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JUSTIFICACION

Aedes aegypti es un mosquito que puede ser transmisor de varios virus que provocan
las enfermedades del dengue, zika, fiebre chikungunya y fiebre amarilla. Por su
importancia en salud publica, actualmente en México como en muchas partes del mundo
principalmente en los tropicos y zonas subtropicales, se llevan a cabo campafas
sanitarias para su control y/o erradicacion. No obstante, el abuso de insecticidas quimicos
ha propiciado que el organismo comience a desarrollar resistencia a los productos mas
comunes, generando una disminucion en la eficacia de las campafas sanitarias. Por esta
razén, en la presente investigacion se aborda el control de este vector en su etapa larvaria
mediante la utilizacion de infusiones botanicas, productos que por su complejidad quimica

hasta el momento no se ha reportado en otros insectos la aparicion de resistencia.

Por otra parte, es importante destacar que este tipo de control en lo general se
considera inocuo, ya que al ser organico tiende a degradarse relativamente rapido por la
accion de los rayos UV, temperatura y humedad. Aunado a ello, presenta baja toxicidad
para humanos y animales y favorece la presencia de enemigos naturales. Finalmente, es
necesario mencionar que el objetivo de la investigacién no es competir con el control
quimico, sino méas bien complementarlo, de tal modo que se convierta en una herramienta
mas para la lucha contra este vector, principalmente en zonas rurales en donde es dificil

la aplicacion de las campafias sanitarias.



RESUMEN

Aedes aegypti es el principal vector del virus del dengue, con 50 a 100 millones de casos
anuales. En México, su incidencia ha aumentado de 1.7 casos por 100 000 habitantes en
2000 a 43.03 casos por 100 000 habitantes en 2012. Para controlar al vector normalmente
se acude al control quimico, que por su uso indiscriminado afecta de manera notable al
hombre y ambiente, ademas de generar resistencia en los insectos blanco. Por ello, en
el estudio se plantea la utilizacion de infusiones botanicas como alternativa para el control
de A. aegypti. Las plantas utilizadas fueron: Cinnamomum verum, Rosmarinus officinalis,
Origanum vulgare, Chamaemelum nobile y Nicotiana tabacum. Las infusiones se
prepararon con 8 g de la planta a utilizar, introduciéndolos en frasco de vidrio de 500 ml
con 125 ml de agua a 90°C, dandole un reposo de 24 horas. Se utilizé6 un disefio
estadistico completamente al azar con tres repeticiones arrojando un total de seis
tratamientos, incluyendo al testigo, y 18 unidades experimentales. La unidad
experimental consisti6 de un vaso plastico de 500 ml de capacidad al que se le
adicionaron 125 ml de agua, asi como 30 larvas de A. aegypti. A cada unidad
experimental se le adicionaron 5 ml de la infusién que correspondiese, efectuandose tres
aplicaciones: al inicio del experimento, a las 24 y 48 horas. Para determinar el efecto
larvicida se llevaron a cabo tres observaciones: a las 24, 48 y 72 horas. Los resultados
indicaron que el tratamiento mas destacado fue la infusion de tabaco con una mortalidad
de 67.7%, seguido del orégano y romero, ambos con mortalidad de 48.8% y todas a una
concentracion del 6.4% (% m/V), todo ello en comparacion al testigo que alcanzo una
mortalidad de 26.6%. La efectividad més alta del tabaco se alcanzo a las 24 horas con
mortalidad de 60%, disminuyendo a 20% a las 48 horas y 10 % a las 72. En orégano y
romero las mortalidades fueron de 30% a las 24 horas, 3.3% - 48 y 13.3% a las 72 horas;
y 20% - 24, 16.6% - 48 'y 10% a las 72 horas, respectivamente.



ABSTRACT

Aedes aegypti is the main vector of the dengue virus, with 50 to 100 million cases annually.
In Mexico, its incidence has increased from 1.7 cases per 100,000 inhabitants in 2000 to
43.03 cases per 100,000 inhabitants in 2012. In order to control the vector, chemical
control is normally used, which by its indiscriminate use significantly affects man and
environment, in addition to generating resistance in white insects. Therefore, the study
proposes the use of botanical infusions as an alternative for the control of A. aegypti. The
plants used were: Cinnamomum verum, Rosmarinus officinalis, Origanum vulgare,
Chamaemelum nobile y Nicotiana tabacum. The infusions were prepared with 8 g of the
plant to be used, by placing them in a 500 ml vial with 125 ml of water at 90

°C, giving it a rest of 24 hours. A completely randomized statistical design was used with
three replicates yielding a total of six treatments, including the witness, and 18
experimental units. The experimental unit consisted of a plastic vessel of 500 ml capacity
with 125 ml of water, as well as 30 larvae of A. aegypti. To each experimental unit 5 ml of
the corresponding infusion was added, being realized three applications: at the beginning
of the experiment, at the 24 and 48 hours. To determine the larvicidal effect, three
observations were carried out: at 24, 48 and 72 hours. The results indicated that the most
outstanding treatment was the N. tabacum infusion with mortality of 67.7%, followed by
O. vulgare and R. officinalis, both with 48.8% mortality and all at a concentration of 6.4%
(% m/V), all in comparison to the witness that reached a mortality of 26.6%. The highest
effectiveness of N. tabacum was reached at 24 hours with 60% mortality, decreasing to
20% at 48 hours and 10% at 72 hours. In O. vulgare and R. officinalis the mortalities were
30% at 24 hours, 3.3% - 48 and 13.3% at 72 hours; and

20% - 24, 16.6% - 48 and 10% at 72 hours, respectively.



I. INTRODUCCION

El dengue es una infeccidon transmitida por mosquitos que se presenta en todas las
regiones tropicales y subtropicales del planeta (OMS, 2016). Su principal vector es el
mosquito Aedes aegypti y en menor grado Aedes albopictus (OMS, 2016). Las dos
especies son también responsables de la transmision de la fiebre del Chikungunya, fiebre

amatrilla y el virus del Zika (Rivera, 2014).

El virus se transmite a los seres humanos por la picadura de mosquitos hembra
infectadas, las cuales pueden transmitir el agente patdgeno durante toda su vida,
ocasionando de 50 a 100 millones de casos anuales de fiebre por dengue y 250 mil a 500
mil casos de Fiebre Hemorragica (FHD) y Sindrome de Shock por Dengue (SSD); de
estos, 250 mil ya fallecieron estimandose que el 40% de la poblacion mundial corre el

riesgo de contraer la enfermedad (Vickie, 2016).

Aungue se han utilizado diferentes alternativas para atacar al vector del dengue como
el método bioldgico, basado en la utilizacion de peces (Poecilia reticulate) o bacterias y
saneamiento publico, ain no ha sido posible regular de manera eficiente y definitiva los
brotes epidémicos del vector que amenazan a la poblacién (OMS, 2016). Es por ello que
hoy en dia se contina empleando la alternativa mas rapida para su control, que consiste
en el uso de insecticidas quimicos para mantener bajo niveles controlables los brotes
epidémicos. Entre los productos mas utilizados destacan los organofosforados, los cuales
ocasionan alteraciones en los impulsos nerviosos en los organismos asegurando su
muerte (OMS, 2016).

No obstante su efectividad, el uso indiscriminado de estos productos afecta de manera
notable al hombre y ambiente, ademés de generar resistencia en los insectos blanco
(Blsset et al., 2009), siendo necesario ponderar investigaciones que aborden su control
desde otra Optica. Bajo este contexto, en el presente ensayo se plantea la utilizacién de
productos botanicos como alternativa para el control de Aedes aegypti, los cuales son
amigables con el medio ambiente por ser biodegradables y dificilmente propician la

resistencia de los vectores.



1.1 Hipétesis

La utilizacién de infusiones botanicas, es una alternativa viable para el control del

mosco transmisor del dengue Aedes aegypti en etapa larvaria.

1.2 Objetivo general

Evaluar bajo condiciones de laboratorio, el efecto insecticida de infusiones botéanicas

sobre el mosco Aedes aegypti en etapa larvaria.

1.3 Objetivos particulares

1.- Evaluar la actividad larvicida de las infusiones de: Cinnamomum verum,
Rosmarinus officinalis, Origanum vulgare, Chamaemelum nobile y Nicotiana

tabacum.

2.- Determinar en los tratamientos mas destacados, su rapidez de accién
tomando como parametros de medicion observaciones a las 24, 48 y 72
horas.



[I. ANTECEDENTES

2.1 Origen del dengue

La enfermedad fue identificada y nombrada como tal en 1779 por el médico
estadounidense Benjamin Rush. Inicialmente se pensaba que el origen del dengue
correspondia a un origen africano y su propagacién de debia al comercio de esclavos
alrededor del mundo durante el siglo XVII. Las primeras epidemias de dengue reportadas
datan de 1779-1780 en Asia, Africa y América del Norte. La ocurrencia casi simultanea
de los brotes en tres continentes, indicaba que este virus y el mosquito vector que los
transporta estaban ampliamente distribuidos en las areas tropicales durante mas de 200
afos (Cortez, 2009; Lugones y Bermudez, 2012). Durante este tiempo, se pensaba que
el dengue era una enfermedad leve y no mortal que afectaba a las personas que visitaban
las areas tropicales. En general, se dieron largos intervalos (10-40 afos) entre las
epidemias mas importantes, principalmente porque la introduccion de un nuevo serotipo
en una poblacion susceptible se daba solamente si los virus y su mosquito vector podian
sobrevivir el lento transporte en veleros entre los centros poblados (Cortez, 2009;

Lugones y Bermudez, 2012).

Posterior a la Segunda Guerra Mundial, inicié una pandemia de dengue en el Sureste
Asiéatico que desde entonces se ha venido propagando por el resto del mundo. En la
actualidad, son mas frecuentes las epidemias causadas por serotipos multiples
(hiperendemicidad); se ha ampliado la distribucién geografica de los virus del dengue y
de sus mosquitos vectores, y ha surgido el dengue hemorragico en la region del Pacifico
y en el Continente Americano (CDC, 2015). La primera epidemia de dengue hemorragico
en el Sureste Asiatico se dio en 1950; sin embargo, para 1975 se habia convertido en
una causa frecuente de hospitalizacién y muerte entre los nifios de muchos paises de la
region (CDC, 2015).

El virus del dengue es un arbovirus del género Flavivirus y la familia Flaviviridae, posee
cuatro serotipos inmunoldgicos: DEN-1, DEN-2, DEN-3 Y DEN.4 y es uno de los mas
morbidos del mundo con mas de 100 millones de casos al afio (InfoDes, 2009; CDC,
2015). El mosquito Aedes aegypti es uno de los insectos mejor conocidos por cientificos
de diversos campos y especialidades, no solo por el uso que se le da en
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actividades de laboratorio, sino porque representa un problema de salud mundial al estar
distribuido alrededor del mundo y causar una de las enfermedades que mas dafian a las

poblaciones humanas (Foote, 1961).

2.2 El dengue a nivel mundial

En las ultimas décadas ha aumentado la incidencia de dengue en el mundo, a tal punto
gue mas de 2,500 millones de personas (mas del 28% de la poblacion mundial) estan en
riesgo de contraer la enfermedad. La OMS calcula que cada afio se producen entre 50 y
100 millones de infecciones por el virus en el mundo, estimando que cando una persona
se recupera de la infeccion adquiere inmunidad de por vida contra el serotipo en
particular. Sin embargo, la inmunidad cruzada a los otros serotipos es parcial y temporal.
Las infecciones posteriores causadas por otros serotipos aumentan el riesgo de padecer
dengue grave (OMS, 2016). Antes de 1970, solo nueve paises habian sufrido epidemias
de dengue grave. Sin embargo, ahora la enfermedad es endémica en mas de 100 paises
de las regiones de Africa, América, el Mediterraneo Oriental, Asia Sudoriental y el Pacifico
Occidental. Las regiones mas gravemente afectadas son el Asia Sudoriental y el Pacifico
Occidental (Thirién, 2002; CDC, 2015).

Entre el 2001 y 2005 se notificaron casi 3 millones de casos en América, de los cuales
65 mil correspondieron al dengue hemorragico con deceso de 789 casos. En 2008, en
las regiones de América, Asia Sudoriental y Pacifico Occidental se registraron en conjunto
mas de 1,2 millones de casos, y en 2010 mas de 2,3 millones (segun datos oficiales
presentados por los paises miembros a la OMS). Actualmente Europa ya se enfrenta con
la posibilidad de brotes de dengue, ya que la transmisién local de la enfermedad se
notificd por vez primera en Francia y Croacia en 2010, detectdndose casos importados
en otros tres paises europeos (Fajardo et al., 2012; OMS, 2016); sin embargo, es dificil
gue se pueda transmitir la enfermedad de forma autdctona en las condiciones climaticas
de Europa (OMS, 2016).

Al cierre de 2014, se reportaron en América un total de 1,176, 529 casos de dengue:
16,238 casos graves y 761 muertes, con una tasa de letalidad del 0.06%. La incidencia

promedio fue de 194 casos/100,000 habitante. A pesar del aumento histérico en el



namero de casos reportados por esta enfermedad, el afio 2014 reporté una reduccién
aproximada del 50% en el numero de casos, casos graves y muertes por dengue
comparado con el afio 2013. No obstante, la tasa de letalidad mantuvo su mismo valor
(OMS, 2015).

En 2015, al cierre de la semana epidemiolégica niumero 21, se contabilizaron 1,
206,172 casos de dengue en todo el continente, con incidencia promedio de 198
casos/100,000 habitantes. Los datos registrados hasta la fecha superan el total de casos
reportados al cierre del 2014. Sin embargo, a pesar de este incremento en el nUmero de
casos, la cantidad de casos graves (2,824) y muertes (459) aun se mantienen por debajo
de los valores observados durante 2014. Finalmente Brasil, Colombia y México han
reportado la cocirculacion simultanea de los cuatro serotipos del virus del dengue (OMS,
2015).

2.3 Dengue en México

La historia reciente del dengue en México, se inicia entre 1966 y 1967 con la
reintroduccion del vector que favorece la circulacion del DEN-1, su pico de actividad se
alcanzé en 1980, desde entonces la incidencia mostraba un descenso continuo e
irregular. Los investigadores sefialan que el serotipo DEN-1 muy probablemente ha
estado presente en todas las regiones del pais en donde ha ocurrido este padecimiento.
En 1983 son identificados los serotipos DEN-2 y DEN-4 y la dispersion geogréfica del
vector ha aumentado el numero de localidades con transmision (SINAVE, 2013; CDC,
2015). Actualmente 29 estados han reportado ocurrencia de casos autéctonos (Thirion,
2002). El patron de transmision de dengue se presentaba con incrementos bianuales; sin
embargo, con la introduccién del DEN-3 en 1995 dicho patrén se comenz6 a modificar, a
grado tal que a partir del 2003 se observa una tendencia francamente ascendente de
casos con acortamiento de los periodos de baja transmision observada en afios
anteriores (SINAVE, 2013).

En 2013 se observo un incremento del 41% en el nimero de casos por dengue, esto
en comparacion con el mismo periodo de 2012. El aumento de los casos esta a expensas

de los siguientes estados que concentran casi el 90% de los casos en el pais:



Tabasco (4,880 casos), Veracruz (4,590), Tamaulipas (3,800), Morelos (2,289), Chiapas
(2,055), Guerrero (1,743), Quintana Roo (1,720), Nuevo Leon (1,664), Colima (1,507) y
Oaxaca (1,437) (CONAVE, 2013).

En la actualidad, el dengue representa un problema importante de salud publica en
nuestro pais. Con el control de Aedes aegyptien en la década de los 60s, México estuvo
libre de dengue hasta 1978 cuando fue invadido nuevamente por el vector. Desde
entonces la enfermedad presenta un patrén anual, con picos en los meses de lluvia. Su
incidencia ha aumentado de manera constante en México, de 1.7 casos por 100 000
habitantes en el afio 2000 a 43.03 casos por 100 000 habitantes en el 2012, debido a la
urbanizacién creciente sin controles adecuados, a la migracibn humana y a factores
asociados al cambio climatico con modificaciones en el ambito ecologico, que han
redundado en una expansion de los vectores, A. aegypti y A. albopictus. (Uribarren,
2016).

Este udltimo, también un vector eficiente de este y otros virus, se introdujo en el
continente americano a través del estado de Texas (1985) y se dispersé a Tamaulipas,
Coahuila y Nuevo Leo6n; también se tienen registros documentados en Quintana Roo y
Morelos. En el transcurso del 2015, la mayor parte de los casos reportados se concentro
en Colima, Chiapas, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Puebla, Quintana Roo, Sonora y
Veracruz (Uribarren, 2016).

2.4 Generalidades de Aedes aegypti

Es un mosquito cosmopolita, hematéfago diurno, con mayor actividad de picadura al
amanecer y al atardecer. Es el principal transmisor en el hemisferio occidental y se
encuentra en todos los paises de América, con excepcion de Canada, Bermudas, Islas
Caiman, Chile y Uruguay (Duarte, 1993). Su habitat se ha visto asociado mas
frecuentemente al entorno humano, ya que se ha adaptado a criar en contenedores
artificiales situados tanto dentro como fuera de las casas, tales como macetas,
neumaticos, baldes y cualquier recipiente que retenga agua para un adecuado desarrollo

acuatico larvario (Marquettiet et al., 2005).



Adicionalmente, también se reporta su crecimiento en recipientes artificiales como
jarrones, floreros, tambos, pilas, tanques y cubetas, asi como aquellos que tienen la
capacidad de retener agua de lluvia tales como llantas, envases desechados y canales
de techo, entre otros. Aunado a estos, se mencionan los de tipo natural como conchas
de moluscos, cascaras de frutos, huecos en los arboles, axilas de plantas y otras
cavidades naturales, en practicamente cualquier objeto que retenga agua. Algunos
recipientes le son mas atractivos que otros, en especial los de color oscuro, de boca
ancha, que estan a nivel del suelo y se encuentran a la sombra (Thiriébn, 2002; Marquettiet
et al., 2005).

Sus huevos necesitan un sustrato seco durante un tiempo para completar su
desarrollo, posteriormente estas superficies se humedecen, incluso con poca cantidad de
agua, permitiendo su eclosion. Las condiciones climéticas idoneas para su desarrollo y
establecimiento son: mas de 500 mm de precipitaciones anuales, mas de 60 dias de lluvia
al afio, temperatura media del mes frio superior a 0°C, temperatura media del mes calido
superior a 20°C, temperatura media anual superior a 11°C y humedad del 60- 70%, es
por eso que son originarios y se establecen en las zonas tropicales y subtropicales (CEIP,
2016).

Estas condiciones son tan importantes tanto para su supervivencia como para su
reproduccion. Asi, los periodos reproductivos varian en funcion de la temperatura y la
estacion del afio, el aumento de la temperatura acorta los ciclos de desarrollo del
mosquito y los periodos de mayor actividad se estiman entre primavera, verano y otofio.
A. aegypti, a diferencia de otros mosquitos, se alimenta durante el dia; y como fue
sefalado anteriormente, los periodos en que se intensifican las picaduras son el principio

de la manana y el atardecer, antes de oscurecer (CEIP 2016).



De acuerdo con Conde (2003) e ITIS (2016), su clasificacién taxondmica responde a
la siguiente jerarquia:
Reino: Animalia
Phylum: Arthropoda
Clase: Insecta
Subclase: Pterygota
Orden: Diptera
Suborden: Nematocera
Familia: Culicidae
Subfamilia: Culicinae
Género: Aedes
Subgénero: Stegomyia
Especie: Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).

2.5Ciclo de vida

La dispersion de vuelo de A. aegypti es limitada, por lo general una hembra adulta no
sobrepasa los 50 m de distancia de vuelo durante su vida, y a menudo permanece en la
misma casa o lugar donde emergio, siempre que disponga de huéspedes y sitios de
reposo y de postura adecuados (Nelson, 1986). Es rara una dispersiéon de vuelo de mas
de 100 m. No obstante, se ha demostrado que una hembra gravida puede volar hasta 3
km en busca de un lugar para poner sus huevos si no encuentra cerca sitios apropiados;

en contraste, los machos se dispersan menos que las hembras (Nelson, 1986).

Este insecto presenta una metamorfosis completa (holometédbola), tiene dos etapas
bien diferenciadas en su ciclo de vida: fase acuatica con tres formas evolutivas diferentes
(huevo, larvay pupa) y fase aérea o adulto. La fase acuatica dura aproximadamente siete
dias, con rangos entre tres y doce dependiendo de la temperatura. Una vez que los
mosquitos hembras han emergido, buscan a los machos para copular y luego se
alimentan con sangre para facilitar la maduracion de huevos. Realizan una postura cada
3 dias y después de cada postura necesitan alimentarse con sangre. En términos

generales, el ciclo completo del A. aegypti, de huevo a adulto, se



completa en éptimas condiciones de temperatura y alimentacion en aproximadamente
10 a 15 dias (Fig. 1) (Conde, 2003; Montero, 2009; Quispe et al., 2015; FIDEC-FUNCEI,
2016).

MOSQUITO ADULTO

PRIMEIRC ESTADIO
Oh, LA RRA

SEGUNDC ESTADI:
Dy LARWA

TERCEIRA ESTADIO
[ LARWA

QUARTO ESTADIO
D& LARYA

Figura 1. Ciclo biol6gico de Aedes aegypti (SANOFI, 2016).

2.5.1 Huevo

Las hembras depositan sus huevos en las paredes de recipientes con agua, se posan
a unos centimetros del borde del liguido y a unos cuantos milimetros sucede la
ovoposicion. Los huevos se sostienen en su lugar con una estructura llamada parche
coronico y después una sustancia cementante los mantiene en su lugar (probablemente
glicoproteina) (Fernandez, 2009; Niaves, 2015). El agua contenida en los recipientes
puede tener materia organica en descomposicion en mayor o menor medida, incluso

existen experiencias de sitios de ovoposicion de fosas sépticas (Barrera et al., 2008;



Niaves, 2015). El nimero de huevos que una hembra produce en una ovoposiciény a lo
largo de su vida depende de factores como el tamafio corporal cantidad y calidad proteica
de la sangre que ha ingerido y edad (Laguna, 2012). El nimero de huevos que se puede
encontrar en un recipiente es variable, debido a que depende del nimero de hembras
involucradas en las ovoposiciones, sin embargo se estima que cada ovoposicion produce
de 20 a 120 huevos (Ferndndez, 2009).

Mide aproximadamente 1 milimetro de longitud, en forma de cigarro (Fig. 2). En el
momento de postura son blancos, pero rapidamente adquieren un color negro brillante.
Son fecundados durante la postura y el desarrollo embrionario se completa en 48 horas,
si el ambiente es humedo y calido, pero puede prolongarse hasta cinco dias con
temperaturas mas baja, eclosionando en un lapso de 2 a 3 dias. Con posterioridad a ese
periodo, los huevos son capaces de resistir desecacion y temperaturas extremas con
sobrevidas de 7 meses a un afio. La capacidad de resistencia a la desecacién es uno de
los principales obstaculos para su control, ésta condicidbn ademas permite transportarlos
a grandes distancias en recipientes secos (Conde, 2003; Montero, 2009; Laguna, 2012;
Quispe et al., 2015)

Figura 2. Huevos de A. aegypti (WIKIMEDIA, 1982).
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2.5.2 Larva

Las larvas presentan un ciclo de cuatro estadios larvales, son exclusivamente
acuaticas y como la mayoria de los insectos holometabolos, esta fase es el periodo de
mayor alimentacion y crecimiento. Pasan la mayor parte del tiempo alimentandose de
material organico, algas y algunos protozoarios de vida libre sumergidos o acumulados
en las paredes y el fondo del recipiente, para ello utilizan las cerdas bucales en forma de
abanico. Su cabeza y térax son ovoides y abdomen de nueve segmentos. El segmento
posterior (anal) del abdomen tiene cuatro branquias lobuladas para la regulacion
osmotica, asi como un sifén para la respiracion en la superficie del agua. La posicion de
reposo en el agua es casi vertical, son de color blanquecino, con la cabeza y extremo
posterior oscuros (Fig. 3) (CDC, 1980; Conde, 2003; Laguna, 2012).

Figura 3. Larvas de A. aegypti (Teleaire.com, 2017).

En cuanto al desplazamiento acuatico, lo hacen con un movimiento serpenteante
caracteristico. Son fotosensibles, desplazandose hacia el fondo del recipiente cuando
son perturbados. La duracion del desarrollo larval depende de la temperatura, la
disponibilidad de alimentos y la densidad de larvas en el recipiente. En condiciones
Optimas con temperaturas de 25 a 29°C, el periodo desde la eclosién hasta la pupacion
puede ser de 5 a 7 dias, pero comiunmente oscila de 7 a 14 dias (CDC, 1980; Conde,
2003; Laguna, 2012).
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Los tres primeros estadios se desarrollan rapidamente, mientras que el cuarto demora
mas tiempo con mayor aumento de tamafio y peso. En condiciones extremas (baja
temperatura y escasez del alimento), el cuarto estadio larval puede prolongarse por varias
semanas hasta 7 meses, previo a su transformacion en pupa. Son incapaces de resistir
temperaturas inferiores a 10°C y superiores a 45°C, impidiéndose a menos de 13°C su
pasaje a estadio pupal. Las larvas de A. aegypti pueden diferenciarse a simple vista de
otras especies, por su sifon mas corto que el de la mayoria de otros culicidos (Forattini,
1965; CDC, 1980; Conde, 2003).

2.5.3 Pupa

Las pupas no se alimentan, presentan un estado de reposo donde se producen
importantes modificaciones anatomico-fisiolégicas hasta la aparicion de los adultos.
Reaccionan inmediatamente a estimulos externos tales como vibracién y se desplazan
activamente por todo el recipiente. Se mantienen en la superficie del agua debido a su
flotabilidad, facilitando con ello la emergencia del insecto adulto. El periodo pupal dura
de uno a tres dias en condiciones favorables, con temperaturas entre 28 y 32°C, sin
embargo, Las variaciones extremas de temperatura pueden dilatar este periodo. La pupa
tiene en la base del térax un par de tubos respiratorios o trompetas que atraviesan la
superficie del agua permitiendo su respiracion. En la base del abdomen poseen un par
de remos, paletas o aletas natatorias que sirven para el nado. La pupa recién formada es
blanca, tomando posteriormente un color gris oscuro (Fig. 4) (Livingstone vy
Krishnamoorhy, 1982; Conde, 2003; Laguna, 2012; Niaves, 2015).
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Trompetas respiratorias

Cefalotérax

——p Palatas natatorias

Figura 4. Pupa de A. aegypti (Rossi y Almiron, 2004).

2.5.4 Adulto

El adulto emergente es un mosquito de color negro, con disefios blanco-plateados
formados por escamas claras que se disponen simulando la forma de una "lira" en el
dorso del térax, muestran un anillado caracteristico a nivel de tarsos, tibia y fémures de
las patas (Fig. 5). Al emerger de la pupa, el adulto permanece en reposo permitiendo el
endurecimiento del exoesqueleto y alas. Dentro de las 24 horas siguientes a la
emergencia pueden aparearse iniciandose la etapa reproductora del insecto (Conde,
2003; Rossi y Almirdn, 2004). Después de su salida, reposa sobre el agua en la cual se
crié y al transcurrir 24 horas esta listo para volar tras el endurecimiento de su cuerpo
(Fernandez, 2009).

Aunque se caracteriza a la hembra como activa en la mordedura y la ingesta de
sangre, tanto machos como hembras pueden sostener su dieta con base en fluidos que
contengan algun tipo de azucar, como el néctar de flores. A pesar de lo anterior, las
hembras necesitan consumir sangre para poder completar su ciclo gonotréfico y lograr

ovopositar una vez que han sido fecundadas por los machos (Laguna, 2012).
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Figura 5. Adulto de A. aegypti (MercoPress, 2016).

De manera general, se supone que las hembras tienen una sola cépula a lo largo de
su vida y termina con el sellado por una sustancia llamada matrona que mantiene el
semen del macho en una espermateca (Fernandez, 2009). El comportamiento
hematofagico de las hembras, se debe a que necesitan de una serie de aminoacidos que
se encuentran en los eritrocitos y plasma sanguineo, para sintetizar proteinas del vitelo
durante la produccién de huevos .Una vez que los mosquitos se posan sobre el
organismo del cual se alimentaran, buscan un lugar adecuado para realizar la mordedura
con su probdscide, la que al insertarla causa laceraciones en los tejidos adyacentes, esto

genera vasoconstriccion, coagulacién de sangre y agregado de plaquetas (Niaves, 2015).

Para contrarrestar los efectos del sistema inmune del hospedero, los mosquitos
segregan saliva que contiene vasodilatadores, antihistaminicos y anticoagulantes,
proceso que continua mientras suceda la alimentacién de sangre. El contacto entre la
sangre y la probdscide de los mosquitos, activa una serie de sefiales moleculares con las

gue la ingesta comienza (Fernandez, 2009; Laguna, 2012; Niaves, 2015).
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El apareamiento generalmente se lleva a cabo durante el vuelo, pero en algunas
ocasiones sucede en una superficie horizontal o vertical. La inseminacion es suficiente
para fecundar todos los huevos que la hembra producira durante toda su vida. Los
mosquitos hembra son los Unicos que succionan sangre, la alimentacion sanguineay la
postura se llevan a cabo principalmente durante el dia, particularmente durante las
primeras horas de la mafiana y a media tarde o al anochecer (Nelson, 1986; Conde, 2003;
Tovar, 2016).

Generalmente, después de cada alimentacion sanguinea se desarrolla un lote de
huevos, pero si el mosquito es perturbado antes de estar completamente lleno de sangre
puede alimentarse con sangre mas de una vez entre cada postura. Si una hembra
completa su alimentacion (2 o 3 mg de sangre), desarrollara y pondra aproximadamente
de 100 a 200 huevos por lote dispersos en distintos lugares, pudiendo producir hasta
cinco lotes durante su vida que usualmente dura de dos semanas a un mes. La posicion
de los huevos a pocos mm de la superficie del agua permite que éstos maduren, y en la
préxima lluvia, al subir el nivel de agua del recipiente, los huevos eclosionan en el
momento de contacto con el liquido (Fernandez, 2009; Laguna, 2012; Niaves, 2015). El
macho se distingue de la hembra por sus antenas plumosas y sus palpos mas largos.
Sus partes bucales no estan adaptadas para chupar sangre, procuran su alimento de

carbohidratos como el néctar de las plantas (Goma, 1966; Nelson, 1986; Conde, 2003).

2.6. Métodos de control

2.6.1 Control quimico

Sin lugar a dudas, este método de control es el mas utilizado para el control de adultos
y larvas de A. aegypti. De acuerdo con el CENAVECE (2008), para el control de los
estadios inmaduros se recurre a insecticidas quimicos sintéticos o agentes bioracionales.
De acuerdo a los perfiles de resistencia a los insecticidas en las poblaciones locales de
mosquitos, se recomienda el control quimico. El larvicida de eleccion es el temefés del
grupo de los organofosforados, cuyo modo de accion es interferir en el sistema de

comunicacién de las células nerviosas, al bloquear la accién
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de una enzima que inactiva al neurotransmisor acetilcolina ocasionando convulsiones,

paralisis y muerte.

En relacion con el control bioracional, en situaciones de elevada resistencia al temefés
se recomienda usar el novalurén, que es un insecticida selectivo para insectos cuyo modo
de accion es inhibir la sintesis de quitina, compuesto que constituye el exoesqueleto del
mosquito. Se recomienda aplicar en recipientes de consumo humano, pero no en agua

para beber.

En lo que respecta al estado adulto, se recomienda realizar nebulizaciones en
exteriores complementadas con tratamientos en las viviendas con mayor riesgo de
mosquitos, o en viviendas con casos probables de dengue. Para el control del mosquito
en su fase adulta, se utiliza como primera eleccion el insecticida piretroide sintético de
segunda generacion en formulacion ULV, es decir, volumen ultrareducido en base oleosa,
conformado por: d-fenotrina 2%, piretroide sintético de segunda generacién sinergizado
con butoxido de piperonilo al 2% (PBO), a dosis de descarga de 250 mililitros/Ha (5 g de

ingrediente activo por hectarea en formulacion lista para usarse sin diluir).

El ingrediente activo estad clasificado toxicolégicamente como poco probable que
cause dafio en el uso normal, y formulado con el sinergista se clasifica como ligeramente
téxico. Su modo de accion consiste en alternar el impulso nervioso al impedir el cierre del
canal de sodio en el axdn neuronal, perpetuando el impulso y provocando convulsiones,
paralisis y muerte. El procedimiento de aplicacién se lleva a cabo usando equipos
especiales, ya sea mediante recorridos a pie con equipos portatiles o motomochilas,
nebulizadoras montadas en vehiculos o mediante aplicaciones aéreas (CENAVECE,
2008; OMS, 2017)

2.6.2 Control Biolégico

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS, 2016), El control biolégico
se basa en la introduccion de organismos que depreden o parasiten las poblaciones de
las especies que se pretende controlar, que compitan con ellas o las reduzcan de algin

otro modo. En el caso de los mosquitos A.aegypti, existen varias

16



especies de peces larvivoros y copépodos depredadores (pequefios crustaceos de agua
dulce) que han demostrado su eficacia contra los mosquitos vectores en fases larvarias.
Los organismos de control biolégico se crian y distribuyen en pozos o recipientes donde
se almacene agua. Se han llevado a cabo proyectos a pequefia escala que han
demostrado que el éxito del control biolégico depende principalmente de la organizacion

del proyecto.

Se han utilizado varias especies de peces para eliminar mosquitos de grandes
recipientes utilizados para almacenar agua potable en muchos paises, asi como en
pozos abiertos de agua dulce, acequias y depoésitos industriales. Por lo general, los
guppies (Poecilia reticulata) se adaptan bien a estos tipos de medios acuaticos cerrados
y se han utilizado en muchas ocasiones. También se ha demostrado la eficacia de varias
especies de copépodos (pequefios crustaceos) depredadores contra los vectores del

dengue en contextos operativos.

Sin embargo, aunque las poblaciones de copépodos pueden sobrevivir durante largos
periodos, puede que sea necesario efectuar reintroducciones, como sucede con los
peces, para mantener controladas las poblaciones de mosquitos. En el norte de Vietham
se ha puesto en practica un programa de control de vectores, en el que se utilizan
copépodos en grandes depdsitos de agua consiguiendo eliminar la poblacién de A.
aegypti en muchas comunidades, ademas de evitar la transmision del dengue durante
varios afios. Hasta la fecha, esas experiencias no se han repetido con éxito en otros
paises (OMS, 2016).

2.6.3 Control alternativo

En los ultimos afios se han desarrollado investigaciones que buscan el control de A.
aegypti a través de diversas sustancias naturales, las cuales por su composicion quimica
pretenden reducir la contaminacién generada por el control quimico. Algunos de los

trabajos mas destacados se mencionan a continuacion.
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Choochote et al. (2004) investigaron el potencial insecticida del extracto etandlico de
Apium graveolens contra larvas de |V estadio de Aedes aegypti, encontrandose que la
susceptibilidad del mosquito al extracto etandlico es dosis-dependiente. En sus
resultados sefialan una mortalidad de 93% a 100% con la concentracion mas alta (120
ppm); A. graveolens mostré un elevado potencial larvicida con valores de DL50 y DL95
de 81.0y 176.8 mg/L.

Choochote et al. (2005) evaluaron los extractos de rizomas crudos y los aceites
volatiles de Curcuma aromatica para determinar su composicion quimica y el potencial
como larvicida, adulticida y repelente en Aedes aegypti. La identificacion quimica
obtenida por andlisis GC / MS revel6é que xanthorrhizol, 1H-3a, 7-metanoazuleno y
curcumeno a 35,08 y 13,65%, 21,81 y 30,02% y 13,75y 25,71%, fueron los principales
constituyentes en los extractos de hexano y los aceites volatiles, respectivamente .
Determinaron que el aceite volatil de C. aromatica poseia una actividad larvicida
significativamente mayor contra las larvas de IV instar que la de los extractos de hexano,
con valores de CL50 de 36,30 y 57,15 ppm, respectivamente. En la prueba de actividad
adulticida, el extracto con hexano resulto ser ligeramente mas eficaz contra hembras de
A. aegypti que el aceite volatil. Asimismo, dio un tiempo medio de proteccion (repelencia)

de 1 h (rango = 1-1,5 h) cuando se aplicd a una concentracion de 25%.

Bobadilla et al. (2005) evaluaron la toxicidad larvicida de suspensiones acuosas de
extractos etanolicos de las semillas, flores, hojas, corteza de ramas y corteza de raices
de Annona muricata, sobre larvas del IV estadio de Aedes aegypti . En sus resultados
sefialan que el mayor efecto toxico correspondié a la suspension de las semillas con un
100% de mortalidad a las 24 horas a 0,5 mg/ml, seguida por las flores a las 48 horas a
10 mg/mly hojas a las 36 horas a 100 mg/ml. En semillas, las concentraciones letales al
50% (CLso) y 90% (CLs0o) a las 48 horas de exposicion fueron 0,02 mg/mly 0,11 mg/m,
en flores 3.3y 12.1 mg/ml, en hojas 8.2 y 26.8 mg/ml y en corteza de ramas 19.2 y 972
mg/m, respectivamente. Los resultados indicaron la susceptibilidad de los individuos a
cada suspension, gracias a la accion de diversos principios activos distribuidos en todo

el arbol.
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Bobadilla (2007) desarrollo una investigacion en donde evalué contra larvas de IV
estadio y pupas de Aedes aegypti, la maceracién de hojas de 10 especies vegetales en
agua, alcohol (95%) y cloroformo, de los que obtuvo extractos foliares secos a partir de
los cuales obtuvo los caldos biocidas mediante una disolucién con agua destilada a
concentraciones de 10%, 5%, 1%, 0.5%, 0,1%, 0.05%. En sus conclusiones sefiala que
bajo condiciones de laboratorio, los extractos foliares organicos (etandlicos y
cloroformicos) de Aegemone subfusiformis, Nicotiana tabacum, Annona muricata,
Annona cherimola y Verbena litoralis muestran mayores niveles de control en larvas y
pupas desde las 24 horas con un 100% de mortalidad en concentraciones del 10%, y
comparativamente menor en relacion a Chenopodium ambrosioides, Ricinus communis,
Ruta graveolens, Schinus molle y Tagetes minuta, del orden de 80%, con sus respectivos
extractos acuosos. En condiciones de campo simulado, el extracto foliar etandlico de A.
subfusiformis, N. tabacum, A. muricata, A. cherimola y V. litoralis muestran niveles de
control en larvas superiores a 32% y pupas superiores a 40% desde las 24 horas de

exposicion.

Maureen et al. (2009) determinaron la accion larvicida de los aceites esenciales de:
Pimenta racemosa, Piper auritum, Piper aduncum y Chenopodium ambrosoide en larvas
de Aedes aegypti. Emplearon una cepa susceptible (Rockefeller) y realizaron diluciones,
ensayaron concentraciones que fueron disminuyendo de 0.06% (600mg/L) hasta 0.008%
(80 mg/L). La temperatura oscilé entre 28 y 30°C y una HR>70%. La lectura de la
mortalidad se realiz6 a las 24 horas. Por cada concentracion evaluada utilizaron un
control y cuatro réplicas, a las cuales se les afiadieron 1 ml de las soluciones preparadas
del aceite (las que fueron disueltas en etanol) y fue agregado en 99 ml de agua; al control,
1 ml de etanol en el mismo volumen. Para cada concentracion ensayada se utilizaron 125
larvas de tercer estadio (25 para cada frasco). En sus resultados mencionan que P.
racemosaa en concentracion de 0.0020% ocasiond mortalidad de 28%, en tanto que a
0.0050% fue de 94%. En P. auritum a 0.0010% - 5% y 0.0025% - 88%; P. aduncum
0.0050% - 25% y 0.0080 - 98%, y finalmente C. ambrosoide a concentracion de 0.0030%
ocasiond 36% de mortalidad y a 0.0070% — 96%.
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En otra investigacion, Morales et al. (2010) evaluaron la actividad larvicida del Noni
(Morinda citrifolia) sobre el mosquito A. aegypti. Para ello prepararon extractos
alcohdlicos de la fruta (125mg/L, 145mg/L, 165mg/L, 185 mg/L y 205 mg/L) que se
evaluaron sobre larvas del cuarto estadio. La concentracion letal media y alta fue de
CL50: 151.9 mg/L y CL90: 195.5 mg/L, respectivamente. En este estudio quedo
evidenciada la actividad larvicida del Noni sobre larvas de A. aegypti. Concluyen que la
mayor mortalidad se obtuvo con la concentracion de 205 mg/L con 98% y de 19 % con
125 mg/L.

Tennyson et al. (2012) desarrollaron un experimento en el que valoraron la actividad
larvicida de Areca catechu, Nicotiana tabacum y Piper betle sobre Aedes aegypti. Los
extractos se obtuvieron macerando las hojas en metanol, posteriormente el concentrado
filtrado se liofiliz6 con acetona para obtener una solucion madre de 1,00,000 ppm. A partir
de ésta se evaluaron las concentraciones de 62,5, 125, 250, 500 y 1000 ppm, observando
la mortalidad de larvas a las 24 y 48 horas. Sus resultados indican que el extracto de A.
catecu fue el mejor tratamiento ya que ocasion6 la mayor actividad larvicida con 100% de
mortalidad en las primeras 24 horas a dosis de 500 ppm. En orden de importancia le
sigui6 P. betle con 96.6% de mortalidad a las 48 horas con dosis de 500 ppm, y de 100%
alas 24 horas con 1000 ppm. Finalmente con resultados similares, N. tabacum con 93.3%

de mortalidad a las 48 horas a dosis de 500 ppm, y de 100% a las 24 horas con 1000
ppm.

Cardenas et al. (2013) evaluaron la toxicidad sobre hembras adultas de los mosquitos
Aedes aegypti y Anopheles albimanus de cuatro aceites esenciales extraidos de las
siguientes especies vegetales: Cymbopogon citratus, Cymbopogon nardus, Eucalyptus
globulus y Eugenia caryophyllata. Con cada uno de los aceites esenciales prepararon
concentraciones de: 0.5, 1.0, 1.5, 2,0 y 2.5% v/v. La CL50 de los aceites esenciales de
C. citratus y C. nardus fue de 1.07% para A. aegypti; mientras que para
A. albimanus fue de 0.7% y 1.86% respectivamente. La CL90 de C. citratus y C. nardus
fue respectivamente 2.01% y 1.96% para A. Aegyptiy 1.3% y 1. 86% para A. albimanus.

El aceite esencial de Eucalyptus globulus mostr6 ser mas efectivo contra
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adultos de A. albimanus. El aceite esencial de Eugenia caryophillata no mostré

efectividad contra ninguna de las dos especies de mosquitos.

Agrela et al. (2014) plantearon como objetivo de su investigacion, evaluar el efecto
larvicida de extractos metandlicos obtenidos a partir de semillas y hojas de Persea
americana (aguacate) sobre A. aegypti [ cepas Rockefeller y Mario Bricefio Iragorry
(MBI)]. ElI mayor efecto tdéxico se observd con el extracto metanolico de semillas con
100% de mortalidad a 25 mg/L para la cepa Rockefeller, y 50 mg/L para la cepa MBI 24
horas post-exposicion. Las concentraciones letales (CL50) fueron las siguientes: a)
extracto metandlico preparado a partir de las semillas CL50= 5.7mg/L para Rockefeller y
CL50 = 9.9 mg/L para MBI; b) extracto metandlico de las hojas CL50 = 22.8 mg/L para
Rockefeller y para MBI CL50 = 26.2 mg/L. Sus resultados mostraron el efecto toxico de
los extractos metandlicos preparados a partir de la semilla y hoja del aguacate sobre A.
aegypti, que sugieren la potencialidad de estos productos como agentes de control

quimico.

Otiniano y Rodriguez (2014) determinaron la actividad repelente y el tiempo de
proteccion de las concentraciones de 25, 50, 75 y 100% v/v del aceite del endospermo
de Ricinus communis en Aedes aegypti bajo condiciones experimentales. Emplearon
especimenes hembras de A. aegypti cepa Rockefeller como control, una poblacién
experimental natural de tres a ocho dias de edad en estado de inanicidén durante tres dias
y especimenes adultos de conejo Oryctolagus cuniculus. En las orejas se aplicé 1 ml del
aceite a las concentraciones sefialadas y se utilizaron 50 especimenes por cada
concentracion, ademas de los grupos control: positivo (DEET al 20%) y negativo
(diluyente: Etanol). La exposicidn se hizo durante tres minutos a intervalos de 30 minutos

hasta que se produjera la primera picadura.

Sus resultados sefialan que hubo actividad repelente a todas las concentraciones
probadas, y que el porcentaje de repelencia por la poblacion experimental a la
concentracion de 100%v/v fue similar al control positivo -DEET(p>0.05), con un tiempo
de proteccién = 180 minutos. Para la cepa Rockefeller la concentracion del 100%v/v tuvo
valor similar al DEET no encontrando diferencia significativa (P>0.05) con un tiempo de
proteccion de 180 minutos. Concluyen que el aceite del endospermo de R.
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communis tuvo actividad repelente en las concentraciones de 25, 50, 75y 100% v/v y

mayor actividad repelente para la poblacién natural a concentracion del 100%v/v.

Finalmente, Torres y Rodriguez (2015) evaluaron el efecto insecticida de diferentes
concentraciones del extracto alcohodlico de Ocimum basilicum en dos poblaciones de L3
y L4 de Aedes aegypti: una natural de Sullana y la otra, una cepa de referencia
(Rockefeller). Para determinar la actividad larvicida utilizaron las concentraciones de 1.5,
2.0 y 4.5% y un control (etanol al 1%) en recipientes de 500 ml. Llevaron a cabo cinco
repeticiones: dos para los provenientes de Sullana y tres para la cepa Rockefeller; la
actividad adulticida fue determinada mediante el método de la botella (CDC), para ello se
establecié un grupo control (etanol absoluto) y tres grupos experimentales de 1ml de las
concentraciones de 15%, 20% y 30% del EAO con cinco repeticiones: dos para los
provenientes de Sullana y tres repeticiones para la cepa Rockefeller. De sus resultados
concluyen que existe un efecto insecticida para larvas con una CL50 de 2.9% para la
cepa Sullanay 3.158% para la cepa Rockefeller, y para adultos con un CL50 de 24.260%
para la cepa Sullana 'y un CL50 de 24.468% para la cepa Rockefeller, no encontrandose

diferencia significativa en mortalidades entre las poblaciones.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

El experimento se desarroll6 bajo condiciones controladas en el Laboratorio de
Entomologia del Centro de Investigaciones Biologicas de la UAEM. Las condiciones
medioambientales consistieron de una temperatura de 27 + 2°C y humedad relativa de
75 = 5% (Maureen et al., 2009)

3.1 Obtencion de especimenes

La obtencion de larvas de A. aegypti se llevd a cabo dentro del Campus de la
Universidad Autonoma del Estado de Morelos. Para ello se buscaron cuerpos de agua
estancada, tanto aquellas ubicadas en depresiones naturales como las contenidas en
recipientes artificiales (Fig. 6). Una vez ubicados los criaderos, se colectaban los estados
inmaduros a través de un succionador de plastico, depositandolos posteriormente en

cajas plasticas con agua del mismo contenedor de donde fueron capturados (Fig. 7).

Figura 6. Criaderos de A. aegypti en recipientes artificiales.
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Figura 7. Succionador plastico.

Después de su captura se transportaban al Laboratorio de Entomologia del CIB en
donde, a través de microscopio estereoscopico, se identificaban los estados inmaduros
mediante las claves de Rossi y Almirén (2004) y Balta (1997). Para el ensayo fueron
seleccionados Unicamente el segundo, tercero y cuarto instar larval, omitiendo el primero
debido a su pequefio tamafo y fragilidad. Es importante destacar que este material
bioldgico se utilizé directamente en el experimento, ya que al ser silvestre se estima
contaba con los atributos de resistencia suficientes para garantizar una mayor

certidumbre en los resultados.

3.2 Elaboracién de infusiones

Las especies vegetales utilizadas fueron: canela (Cinnamomum verum J. Presl,
corteza seca) (Lauraceae), romero (Rosmarinus officinalis L., hojas en fresco)
(Lamiaceae), orégano (Origanum vulgare L., hoja seca) (Lamiaceae), manzanilla
(Chamaemelum nobile L., flor en fresco) (Asteraceae) y tabaco (Nicotiana tabacum L.,
planta seca granulada) (Solanaceae). Estas fueron seleccionadas tomando como
criterios principales su efecto insecticida y/o repelente. Bajo este contexto, Mendes (2012)
indica la actividad insecticida del aceite esencial de canela en larvas de lll instar de A.
aegypti con 50, 60 y 100% de mortalidad a concentraciones de 50, 60 y 100 mol L-1,
respectivamente. De igual forma, Hernandez et al. (2017) indican su efecto
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repelente en la oviposicion y alteracion en la muda de Rhodnius prolixus (Hemiptera:

Triatominae), vector del agente etiologico de la enfermedad de Chagas.

En cuanto al romero, Romeu et al. (2007) hace mencién que su aceite esencial tiene
un alto poder insecticida sobre el acaro fit6fago Tetranychus tumidus (Acarina:
Tetranychidae), asi como un efecto abrasivo en cera y cuticula de los estadios de ninfa
II'y machos de cochinilla silvestre del nopal Dactylopius opuntiae (Homoptera:
Coccidae) (Millan, 2013). Por otra parte, los estudios de Padin et al. (2000) hacen
referencia al efecto insecticida del aceite esencial de orégano en Sitophilus oryzae
(Coleoptera: Curculionidae) con 80% de mortalidad a 500 ul/l de aceite esencial, y

100% con 50 ul/l en Acanthoscelides obtectus (Coleoptera: Bruchidae).

Con respecto a la manzanilla, su aceite esencial de acuerdo con Amer y Mehlhorm.
(2006) presenta actividad repelente contra adultos de Aedes aegypti, Anopheles.
stephensi y Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae) y actividad insecticida en larvas
de lll instar de las tres especies. Kim et al. (2012) sefialan que la CL50 de su aceite
esencial contra el lll instar de Camptomyia cortical (Diptera: Cecidomyiidae) se encuentra
entre 0.61 y 0.99 mg/cm3. Al respecto, Seon et al. (2014) investigaron la toxicidad
fumigante del aceite esencial en la termita japonesa Reticulitermes speratus (Isoptera:
Rhinotermitidae), sefialando que la CL50 de sus componentes a-pineno, limoneno, a-
pineno, B-pineno y B-phellandreno fue de de 0.03, 0.13, 0.41, 0.42 y 0.67 mg/ml,

respectivamente.

En lo referente al tabaco, su utilizacion tuvo como base las investigaciones de
Bobadilla (2007), quien lo evalué en maceracion con agua, alcohol (95%) y cloroformo en
larvas de IV estadio y pupas de Aedes aegypti, obteniendo por resultado que el extracto
foliar acuoso al 10% ocasion0 en larvas 100% de mortalidad, etanolico 94% vy
cloroférmico 96%; en contraste, en pupas todas las maceraciones provocaron 100% de
mortalidad. Finalmente, Tennyson et al. (2012) experimentaron el extracto metandlico de
esta misma planta para evaluar su actividad larvicida en A.aegypti. En sus conclusiones
hacen mencion que a las 24 y 48 horas presentdé una CL50 de 236,73 y 98,45 ppm,

respectivamente.
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Aunado a lo expuesto, la metodologia general empleada para elaborar las infusiones
fue la siguiente. Inicialmente se pesaron 8 g de la planta a utilizar (fraccionada en
porciones no mayores de 3 cm), posteriormente se introducia en un frasco de vidrio de
500 ml de capacidad agregando 125 ml de agua a 90°C, a continuacién se tapaba el
frasco y se dejaba reposar por 24 horas, al término de las cuales la infusion quedaba lista

para ser experimentada (Fig. 8).

D o] Planta __ %
Lo L fraccionada

125 ml

e SR

Reposo de 24 horas

500 ml de capacidad
Figura 8. Procedimiento para preparar la infusion.

Para establecer las concentraciones de los tratamientos se utilizé la formula de Masa
por Volumen (% m/V) (Fig. 9), en la cual la concentracion de dichas unidades es la masa
de soluto dividida por el volumen de la disolucién por 100, con lo que se obtiene la
concentracion de metabolitos secundarios expresada en porcentaje, es decir la

concentracion en masa o concentracion masa-volumen.
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masa de soluto (g}
% en masa/ivolumen = _ — 100
volumen de disolucion ml

Figura 9. Formula fisico-quimica para la obtencion de concentraciones
(Acuhfa, et al., 2007).

3.3 Disefio experimental

Para establecer el experimento se utilizo un disefio estadistico completamente al azar
con tres repeticiones arrojando un total de seis tratamientos, incluyendo al testigo y 18
unidades experimentales. Cada unidad experimental consistié de un vaso plastico de 500
ml de capacidad al que se le adicionaron 125 ml de agua (obtenida de los criaderos de
donde fueron obtenidos los organismos), asi como 30 larvas de A. aegypti (con total de
540 larvas por todos los tratamientos) (Maureen et al., 2009; Muioz et al., 2014) (Fig. 10).
Cada vaso fue tapado con papel aluminio para regular la cantidad de luz en su interior.
Para iniciar el ensayo, a cada unidad experimental se le adicionaron 5 ml de la infusion
que correspondiese, efectudndose tres aplicaciones: al inicio del experimento, alas 24y
48 horas, es decir, utilizando 15 ml de cada infusion para las tres aplicaciones.

Figura 10. Unidades experimentales.
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Para determinar el efecto larvicida de los tratamientos se llevaron a cabo tres
observaciones: a las 24, 48 y 72 horas, considerando como larvas muertas aquellas que
no reaccionaban al ser tocadas con un puntero de punta roma en la region cervical o sifon
(Mufioz et al., 2014). Se considerara como tratamiento prometedor, aquel cuyo efecto se

reflejara en una mortalidad igual o mayor al 45% (Lagunes, 1994).
3.4 Andlisis estadistico

Para el analisis de datos se utilizé el Paquete Estadistico XLSTAT Version 7.5.2. para
EXCEL desarrollado por Addinsoft (1995—-2004). Las pruebas utilizadas comprendieron:
andlisis de normalidad de Jarque-Bera y Shapiro-Wilk, transformacion de datos (X?),
analisis de varianza para determinar diferencias significativas entre tratamientos,
comparacion multiple de medias de Tukey para establecer los tratamientos diferentes y
la Prueba de Dunnett como complemento en la contrastacion de tratamientos con el

control (testigo), todas con intervalo de confianza del 95%.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Interpretacion estadistica

En el Tabla 1 se presentan los valores numéricos reales obtenidos en la evaluacion

de los diferentes tratamientos.

Tabla I. Mortalidad y sobrevivencia de larvas de A. aegypti obtenidas
en el experimento.

REPETICION TOTAL
TRATAMIENTO |l I 1 VIVOS MUERTOS
Canela vivos 17 18 17
muertos 13 12 13 52 38
Romero vivos 17 15 14
muertos 13 15 16 46 44
Orégano vivos 14 15 17
muertos 16 15 13 46 44
Manzanilla vivos 17 15 18
muertos 13 15 12 50 40
Tabaco vivos 15 14 O
muertos 15 16 30 29 61
Testigo vivos 18 30 18
muertos 12 0 12 66 24

A partir de los valores presentados en el cuadro anterior se realizaron los analisis
estadisticos. En primera instancia se transformaron los valores mediante X? para
normalizar los datos, posteriormente se aplicé el analisis de varianza obteniendo por
resultado diferencias significativas entre tratamientos (F=22.218, Pr>F=0.0001), en tanto
gue corroborando lo anterior, la comparacion multiple de medias de Tukey indic6 que el
tabaco fue el Unico tratamiento diferente al resto de las infusiones y al testigo. Por otra
parte, apunta a la igualdad estadistica entre orégano y romero con respecto al testigo, y
establece la semejanza estadistica entre manzanilla, canela y testigo (Tabla II).
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Tabla Il. Ordenacion y agrupamientos de Tukey de los tratamientos

significativamente diferentes.

TRATAMIENTOS

TABACO 413.667 A
OREGANO 216.667
ROMERO 216.667
MANZANILLA 179.333
CANELA 160.667
TESTIGO 72.667

MEDIA AGRUPAMIENTOS

B
B
B C
B C

Como parte final de los estadisticos la prueba de Dunnett (Tabla Ill), un poco menos

y romero.

estricta que la prueba de Tukey resume el comportamiento de los diferentes tratamientos
con respecto al testigo, misma que concluye practicamente los mismos resultados

obtenidos por Tukey; es decir, al tabaco como mejor tratamiento siguiéndole el orégano

Tabla Ill. Prueba de Dunnett / Comparacion de los grupos con el grupo

control Testigo.

Diferencia Valor |Diferencia
Categorias |Diferencia|estandarizada| criticod | critica [Significativo
%5?\%% 341.000 10.061 2901  98.334 Si
(T)EgﬁécN)O = 144.000 4.249 2901  98.334 Si
_Fr*gé\’_'ﬁgg 144.000 4.249 2901  98.334 Si
AN 106.667 3.147 2901  98.334 si
%IS\I%;AO 88.000 2.596 2901  98.334 No
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4.2 Anédlisis de resultados

Con base en todo el analisis estadistico expuesto, se puede concluir que la mayoria
de infusiones evaluadas, en mayor o menor medida, tuvieron algun efecto insecticida en
larvas de A. aegypti. A este respecto, en la Figura 11 se aprecia que el tratamiento mas
destacado fue la infusién de tabaco que provocd una mortalidad de 67.7% (61 larvas
muertas), seguido por el orégano y romero, ambos con mortalidad de 48.8% (44), todas
a una concentracion del 6.4% (% m/V) y por arriba de 45% de mortalidad establecido
como parametro para considerar al tratamiento como prometedor (Lagunes, 1994), todo

ello en comparacion al testigo que alcanzo una mortalidad de 26.6% (24 larvas muertas).

90
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CANELA ROMERO OREGANO MANZANILLA TABACO TESTIGO

TRATAMIENTOS

Figura 11. Mortalidad y sobrevivencia de larvas de A. aegypti.

En lo concerniente a la rapidez de accion de los tratamientos mas destacados, se
puede sefalar que en el caso de la infusion de tabaco la efectividad mas alta se alcanzo
a las 24 horas posteriores a su aplicacién, la cual alcanz6 una mortalidad de 60%,

disminuyendo a 20% a las 48 horas y 10 % a las 72. En orégano y romero las
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mortalidades fueron de 30% a las 24 horas, 3.3% - 48y 13.3% a las 72 horas; y 20% -
24, 16.6% - 48 y 10% a las 72 horas, respectivamente.

En tal sentido, el efecto larvicida del tabaco esta relacionado, de acuerdo con Silva
(2002) a la nicotina, alcaloide que no se encuentra en la planta en forma libre sino
formando maleatos y citratos. La nicotina es basicamente un insecticida de contacto no
persistente, cuyo modo de accion consiste en mimetizar la acetilcolina al combinarse con
Su receptor en la membrana postsinaptica de la unién neuromuscular. Asi, el receptor
acetilcolinico es un sitio de accion de la membrana postsinaptica, que reacciona con la
acetilcolina y altera la permeabilidad de la membrana. La actividad de la nicotina ocasiona
la generacion de nuevos impulsos, que provocan contracciones espasmaodicas,

convulsiones y finalmente la muerte.

Este efecto larvicida también lo reporta Bobadilla (2007), quien obtuvo una mortalidad
de 100% a las 24 horas a una concentracion del 10%, cifra superior a la obtenida en esta
investigacion (67.7%). Esta diferencia en eficacia probablemente sea atribuible a que el
autor utilizd extractos etandlicos y cloroférmicos, en tanto que en el actual estudio los
metabolitos se obtuvieron a partir de la infusién acuosa. De igual forma, Tennyson et al.
(2012) obtuvo mortalidad alta en larvas, aunque un poco menor a la anterior, registré
93.3% de mortalidad a las 48 horas a dosis de 500 ppm, y de 100% a las 24 horas con
1000 ppm. Es destacable el hecho de que los anteriores autores requirieron cierta
tecnologia para obtener los concentrados utilizados. En contraste, en la presente
investigacion la tecnologia fue simple y practica, existiendo la posibilidad de incrementar

la eficacia si en posteriores investigaciones se aumentara la dosis utilizada.

Con respecto al orégano, Khalfi et al. (2008) sefialan que el aceite esencial de esta
planta desarrolla actividad insecticida contra Rhizopertha dominica, identificando 18
componentes siendo los mas importantes el timol, carvacrol, p- ci- meno y y-terpineno;
sin embargo, aln se desconoce si todos ellos cuentan con propiedades insecticidas, o si
alguno en lo particular es responsable de este efecto. El aceite esencial de romero de
acuerdo con Flores et al. (2004), posee gran cantidad de componentes entre los que se

encuentran: alfa-pineno, camfreno, 1,8 cineol, alcanfor, borneol, acetato de bornilo,
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mirceno, alfa-felandreno, limoneno, y-termineno, p-cimeno y linalool, entre otros. A este
tipo de aceite se le atribuyen diversas propiedades entre los que destacan el antioxidante,
antiséptico, espasmolitico e insecticida. De éste se ha determinado su actividad fungicida
contra Microsporum canis, Trichophyton rubrum y Epidermophyton floccosum. Con
respecto al actual ensayo, no se encontrg en la literatura cientifica reportes del uso de
orégano y romero para el control de A. aegypti; por tanto, su utilizacion y resultado crea

precedente sobre su efecto en larvas de este insecto.

Tomando en consideracion lo expuesto, los porcentajes de mortalidad obtenidos en la
investigacion evidencian la potencialidad de las infusiones vegetales como agentes de
control para larvas de A. aegypti. No obstante, es evidente que esta metodologia no
puede considerarse como una unica solucién a la problematica de los reservorios
silvestres del mosquito; sin embargo, si podria coadyuvar en buena medida a su control,
sobre todo en zonas rurales en donde los reservorios naturales como oquedades o

depresiones en el suelo, permanentes 0 semipermanentes son muy comunes.
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4.3 Conclusiones
Derivado de los resultados experimentales se concluye:

1. Los tratamientos prometedores mas destacados que superaron el parametro de
45% de mortalidad fueron: infusién de tabaco (Nicotiana tabacum) con mortalidad en
larvas de 67%, seguido de orégano (Origanum vulgare) y romero (Rosmarinus officinalis),
ambos con mortalidad de 48.8% en comparacion al testigo que registré 26.6%, todas a
una concentracion del 6.4% (% m/V).

2. Con menor porcentaje de mortalidad se ubicaron la infusion de canela
(Cinnamomum verum) y manzanilla (Chamaemelum nobile), con 42.2% y 44.4%,

respectivamente.

3. Larapidez de accion de los tratamientos prometedores fueron: tabaco con 60%
de mortalidad a las 24 horas posteriores a su aplicacion, disminuyendo a 20% a las 48
horas y 10% a las 72. En orégano y romero las mortalidades fueron de 30% a las 24
horas, 3.3% - 48 y 13.3% a las 72 horas; y 20% - 24, 16.6% - 48 y 10% a las 72 horas,

respectivamente.
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