando la Pr>F es menor de 0.05, existen diferencias significativas. * Presencia de diferencias.
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4.1.3 Prueba de medias (Tukeyo.0s) para la variable mortalidad.

4.1.3.1 Extracto de guanébana.

La prueba de medias en esta variable manifesto la presencia de 11 grupos estadisticos (Cuadro 6). Los
resultados muestran que los tratamientos con la mayor concentracion de extracto de guanabana (2500
uL1), independientemente del tiempo de lectura parecen los mas sobresalientes ya que pertenecen al

primer grupo estadistico (A).

4.1.3.2 Extracto de neem.

Para esta caracteristica, la prueba de Tukey arrojé cinco grupos estadisticos, sobresalen
estadisticamente en el primero, las concentraciones mas altas que se determinaron en los cuatro
tiempos (1 uL a los 24, 48, 72 y 96 horas), aunque numéricamente son iguales entre ellos. El testigo
en las cuatro lecturas no manifesté mortalidad (Cuadro 7).

4.1.3.3 Extracto de venadillo.

En el cuadro 8 se presentan los resultados de la prueba de medias para la variable mortalidad, y se
pueden apreciar nueve grupos estadisticos, donde sobresalen con los valores mas altos los tratamientos
formados por las concentraciones mas altas del primer grupo (2000 pL™* de extracto de la planta
venadillo a las 24, 48, 72 y 96 horas). En ultimo lugar se manifestaron los testigos ubicados en el
ultimo grupo estadistico.
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Cuadro 6. Prueba de medias para la variable mortalidad en extracto de guanabana.

Tratamientos

Medias*

Grupos estadisticos

2500 ppm - 96 horas
2500 ppm - 72 horas
2000 ppm - 96 horas
2500 ppm - 48 horas
2000 ppm - 72 horas
2500 ppm - 24 horas
2000 ppm - 48 horas
1500 ppm - 96 horas
1500 ppm - 72 horas
2000 ppm - 24 horas
1500 ppm - 48 horas
1500 ppm - 24 horas
1182 ppm - 96 horas
1182 ppm - 72 horas
1182 ppm - 48 horas
1182 ppm - 24 horas
500 ppm - 96 horas
500 ppm - 72 horas
500 ppm - 48 horas
500 ppm - 24 horas
Testigo - 24 horas
Testigo - 48 horas
Testigo - 72 horas
Testigo - 96 horas

25.00
24.60
22.40
22.20
21.00
20.00
18.80
17.40
16.40
16.00
16.00
14.60
14.20
13.40
12.80
11.60
7.40
6.60
6.00
4.80
0.40
0.40
0.40
0.40

A B
A B

B C
BCD
CDE
DEF
EFG
EFGH
EFGH
FGHI
FGHI
G HI
H I

[ SR S SRR

A X XX

“Medias con la misma letra, son estadisticamente iguales (Tukeyo.os).
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Cuadro 7. Prueba de medias para la variable mortalidad en extracto de neem.

Tratamientos Medias * Grupos estadisticos
1 ppm - 24 horas 25.00 A

1 ppm - 48 horas 25.00 A

1 ppm - 72 horas 25.00 A

1 ppm - 96 horas 25.00 A

0.1 ppm - 24 horas 22.40 B

0.1 ppm - 48 horas 22.40 B

0.1 ppm - 72 horas 22.40 B

0.1 ppm - 96 horas 22.40 B

0.01 ppm - 24 horas 14.20 C
0.01 ppm - 48 horas 14.20 C
0.01 ppm - 72 horas 14.20 C
0.01 ppm - 96 horas 14.20 C
0.001 ppm - 24 horas 4.40 D
0.001 ppm - 48 horas 4.40 D
0.001 ppm - 72 horas 4.40 D
0.001 ppm - 96 horas 4.40 D
0.0001 ppm - 24 horas 1.40 E
0.0001 ppm - 48 horas 1.40 E
0.0001 ppm - 72 horas 1.40 E
0.0001 ppm - 96 horas 1.40 E
Testigo - 24 horas 0.00 E
Testigo - 48 horas 0.00 E
Testigo - 72 horas 0.00 E
Testigo - 96 horas 0.00 E

Z Medias con la misma letra, son estadisticamente iguales (Tukeyo.os).



Cuadro 8. Prueba de medias para la variable mortalidad en extracto de venadillo.

Tratamientos Medias * Grupos estadisticos
2000 ppm - 24 horas 25.00 A

2000 ppm - 48 horas 25.00 A

2000 ppm - 72 horas 25.00 A

2000 ppm - 96 horas 25.00 A

1500 ppm - 96 horas 22.40 A B

1500 ppm - 72 horas 21.00 B C

1500 ppm - 48 horas 18.80 CcCD

1500 ppm - 24 horas 16.00 D

1250 ppm - 96 horas 12.00 E

1250 ppm - 72 horas 11.20 E

1000 ppm - 72 horas 11.00 E

1000 ppm - 96 horas 11.00 E

1250 ppm - 24 horas 9.40 EF

1250 ppm - 48 horas 9.40 EF

1000 ppm - 48 horas 9.20 EF

1000 ppm - 24 horas 9.00 EFG

500 ppm - 72 horas 7.00 FGH
500 ppm - 96 horas 7.00 FGH
500 ppm - 48 horas 5.80 GH
500 ppm - 24 horas 5.20 H
Testigo - 24 horas 0.40 I
Testigo - 48 horas 0.40 I
Testigo - 72 horas 0.40 I
Testigo - 96 horas 0.40 I

Z Medias con la misma letra, son estadisticamente iguales (Tukeyo.os).



4.2 Discusion.

Los resultados muestran que los tres extractos presentaron una notable actividad larvicida en la especie

A. aegypti, y evidencian que hay sensibilidad a los metabolitos presentes en dichos extractos.

Los extractos naturales de plantas tienen un gran potencial como productos de bajo impacto en la
entomofauna (Isman, 2000). Muchos de estos extractos, como el extraido de Melia azedarach L., son
conocidos por poseer, entre sus cualidades, actividad inhibidora de la oviposicion, reguladora del
crecimiento e insecticida contra A. aegypti (Coria et al., 2008). La potencialidad de los extractos varia
segun la especie vegetal, su origen, su composicion y los mecanismos de accidn contra plagas, sus

componentes son los responsables de su actividad insecticida (Araujo et al., 2003).

Los compuestos reportados que presentan actividad bioldgica en las plantas del género Annona son
acetogeninas, bistetrahidrofuranicas y monotetrahidrofuranicas. Especificamente, en las semillas de
A. muricata, la acetogeninas, muricatacina y anonnacina son algunas de las moléculas biol6gicamente
mas activas. El efecto larvicida del extracto acuoso de A. muricata, es altamente prometedor, debido
a que, a partir de la concentracién mas baja del 5 %, se demostro su efecto letal sobre larvas de A.

aegypti al tener una efectividad similar al larvicida comercial (Temefos al 1 %) (Sanabria et al., 2009).

Los resultados son muy similares a los obtenidos por Parra-Henao et al. (2007), quienes evaluaron los
efectos toxicos del extracto etandlico de semillas de guanabana sobre larvas de cuarto estadios de la
cepa susceptible Rockefeller del mosquito A. aegypti. Se registra una concentracion letal media de
900 ppm sobre las larvas en un tiempo de exposicion de 24 horas.

Robledo et al. (2008), encontraron actividad insecticida eficaz de extractos etandlicos de semillas de
guanabana sobre ninfas de los Gltimos estadios de Periplaneta americana de seis poblaciones del sur-
occidente colombiano, las pruebas olfatometricas mostraron un marcado efecto repelente 80 % por
las ninfas a las acetogeninas impregnadas en papel (X?= 10.2 p=0.001), por lo tanto, se podria

considerar efectivo en la prevencion de infestaciones o coloniozaciones por parte de P. americana.

Romero (2005), encontrd que los limonoides son compuestos que se encuentran en mayor cantidad

en el neem, son una subclase de terpenos mas conocidos como triterpenoides. Aproximadamente, un
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tercio de estos compuestos aislados son limonoides, el mas conocido es la azadirachtina, que se
encuentra principalmente en la semilla y registran un efecto inhibidor en el crecimiento de insectos,
de ahi el principal interés de utilizar el extracto del neem en la formulacién de plaguicidas e

insecticidas.

Malusin et al. (2015) llevaron a cabo investigaciones con extractos etandlicos de las hojas del neem a
50, 100, 150 y 200 mg/mL, obtuvieron porcentajes de mortalidad del 35, 60, 70 y 85 %
respectivamente, resultados fueron menores a los del presente trabajo. Estos resultados podrian
explicarse al uso de concentraciones diferentes; sin embargo, se coincide en que el extracto de neem

posee una actividad larvicida probada.

Durmusoglu et al. (2003) realizaron investigaciones con extracto de neem donde obtuvieron los
siguientes resultados: un valor promedio de 94 % de repelencia a los 35 minutos y dos horas, mientras
que a las 24 horas el promedio de repelencia fue del 86 %. Al 10 %, el extracto de neem arrojé valores
del 70 % a los tres tiempos registrados, mientras que la repelencia en promedio al 10 % fue de 74 y
72 % a los 35 minutos y dos horas respectivamente, asi mismo, a las 24 horas obtuvo un 66 %. Los
resultados anteriores, coinciden con los del presente trabajo, ya que la mayor actividad de extracto de

neem se dio6 en las primeras 24 horas después de haber agregado el extracto.

El neem es una especie ampliamente evaluada en diferentes insectos, destaca su efecto insecticida o
bien regulador de crecimiento en especies de importancia agricola, particularmente en hemipteros
como Nezara viridula (Pentatomidae) en la cual se valor6 su efecto y registrdé un 60 % de mortalidad
en ninfas (Durmusoglu et al., 2003).

Diferentes productos y partes de neem, demostraron un amplio uso como insecticida de mosquitos
(Atawodi y Atawodi, 2009), tal es el caso del efecto repelente del aceite derivado de la semilla con el
80 % en Culex quinquefasciatus (Culicidae) (Mandal, 2011), o bien el efecto insecticida generado en
los inmaduros de A. aegypti (Culicidae) por el extracto etandlico (Wandscheer et al., 2004). En el

presente trabajo se comprobo el efecto insecticida del extracto de neem.

De los extractos evaluados, el de semillas de venadillo fue efectivo como larvicida, ya que el extracto

de hoja no funcioné para este fin; igual que algunas investigaciones realizadas con estos mismos
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extractos, pero con diferentes organismos de prueba. Estos resultados, coinciden con los reportados
por Segura-Correa et al. (1993) y Jiménez et al. (1997) quienes encontraron que los extractos de
semillas de S. humilis a 100 y 50 pL™%, inhibieron el crecimiento y alimentacion de larvas de P. saucia
y O. nubilalis, respectivamente. La baja toxicidad del extracto de hojas contra el psilido,
aparentemente se puede explicar por una diferencia en la composicion y concentracion de principios

activos presentes en las diferentes estructuras vegetales (Zorofchian et al., 2013).

Los resultados de los extractos de neem, venadillo y guanabana con base en las recomendaciones de
la Agencia de Cooperacion Técnica Alemana (GTZ), se pueden considerar promisorios para el control
de larvas de A. aegypti debido a que los valores de CLso obtenidos en estas evaluaciones se encuentran
por abajo de la concentracion méaxima (5,000 pL™?) recomendada para condiciones de trabajo en
laboratorio (Hellpap, 1993).
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

1. Se acepta la hipdtesis planteada, los extractos de neem, guanabana y venadillo mostraron
toxicidad larvicida contra A. aegypti, sin embargo, unos se comportan mejor que otros con el

paso del tiempo, ya que todos inducen mortalidad sobre las larvas.

2. La guandbana provoco mayor mortalidad en un periodo de 24 horas (54.2 %), el extracto de
neem 53.9 % y el extracto de venadillo 50.4 %. La diferencia de los extractos radica en el
comportamiento de 24 hasta 96 horas. Mientras que la guanabana provoco una mortalidad
considerable hasta las 96 horas, el extracto de neem no provoco ninguna mortalidad después
de 24 horas. El extracto de venadillo después de las 24 horas ocasion6 una mortalidad

considerablemente menor a la del extracto de guanabana.

3. Los extractos de neem y venadillo manifestaron una marcada actividad larvicida solamente en

las primeras 24 horas.

4. Los extractos vegetales, son una herramienta para el control de plagas muy importante, que
tienen que empezar a desarrollarse de una manera mas amplia y profesional, en todos los
sectores, ya que el efecto que causan a terceros, son minimos, comparados con los compuestos

quimicos actuales.
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