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RESUMEN

Los mosquitos son un grupo de artrépodos que comprenden aproximadamente
3,500 especies que se encuentran distribuidas en dreas tropicales y subtropicales.
Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus son vectores de diferentes patdgenos y
parasitos que perjudican a humanos y otros vertebrados, por lo que el control de las
poblaciones de estos insectos se realiza con la aplicacion de insecticidas sintéticos.
En este sentido, en el presente trabajo se realizd una revisién de literatura de los
modos de accién de diferentes metabolitos secundarios sobre los insectos y se
determino la actividad bioldgica de extractos fungicos y vegetales sobre fases
acuaticas de Ae. aegypti y Cx. quinquefasciatus. Los metabolitos secundarios son
moléculas orgdanicas sintetizadas durante las fases del ciclo de vida de diferentes
organismos y poseen un efecto insectistatico o toxico en los insectos, perturbando
procesos celulares y fisiologicos. Se muestra la presencia de diferentes grupos de
metabolitos secundarios en las fracciones polares y no polares de los extractos
metanolicos de Paecilomyces sp. y Verticillium sp., extractos etanolicos de
Myrothecium dimerum, M. nivale y M. roridum, extractos etandlicos, hexanicos y
metanolicos de Agave angustifolia y A. karwinskii. Se determind la actividad tdxica en
huevos de A. aegypti superior al 50% con la aplicacién de la concentracion de 800

ppm de extracto polar y no polar de Paecilomyces sp. y Verticillium sp., mientras que



los valores mas altos de mortalidad de larvas se obtuvieron con la concentracion de
800 ppm de la fracciéon no polar de Paecilomyces sp.y Verticillium sp. Con la aplicacion
de extractos etanodlicos de M. dimerum y M. nivale, se otuvieron valores de 100% de
mortalidad de larvas de Ae. aegypti después de 48 h de la aplicacion de la
concentracion de 800 ppm. La aplicacion de los extractos de las tres especies de
Myrothecium inhibieron el crecimiento de las larvas de Ae. aegypti en comparacion
con el control. Con la aplicacion de los extractos etanodlicos, hexanicos y metanolicos
de A. angustifolia, se obtuvieron valores de mortalidad de larvas de Ae. aegypti
superiores al 60% después de 24 h de la aplicacion de la concentracion mas alta (1000
ppm), mientras que con larvas de Cx. quinquefasciatus se obtuvieron valores menores
de 73.75%. En la inhibicion de crecimiento, con la aplicacion de concentraciones de
62.5 y 125 ppm de extracto etanolico, no se presentaron diferencias significativas.
Las larvas de Ae. aegypti tratadas con extracto etandlico y metandlico de A. karwinskii
presentaron valores superiores al 60% con las concentraciones mas altas después de
24 h de la aplicacion, mientras que con la concentracion de 1250 ppm extraxto
etanolico se presentd 100% de mortalidad de larvas de Cx. quinquefasciatus después
de 48 h de la aplicacion del tratamiento. Con la aplicacion del extracto de hexano, no

se presento mortalidad de larvas de Ae. aegypti.

Palabras clave: metabolitos secundarios, control de mosquitos, inhibicién de

crecimiento, larvicida, extractos.



ABSTRACT

The mosquitoes are a group of arthropods that comprise approximately 3,500
species that are distributed in tropical and subtropical areas. Aedes aegypti and Culex
quinquefasciatus are vectors of different pathogenic and parasites that harm human
beings and other vertebrates, for what the control of the populations of these insects
realizes with the insecticides application synthetics. In this sense, in the present
work is realized a review of literature of the manners of action of different secondary
metabolites on the insects and decide the activity biological of fungical and vegatble
extracts on aquatic phases of Ae. aegypti and Cx. quinquefasciatus. The secondary
metabolites are organic molecules synthesized during the phases of the life cycle of
different organisms and they possess an insctistatic or poisonous effect in the insects,
disturbing cellular and physiological processes. There appears the presence of
different groups of secondary metabolites in the polar and not polar fractions of the
metanolics extracts of Paecilomyces sp. and Verticillium sp., ethanolics extracts of
Myrothecium dimerum, M. nivale and M. roridum, ethanolics, hexanics and
methanolics extracts of Agave angustifolia and A. karwinskii. The poisonous activity
decided in eggs of Ae. aegypti higher to 50% with the application of the concentration
of 800 ppm of polar and not polar extract of Paecilomyces sp. and Verticillium sp.,

while the highest values of mortality of larvae were obtained by the concentration



of 800 ppm of not polar fraction of Paecilomyces sp. and Verticillium sp. With the
ethanolics extracts application of M. dimerum and M. nivale, we got values of 100%
of mortality of larvae of Ae. aegypti after 48 h of the application of the concentration
of 800 ppm. The application of the extracts of three species of Myrothecium they
inhibited the growth of the larvae of Ae. aegypti compared to the control. With the
application of the ethanolics, hexanics and methanolics extracts of A. angustifolia,
there were obtained values of mortality of larvae of Ae. aegypti higher to 60% after
24 h of the application of the highest concentration (1000 ppm), while with Cx.
quinquefasciatus larvae less values of 73.75% were obtained. In the growth inhibition,
with the application of concentrations of 62.5 and 125 ppm of ethanolic extract;
significant differences did not appear. The larvae of Ae. aegypti treated with ethanolic
and methanolic extract of A. karwinskii they presented values higher to 60% with the
highest concentrations after 24 h of the application, while with the concentration of
1250 ppm ethanolic extract there presented before himself 100% of mortality of
larvae of Cx. quinquefasciatus after 48 h of the application of the treatment. With the

application of the hexane extract there did not appear mortality of larvae of Ae.

aegypti.

Key words: Secondary metabolites, mosquitoes control, growth inhibition,

larvicide, extracts.
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INTRODUCCION GENERAL

Este trabajo de tesis se estd desarrollando a partir de la pregunta de
investigacion de la posibilidad de realizar una busqueda sistematica de nuevos
compuestos quimicos naturales de origen vegetal y fingico que son parte de la
biodiversidad, con la finalidad de formular productos que puedan integrarse en la
estrategia de prevencion, manejo y control de dos especies de mosquitos de
importancia epidemioldgica. En este sentido, a continuacion, se presenta la
estructura de los capitulos cientificos y descripcion de los avances metodoldgicos.

En el Capitulo 1 se integra una revision de literatura de los diferentes modos de
accion de los metabolitos secundarios en los insectos, con la finalidad de
comprender la importancia de los productos naturales para el control y manejo de
las poblaciones.

El Capitulo 2 esta conformado por la metodologia y resultados de la evaluacion
del efecto toxico de extractos obtenidos de hongos entomopatogenos y fitopatdgenos
contra larvas de Ae. aegypti.

En el Capitulo 3 se presenta la metodologia de obtencion de extractos etandlicos,
hexanicos y metanolicos a partir de hojas secas de plantas nativas de Oaxaca,
especificamente de las especies deAgave angustifolia y Agave karwinskii, ademas del
procedimiento para el establecimiento de los bioensayos, las variables evaluadas y

el analisis estadistico de los datos colectados. Se muestran los resultados del andlisis
16



fitoquimico cualitativo, actividad larvicida, inhibicion de crecimiento y efecto en la
durabilidad de larvas y pupas en mosquitos Aedes aegypti (Ae. aegypti) y Culex
quinquefasciatus (Cx. quinquefasciatus).

Con el trabajo realizado, se lograron fortalecer y adquirir habilidades de
investigacion para aplicar las técnicas y métodos que permiten formular productos
naturales y proponer alternativas no quimicas para el control de insecto de

importancia econdmica.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad bioldgica de extractos vegetales y fingicos sobre fases

acuaticas de Ae. aegypti y Cx. quinquefasciatus.

HIPOTESIS

Hipotesis alternativa (Ha)
Al menos uno de los extractos vegetales y/o fingicos mostrara actividad

bioldgica sobre fases acuaticas de Ae. aegypti'y Cx. quinquefasciatus.

Hipotesis nula (Ho)
e Ninguno de los extractos vegetales y/o fingicos mostrara actividad biologica

sobre fases acuaticas de Ae. aegypti y Cx. quinquefasciatus

18



CAPITULO 1. MODO DE ACCION DE METABOLITOS
SECUNDARIOS CONTRA INSECTOS: UNA REVISION

Mode of action of secondary metabolites against insects: A review
RESUMEN

Los metabolitos secundarios son productos naturales sintetizados por diferentes
hongos y plantas. Estos compuestos funcionan como defensa y poseen diferentes
niveles de actividad sobre procesos celulares y fisioldgicos de los insectos. En el
presente capitulo se presentan diferentes grupos de metabolitos secundarios que se
han reportado con al menos un efecto tdxico sobre diferentes especies de insectos.
Los alcaloides son compuestos que se han reportado ampliamente con una amplia
gama de actividad bioldgica, como la mortalidad y efectos de desequilibrio de
diferentes sustancias o compuestos. Los flavonoides y las cumarinas también
interfieren en diferentes procesos como interrupcion de la actividad de enzimas que
forman parte el sistema de desintoxicacion de los insectos. Los taninos actiian
generando lesiones en los intestinos de los insectos, mientras que los terpenoides

tienen un efecto antialimentario y de inhibicion de crecimiento.

Palabras clave: Alteraciones, insectistatico, mortalidad, productos naturales.

ABSTRACT
The secondary metabolites are natural products synthesized by different fungi
and plants. These compounds work like defense and possess different activity levels
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on cellular and physiological processes of the insects. In the present chapter there
present before themselves different groups of secondary metabolites that have been
brought by at least a poisonous effect on different species of insects. The alkaloids
are composed that have been brought extensively with a wide range of biological
activity, as the mortality and imbalance effects of different substances or
compounds. The flavonoids and the cumarins also interfere in different processes
like interruption of the activity of enzymes that are part the system of detoxification
of the insects. The tannins act generating injuries in the intestines of the insects, while

the terpenoids have an antifood effect and of growth inhibition.

Key words: Alterations, insectistatic, mortality, natural products.

INTRODUCCION

Los productos naturales son compuestos de moléculas organicas que poseen
estructuras quimicas complejas producidas por cualquier organismo, incluidos los
metabolitos primarios y secundarios. Los metabolitos secundarios (MS) son
pequenas moléculas organicas que no son esenciales para el crecimiento, desarrollo
y reproduccion del organismo que los produce, pero sdlo se sintetizan durante
distintas fases del ciclo de vida y/o bajo ciertas condiciones ambientales. (Monfil &
Casas-Flores, 2014; Teichert, et al.,, 2014).Los MS se clasifican de acuerdo a su

composicidn, estructura quimica, su ruta de sintesis o su solubilidad en diferentes
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disolventes. Una clasificacion sencilla estd basada en su estructura quimica, que
contempla tres grupos: compuestos fendlicos (que poseen en su estructura uno o
mas anillos de fenol; incluye cumarinas, flavonoides y taninos), compuestos que
contienen nitrégeno (alcaloides, principalmente) y compuestos de carbono e

hidrogeno (terpenoides). (Chowanski et al., 2016; Hanson, 2003; Kuete, 2013).

Los MS producidos por hongos y plantas, principalmente, sirven como
mecanismo de defensa y poseen amplio espectro de actividad, afectando a los
insectos a nivel de células, tejidos o de su organismo (Chowanski et al., 2016). De
manera general, actian perturbando los procesos celulares y fisiologicos
responsables de la homeostasis, que como consecuencia tiene un efecto insectistatico
o conducen a la muerte. Se ha demostrado que los principales efectos de los MS son
la inhibicién de la alimentacion, alteracion en el desarrollo, reduccion de la
tecundidad, deformaciones o malformaciones en las generaciones consecutivas,
interferencia en la actividad de enzimas vitales, sefalizaciones en el sistema
nervioso, bloqueo de rutas metabdlicas, afectacion del comportamiento, reduccion
del nimero de individuo de las poblaciones (Wink, 2000; Adeyemi, 2010; Lopez &
Pascual- Villalobos, 2010; Rattan, 2010; Wink, 2013; Nenaah, 2014; Teichert et al.,

2014; Maazoun et al., 2017; Rosado-Aguilar et al., 2017).
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Alcaloides

Los alcaloides son los compuestos mas comunes y bioldgicamente activos, por lo
que se han descrito aproximadamente mas de 12000 alcaloides. (Chowanski et al.,
2016). Diversos estudios, han demostrado que los alcaloides tienen una amplia gama
de actividad bioldgica, generando interferencia en diferentes mecanismos
fisioldgicos del insecto. Al penetrar en el insecto, los alcaloides conducen a la
generacion de especies de reactivas de oxigeno (ERO) (iones de oxigeno, radicales
libres y peroxido) que promueven estrés oxidativo que tiene como consecuencia la
alteracion del potencial de la membrana mitocondrial y se induce la muerte celular,
ademads se abren los canales de la membrana celular y en consecuencia se aumenta
la concentracion de iones de calcio en la célula, lo que conduce a la apoptosis
(Adamski et al., 2014; Chowanski et al., 2016; Macedo-Marquez, 2012). Estos
compuestos interrumpen el equilibrio y debilitamiento de las hormonas que
participan la metamorfosis del insecto. El proceso se ve afectado por la interrupcion
de la hormona protoracicotrépica (HPTT) que activa las glandulas protoracicas para
promover la biosintesis de ecdisoma o hormona de la muda y la hormona juvenil,
que son esenciales para la maduracion de los huevos, y sin el correcto
funcionamiento de ellas las larvas de diferentes especies pueden durar un mayor
tiempo sin cambiar de fase y morir, aunque en algunos casos los estados larvales

logran empuparse pero los adultos emergen con las alas deformadas o se muestran
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una reduccion en la fecundidad (Ge et al.,, 2015; Orozco-Sanchez & Rodriguez-

Monroy, 2007).

Otro de los efectos a nivel del sistema nervioso de los alcaloides en los insectos
consiste en mimetizar la acetilcolina (neurotransmisor) al combinarse con una
proteina integral de la membrana que se denomina receptor acetilcolinico. El
receptor al reaccionar con el alcaloide altera la permeabilidad de la membrana lo
que ocasiona la generacion de nuevos impulsos que provocan contracciones
espasmodicas, convulsiones y finalmente la muerte (Celis et al., 2010). También,
poseen efectos neurotdxicos que se manifiestan por la disminucién de la locomocion,
temblores de los apéndices y segmentos abdominales como resultado de la
interrupcion del balance de agua, ademas se producen cambios en la ingesta de
alimentos y, en consecuencia, se producen perturbaciones en la reproduccion, tales
como la reduccion de la fecundidad en hembras, inhibicion de la madurez sexual y

apareamiento de machos y reduccion de la tasa de eclosion (Abbassi, et al., 2003).

Flavonoides

Los flavonoides son compuestos derivados de la ruta del shikimato y acetil
coenzima-A y constituyen uno de los grupos quimicos mas importantes con mas de
5000 compuestos (Vasquez-Luna et al., 2007). Estos compuestos afectan el sistema

de desintoxicacion de los insectos reduciendo la actividad de las enzimas Glutation
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— S — transferasa y esterasas (Baskar & Muthu, 2014). También, los flavonoides
disminuyen la actividad de las mitocondrias, y en consecuencia se afecta a la enzima
ubiquinona oxidoreductasa que esta ligada a la obtencion de energia, por lo que en
consecuencia se ve afectada la capacidad de alimentacién y otros procesos de

movimiento (Pavela et al., 2019).

Taninos

Los taninos son compuestos fendlicos complejos que se dividen en taninos
hidrolizables y taninos condensados. El principal efecto que causan estos
compuestos en los insectos son lesiones fatales en los intestinos medios por el estrés
oxidativo que se genera por la absorcion de perdxidos producidos durante el
proceso de oxidacion de los taninos (Galati et al., 2002; Barbehenn & Constabel,

2011).

Terpenoides

Los terpenoides son compuestos formados por una estructura a base de
isopropeno, al que se les une un oxigeno (Vazquez-Luna et al., 2007). Estos
compuestos al entrar en contacto con los insectos, desaceleran el paso de alimentos
a través del intestino, reduciendo la digestibilidad al inhibir la secrecion de enzimas
digestivas (proteasas) y por la formacion de conglomerados de terpenoides y

proteinas de baja digestibilidad. En consecuencia, el insecto presenta debilitamiento
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fisico (inanicion) y baja tasa de crecimiento y desarrollo. También, las saponinas,
poseen una estructura quimica similar a la de hormona de la muda de los insectos,
por lo que tienen un efecto inhibidor, antagonista o competitivo que puede

interrumpir el momento de la muda y la metamorfosis de los insectos (Geyter, 2012).

Cumarinas

Las cumarinas son compuestos aromaticos biciclicos, que se biosintetizan de la
via del shikimato (de Souza et al., 2016). Se clasifican en clasifican en cuatro grupos:
hidroxicumarinas, furanocumarinas, piranocumarinas y cumarinas glicosiladas
(Pavela, 2015). Estos compuestos se conjugan con las con la enzima transaminasa y
el citocromo P450, por lo que se inhibe el sistema de desintoxicacion de los insectos

(Wen et al., 2009).
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CAPITULO 2. EXTRACTOS DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS
Y FITOPATOGENOS

Actividad larvicida y ovicida de fraccion polar y no polar de extractos
de Paecilomyces sp. y Verticillium sp. (Deuteromycotina:
Hyphomycetes) contra Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

Larvicidal and ovicidal activity of the polar and non-polar fraction of extracts of
Paecilomyces sp. and Verticillium sp. (Deuteromycotina: Hyphomycetes) against
Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

RESUMEN

El presente trabajo se planted como objetivo determinar el efecto ovicida y
larvicida de las fracciones polares y no polares de extractos metanodlicos de
Paecilomyces sp. y Verticillium sp. sobre larvas de Ae. aegypti y Cx. quinquefasciatus. Se
utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con tres repeticiones, cada
unidad experimental consistié en un vaso de plastico de 150 mL capacidad que
contenia 100 mL de agua destilada y 1 mL de cada tratamiento. Cada vaso contenia
20 larvas de segundo instar. Se realizo el registro de los estadios vivos y muertos
todos los dias hasta que el control presenté mas del 98% de emergencia de adultos.
Los datos experimentales se sometieron a un analisis de varianza y comparacion de
medias Tukey (p<0.05). El andlisis fitoquimico muestra la presencia de cumarinas,

flavonoides y terpenoides en la fraccion no polar de Paecilomyces sp. y la presencia

de terpenoides en la la fraccion no polar de Verticillium sp. Las fracciones polares de
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ambos extractos presentaron mas de 70% de efecto toxico sobre huevos de Ae.
aegypti. Los valores maximos de actividad larvicida se presentaron con las fracciones
no polares de los extractos después de 24 h de la aplicacion de los tratamientos. El
efecto ejercido sobre las larvas desmuestra que contienen elementos secundarios de
diferentes grupos quimicos que pueden utilizarse como medida de control y

combate de huevos y larvas de mosquito.

Palabras clave: extractos fungicos, ovicida, larvicida, mosquitos.

ABSTRACT

The present worked considered like target to determine the effect ovicidal and
larvicidal of the polar and not polar methanolics extracts fractions of Paecilomyces sp.
and Verticillium sp. on larvae of Ae. aegypti and Cx. quinquefasciatus. An experimental
design was used completely at random with three repetitions, every experimental
unit consisted of a glass of 150 mL plastic capacity that was containing 100 mL of
distilled water and 1 mL of every treatment. Every glass was containing 20 second
larvae to urge. There was realized the record of the living and dead stadiums every
day until the control presented more than 98% of adults' emergency. The
experimental information surrendered to an analysis of variance and comparison of
averages Tukey (p <0.05). The analysis phytochemical shows the presence of

cumarins, flavonoids and terpenoids in not polar fraction of Paecilomyces sp. and the
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presence of terpenoides in not polar Verticillium sp fraction. The polar fractions of
both extracts presentarén more than 70% of poisonous effect on eggs of Ae. aegypti.
The maximum values of activity larvicida appeared with not polar fractions of the
extracts after 24 h of the application of the treatments. The effect exercised on the
larvae show that contain secondary elements of different chemical groups that can

be used as a measurement of control and combat of eggs and larvae of mosquito.

Key words: fungi extracts, ovicidal, larvicide, mosquitoes.

INTRODUCCION

Los mosquitos (Diptera: Culicidae), son una de las plagas mas peligrosas que
afectan a los seres humanos, porque son los principales transmisores de patégenos
y parasitos que causan enfermedades epidémicas y mortales (Murugan et al., 2012;
Mathalaimuthu et al., 2017; Ali et al., 2018). Las enfermedades transmitidas no solo
causan altos niveles de mortalidad, también tiene un impacto econdémico, incluida
la perdida de produccion agricola, comercial y laboral, principalmente en paises
tropicales y subtropicales donde las condiciones ambientales favorecen la
proliferaciéon de las poblaciones de los culicidos (Sivakumar et al, 2011; Ali et al,,

2018).

Aedes aegypti Linnaeus (Ae. aegypti) es el principal vector del dengue, la fiebre

amarilla, chinkungunya y recientemente del zika (Reegan et al., 2014; Benelli et al.,
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2017a). El dengue se ha convertido en un importante problema de salud publica por
el numero de casos reportados en todo el mundo cada afio, especialmente con
formas mas graves de la enfermedad como hemorragias, fiebre 6 sindrome de shock
del dengue y en algunos casos con manifestaciones inusuales como la afectacion del
sistema nervioso central; esta enfermedad prevalece en mas de 100 paises y amenaza
la salud de aproximadamente 2,500 millones de personas (Govindarajan

&Sivakumar, 2014; Reegan et al., 2014).

Los programas de manejo de las poblaciones de mosquitos se han centrado en el
uso de productos quimicos sintéticos que plantean efectos indeseables relacionados
con la salud humana y organismos no objetivo, ademas del desarrollo de resistencia
y en consecuencia la pérdida de efectividad (Benelli et al., 2017b; Mathalaimuthu et
al., 2017). Esta problematica, ha generado la busqueda de nuevas estrategias y
herramientas ecoldgicas para el control selectivo de larvas de Ae. aegypti
(Govindarajan et al., 2011. Los productos naturales derivados de especies vegetales
y microorganismos han demostrado ser efectivos, biodegradables y respetuosos con

el ambiente (Chellappandian et al., 2018).

Los hongos son un grupo de organismos mads diversos presentes en la tierra, se
ha estimado que el nimero de especies es de entre 1.5 y 5 millones. Estos organismos

producen una amplia gama de productos naturales, especificamente denominados
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metabolitos fungicos, que se agrupan en varias categorias, entre las que destacan
alcaloides, esteroides, terpenoides, flavonoides, glucosidos, xantonas, isocumarinas,
quinonas, fenil propanoides, lignanos, metabolitos alifaticos, lactonas, entre otros.,
que exhiben efectos bioldgicos, entre los que se incluyen antimicrobianos,
antioxidantes y anticancerigenos (Zhang et al., 2006; Kaul et al., 2012; Synytsya et al.,

2017).

Paecilomyces Samson (Deuteromycotina: Hyphomycetes) es un género que
agrupa mas de 100 especies, que se caracterizan por ser hongos filamentosos que se
encuentran en el suelo, insectos, plantas en descomposicion y alimentos (Luangsa-
Ard et al, 2011; Dong et al, 2012). Verticillium Nees (Deuteromycotina:
Hyphomycetes) es un género de hongos cosmopolita que comprende alrededor de
51 especies que incluye parasitos de plantas, insectos y nematodos (Al-Mekhlafi,

2017).

Los hongos tienen la capacidad de producir metabolitos toxicos que pueden
actuar como agentes de control de mosquitos y son una alternativa potencial,
innovadora y selectiva (Ragavendran et al., 2017). Se ha evaluado la actividad
larvicida del filtrado de metabolitos de Verticillium lecani contra Cx. quinquefasciatus,
demostrando que las larvas de cuarto instar son mas susceptibles que las de otros

instar después de 72 h de exposicion a los tratamientos (Soni & Prakash, 2012). Al-
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Mekhlafi (2017) evalu6 el extracto metandlico de Paecilomyces lilacinus, que mostro
una mortalidad de 100% contra larvas de cuarto instar de Ae. caspio (CLso de 190.66
ppm) y Cx. pipiens (CLso de 254.25 ppm) después de 24 h de la exposicion a los
tratamientos. Por otra parte, existe evidencia de la experimentacion con otras
especies fungicas, como el estudio realizado por Govindarajan et al. (2005), en el que
evaluaron filtrados de cultivo de Aspergillus flavus, mostrando actividad larvicida
contra larvas de tercer instar de Cx. quinquefasciatus 24 h después de la exposicion.
También, se ha reportado que el extracto obtenido con acetato de etilo a partir de
micelio de Beauveria bassiana presentd actividad bioldgica después de 24 h de la
aplicacion contra Anopheles stephensi, Cx. quinquefasciatus y Ae. aegypti. En otros
estudios se reporta el efecto aleloquimico de extractos organicos de Muscodor
yucatanensis sobre Guignardia mangifera, Colletotrichum sp., Phomopsis sp., Alternaria
solani, Rhizoctonia sp., Phytophthora capsici y Phytophthora parasitica (Macias-
Rubalcava et al., 2010). En este sentido, el presente estudio se disenid para determinar
la actividad biologica de fracciones metandlicas polar y no polar de Paecilomyces sp
y Verticillium sp sobre huevos y larvas de Ae. aegypti, ademds de caracterizar
preliminarmente las fracciones de extracto fangicos mediante cromatografia de capa

fina.
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MATERIALES Y METODOS
Obtencién de material bioldgico

Cria de Aedes aegypti

Se colectaron huevos, larvas y pupas de Ae. aegypti en agua sucia acumulada en
la Ciudad de Campeche, México (19°49'36.7"N 90°33'15.6"W). Los huevos se
trasladaron al laboratorio del Departamento de Microbiologia Ambiental y
Biotecnologia (DEMAB) de la Universidad Autonoma de Campeche (UAC) y se
colocaron en bandejas de plastico (47 cm x 35 cm x 12 cm) con 300 mL de agua para
su eclosion. Las larvas se alimentaron con alimento molido para peces tilapia (Api-
tilapia nivel 1®) hasta que alcanzaron la fase pupal. Las pupas se transfirieron a
recipientes (30 x 20 x 6 cm) con 300 mL de agua y se introdujeron en jaulas
entomoldgicas de 60 x 60 x 60 cm para la emergencia de adultos. Los adultos machos
fueron alimentados con una solucién azucarada al 10% y semanalmente se introdujo
un conejo (Oryctolagus cuniculatus) inmovilizado por una noche como material
hematofagico para las hembras. La cria se mantuvo en laboratorio a 27+2 °C, 60-70
% de humedad relativa y fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h oscuridad (Pérez-Pacheco

et al., 2004; Rahuman &Venkatesan, 2008; Granados-Echegoyen et al., 2015).

Obtencion de huevos de mosquito
Para la obtencion de huevos del mosquito se ubicaron recipientes de plastico

color negro recubiertos en el interior con cuadriculas de papel filtro Whatman No. 1
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de 2 x 2 cm de dimensidn, para que las hembras del insecto lo utilizaran como medio
de postura para realizar la oviposicion. Las cuadriculas fueron retiradas cada 24 h 'y
se trasladaron a una camara hiumeda de 10 x 20 X 5 cm por 12 h para promover la
hidratacion y desarrollo el embrion; pasado este tiempo las cuadriculas se retiraron
de la cdmara y se observaron en un estereoscopio Nikon SMZ800 para determinar si
existia dafo fisico y contabilizar el numero total de huevos ovipositados. Las
cuadriculas con huevos se secaron a temperatura ambiente y se almacenaron hasta

ser utilizadas (Rocha et al., 2015; Veni et al., 2017).

Aislamiento de hongos

Los hongos fueron aislados a partir de muestras de suelo colectadas en el
municipio de Calakmul, Campeche, México. Se sigui6 la técnica de insecto trampa,
que consistio en colocar adultos de Ae. aegypti en cajas de Petri con medio de cultivo
agar agua (AA), suplementado con 200 mg/L de cloranfenicol, después se
esparcieron 300 mg de suelo previamente tamizado y se incubaron a 28 °C por diez
dias. El micelio y esporas que se desarrollaron sobre el insecto se transfirieron de
forma directa a cajas de Petri con medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) y se

incubaron a 28 °C por siete dias (Herndndez-Velazquez et al., 2011).
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Conservacion e identificacion

Se realizaron cultivos monosporicos de los hongos aislados mediante diluciones
seriadas en cajas de Petri con PDA y se incubaron a 28 °C con fotoperiodo de 12 h
de luz y 12 h de oscuridad hasta que el micelio cubrid la superficie. Se tomaron
discos con crecimiento micelial y se conservaron en viales mediante dos métodos,
con agua estéril a temperatura ambiente y en caldo de papa dextrosa (CPD) con
glicerol al 50% en ultracongelacién a -80 °C (Mier et al., 2002). El material conservado

se utilizé como cepas de trabajo.

La identificacion morfoldgica y taxonomica fue realizada por la Dra. Maria
Manuela Reyes Estebanez en el DEMAB. Se realizaron microcultivos en cajas de
Petri y se colocd una varilla de vidrio y se depositd un portaobjetos sobre el que se
colocaron dos cuadros de los medios PDA y AA de 1 cm? aproximadamente. Sobre
los medios PDA y AA se inocularon los hongos y se colocé un cubre objetos.
Finalmente, se vertieron en la caja de Petri 10 mL de agua destilada estéril para
mantener la humedad y se incubaron a 28 °C. Cuando se observd crecimiento
fangico se removieron los cubreobjetos y se colocaron sobre un portaobjetos para la

observacion de las estructuras en microscopio (Mier et al., 2002).
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Obtencion de extractos fiingicos

Para la produccion de biomasa se utilizé arroz Soriana como medio de cultivo.
El arroz se lavo con agua destilada, se triturd con un mortero y se secé en horno
Felisa a 50 °C. Se tomaron 20 g de arroz seco y triturado y se deposito en frascos de
vidrié de 250 mL, ademas se adiciond 30 mL de agua destilada y se dejo fermentar
por 24 h. El material se esterilizé en autoclave Yamato SM500 a 121 °C durante 30

min (Soman et al., 2001).

Para obtener el inoculo, se realizaron cultivos de Paecilomyces sp. y Verticillium
sp. en cajas de Petri de PDA. Después de diez dias de incubacion a 28 °C se adiciond
10 mL de solucidn salina de Cloruro de sodio (NaCl) al 0.85% con tween 80 al 0.1%
(SST) y se realizé un raspado suave sobre la superficie de la caja de Petri para
remover micelio y esporas. Se tomaron 6 mL de la mezcla y se decant6 en tubos
Falcon de 10 mL para eliminar el excedente de micelio. Del indculo filtrado, se
tomaron alicuota de 6 mL y se inocularon los frascos con arroz y agua destilada. De
manera paralela se prepararon blancos inoculados con 6 mL de SST. Después de 40
dias de incubacidén a 28 °C, se transfirieron 100 g de arroz con crecimiento fungico a
matraces Erlenmeyer de 500 mL de capacidad y se macero con 250 mL de metanol.
Los frascos se colocaron en agitacion a 120 rpm en un orbitador Lab Line durante 24
h. Después se decanto a través de papel filtro Whatman del No. 1 y el remanente se

introdujo nuevamente al frasco y se agregd disolvente. El procedimiento se repitio
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dos veces. El filtrado se concentrd y se elimind el disolvente en un evaporador
rotatorio Buchi B-490 a 40 °C y presion reducida para obtener los extractos

metanolicos crudos. (Soman et al., 2001; Macias-Rubalcava et al., 2010).

Fraccionamiento de extractos fiingicos

Los extractos metandlicos crudos se particionaron en fraccién polar y no polar.
El extracto crudo se diluy6 en 10 mL metanol, agua desionizada y diclorometano
(1:1:1) (volumen:volumen:volumen ) (v:v:v). La mezcla se colocoé en un embudo de
separacion y se agitd para integrar los disolventes La solucion se dejo reposar por
cinco minutos para para obtener la separacion de la fase polar (superior) y no polar
(inferior). A la fase polar se le realizaron lavados con 20 mL de diclorometano hasta
que la muestra se observo semi-transparente y se elimino el disolvente en una
liofilizadora Laboconco por 48 h para obtener la fraccién de extracto polar. La fase
no polar se concentrd y se eliminé el disolvente en un evaporador rotatorio. Las

fracciones se conservaron a 4 °C hasta su uso (Synytsya et al., 2017).

Preparacion de concentraciones

Se tomaron 880 mg de cada una de las fracciones del extracto de Paecilomyces sp.
y Verticillium sp.y se disolvieron en 11 mL de dimetilsulféxido (DMSO) al 0.7% como
agente emulsificante para obtener la solucién inicial del tratamiento (80,000 ppm),

posteriormente por diluciéon volumétrica en serie se prepararon las concentraciones
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de aplicacién para los bioensayos de accion ovicida (60000, 30000, 15000, 75000) y

larvicida (60000, 40000, 20000, 10000, 5000 y 2500 ppm) (WHO, 2005)

Actividad ovicida en condiciones de laboratorio

Las concentraciones a las que fueron expuestos los huevos fueron 800, 600, 300,
150 y 75 ppm. Se aplico 75 pL de cada una de las concentraciones a las cuadriculas
de 2 X 2 cm y se incubaron en camara humeda de 15 X 30 X 10 cm por 24 h, se
observaron en un estereoscopio para verificar si existia algin dafio fisico al ser
comparadas con el control sin aplicacion de tratamientos. Luego, las cuadriculas se
ubicaron en vasos de plastico con 100 mL de agua destilada para promover la
eclosion de los huevos. La tasa de eclosion se registro 48 h después de la aplicacion

de los tratamientos (Su & Mulla, 1998; Arivoli & Tennyson, 2013).

% d tividad ovicid No. huevos eclosionados en el control — No.de huevos eclosionados por el tratamiento "
e actividad ovicida = x
? No. de huevos eclosionados en el control

Actividad larvicida en condiciones de laboratorio

Las concentraciones finales a las que fueron sometidas las larvas del mosquito
fueron 800, 600, 400, 200, 100, 50 y 25 ppm, obtenidas al aplicar una alicuota de 1 mL
de la solucidn inicial en 100 mL de agua destilada en cada unidad experimental con
20 larvas de segundo instar tardio (WHO, 2005; Granados-Echegoyen et al., 2014).
La mortalidad de las fracciones polar y no polar de los extractos evaluados se

determin6 durante tres dias (24, 48 y 72 h) después de la aplicacién de los
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tratamientos. Se consideraron larvas muertas cuando no presentaran movimientos
similares a los exhibidos por las larvas del grupo control y cuando la larva no mostré
ninguna reaccion al momento de ser alterada en el sifén y su region cervical

(Granados-Echegoyen et al., 2015; Martinez-Tomas et al., 2018).

Anadlisis fitoquimico y cromatografia en capa fina (TLC)
Las fracciones evaluadas se analizaron para detectar la presencia de alcaloides,
cumarinas, antroquinonas, flavonoides, taninos y terpenoides como lo describe

Pascual et al. (2002).

Los alcaloides se detectaron pulverizando el reactivo de Dragendorff sobre la
placa seca de TLC. La aparicion de manchas color anaranjado indicaron la presencia

de alcaloides.

La presencia de cumarinas y antroquinonas se realizo usando solucién de
Borntrager (hidréxido de potasio (KOH) en EtOH al 5%); al cromatograma se le
pulverizo la solucion y se detectaron cumarinas por la formacion de una
fluorescencia azul a 365 nm; las antroquinonas se detectaron por la aparicién de

color rojo.

Los flavonoides se detectaron pulverizando sobre el cromatograma

difenilboriloxietilamina (NP) con CHsOH al 1%, seguido de polietilenglicol (PEG)
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con EtOH al 5%; un color amarillo intenso, rojo, azul o verde fluorescente a 365 nm

de UV indico6 la presencia de flavonoides.

La presencia de taninos se demostré por la presencia de zonas oscuras (azul-

negro) en las placas de TLC al aplicar cloruro férrico (FeCls) al 3%.

Para demostrar la presencia de terpenoides, se uso el reactivo de Godin; se
pulverizo sobre el cromatograma una solucion de vainillina en EtOH al 1% mezclada
(1:1) (v:v) con acido perclérico (HCIOs4) al 3% en agua, luego se pulverizdé una
solucion al 10% de 4cido sulftrico (H2SOs4) en EtOH. La placa se calent6 a 105 °C por

tres minutos, la aparicidon de color rojo o azul mostré la presencia de terpenoides.

El volumen de las manchas aplicadas en las placas cromatografias fue de 10 pL.
Se desarrollaron placas de TLC de la fraccion polar y no polar de extracto metandlico
de Paecilomyces sp. y Verticillium sp. en sistema de disolventes tolueno-cloroformo-
acetona (40:25:35) (v:v:v). Los cromatogramas se observaron primero sin tratamiento
quimico bajo luz ultravioleta de 365 nm y luego usando los reactivos de

pulverizacion.

Anadlisis estadistico
Los bioensayos con huevos y larvas de Ae. aegypti sometidas a concentraciones
de fracciones polares y no polares de extracto de Paicelomyces sp. y Verticillium sp.

se establecieron bajo un disefio completamente aleatorizado. Se realizé un analisis
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de varianza de la actividad ovicida y larvicida para identificar diferencias
significativas y prueba de Tukey para separar las medias con p<0.05. El efecto
larvicida (%) durante los primeros tres dias fue sometido a un andlisis de Probit para
calcular las concentraciones letales 50 y 90 (LCs0 y LC) y otros valores estadisticos
con limite de confianza de 95%. El andlisis se realiz¢ utilizando el software Minitab

v18.1 (Minitab, Inc. 2017).

RESULTADOS

Tamizaje fitoquimico y andlisis de TLC

El tamizaje fitoquimico (Tabla 1) en el sistema de disolventes tolueno-
cloroformo-acetona mostré que en las fracciones polares de los extractos no se
detectd la presencia de metabolitos secundarios. En la fraccion polar de Paecilomyces
sp. se presentaron cumarinas, flavonoides y terpenoides, mientras que en la fraccion

no polar de Verticillium sp. s6lo se determino la presencia de terpenoides.

Tabla 1. Componentes fitoquimicos de las fracciones polar y no polar de Paecilomyces

sp. y Verticillium sp.

Metabolitos Paecilomyces sp.  Verticillium sp.
FP FNP FP FNP
Alcaloides - - - -
Cumarinas - + - -
Antroquinonas - - - _
Flavonoides - + - -
Taninos - - - -
Terpenoides - + - +

NP: Productos naturales; PEG: Polietilenglicol; FP: Fraccidon polar; FNP: Fraccién No Polar
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Actividad ovicida
Los huevos de Ae. aegypti que se sometieron a diferentes concentraciones de la
fraccion no polar de extractos metanodlicos de Paecilomyces sp. y Verticillium sp.
presentaron un menor porcentaje actividad ovicida de 48 h de exposicion. Los
valores mas altos en el experimento, se registraron con la concentracion de 800 ppm
de las fracciones polares de los extractos de el extracto de Paecilomyces sp. y
Verticillium sp. Con la aplicaciéon de concentraciones menores a 300 ppm de la
fraccion polar de Paecilomyces sp. no se resgistro actividad ovicida. De acuerdo al
analisis estadistico, ambas fracciones del extracto de Paecilomyces sp. presentan
diferencias significativas, sin embargo, los mejores resultados se obtuvieron con los
tratamientos en los que se utilizo la concentracion de 800 ppm, mientras que, con la
utilizacién de las fracciones polar y no polar de Verticillium sp. no se presentaron

diferencias significativas con la utilizacion de concentraciones entre 150 y 75 ppm.

Tabla 2. Actividad ovicida de huevos de Aedes aegypti después de 48 h de exposicion
a las fracciones polar y no polar de extractos de Paecilomyces sp.y Verticillium sp.

Extracto Fraccion Concentracion (ppm) / Media (%)
800 600 300 150 75 Control

Paecilomyces sp  Polar 7424 a 42.14b 0.00 c 0.00 c 0.00 c 0.00 c
No 6333 a 33.57b 32.70b 16.76 ¢ 0.00d 0.00d
polar

Verticillium sp.  Polar 76.96 a 63.95b 19.80 ¢ 8.89 cd 7.28 cd 0.00d
No 62.01a 5791a 24.20b 20.31 bc 8.00 cd 0.00d
Polar

Medias seguidas por letras diferentes dentro de la misma fila y tratamiento son significativamente diferentes en p<0.05 en
comparacion con el grupo de control.
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Actividad larvicida

Las larvas de Ae. aegypti sometidas a la fraccion polar del extracto de Paecilomyces
sp. registraron valores de 28.33% de mortalidad después de 72 h de la aplicacion del
tratamiento con concentracion de 800 ppm (Tabla 2). Con las concentraciones
menores a 200 ppm no se presento actividad larvicida, mientras que, con la fraccion
no polar del mismo extracto, después de 24 h se presentd el 100% de mortalidad de
larvas a concentraciones de 800 y 600 ppm (LCso de 54.93 ppm y LCo de 200.40 ppm).
En las larvas que fueron expuestas a la fraccion polar de Verticillium sp. con la
concentracion de 800 ppm, se obtuvo 13.33% de mortalidad después de 72 h de la
aplicacion del tratamiento mientras que en los tratamientos con concentraciones
menores no se registraron datos de mortalidad. La fraccion no polar de Verticillium
sp. elimind el 93.33% y 88.33% de la poblacion de larvas después de 24 h de la
aplicacion de los tratamientos con concentraciones de 800 y 600 ppm,
respectivamente, mientras que, las larvas que se sometieron a concentraciones entre
400 y 100 ppm mostraron valores superiores al 40% de mortalidad después de 72 h
de la aplicacion de los tratamientos. Estadisticamente, los resultados indican que los
mejores resultados se presentaron en los que se sometieron las larvas a

concentraciones de 800 ppm de las fracciones no polares de ambos extractos.
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Tabla 3. Mortalidad a las 24, 48 y 72 h de larvas de mosquito Aedes aegypti tratadas con las fracciones polar y no polar de
extractos de Paecilomyces sp. y Verticillium sp.

Extracto Fraccién Dias (h) Concentracion (ppm) / Medias (%)
800 600 400 200 100 50 25 Control
Paecilomyces sp. Polar 24 8.33 a 6.67 a 0.00 b 0.00 b 0.00 b 0.00 b 0.00 b 0.00 ¢
48 23.33a 15.00 a 0.00b 0.00 b 0.00 b 0.00 b 0.00 b 0.00 b
72 28.33 a 20.00 b 3.33 ¢ 0.00 c 0.00 c 0.00 c 0.00 ¢ 0.00 ¢
No polar 24 100.00a  100.00a  96.67 a 96.67 a 78.33 Db 51.67c  21.67d 0.00 e
48 - - 96.67 a 98.33 a 78.33b 53.33c¢  2833d 0.00 e
72 - - 96.67 a 98.33 a 80.00 b 53.33c¢  2833d 0.00 e
Verticillium sp. Polar 24 8.33 a 0.00 b 0.00 b 0.00 b 0.00 b 0.00 b 0.00 b 0.00 b
48 13.33 a 0.00 b 0.00b 0.00 b 0.00 b 0.00 b 0.00 b 0.00 b
72 13.33 a 0.00 b 0.00 b 0.00 b 0.00 b 0.00 b 0.00 b 0.00 b
No polar 24 93.33 a 88.33 a 81.67ab  55.00bc  40.00cd 8.33e 11.67de  0.00e
48 93.33 a 88.33 a 81.67ab  55.00bc  41.67c 11.67d  11.67d 0.00d
72 93.33 a 88.33 a 88.33ab  61.67bc 41.67c 11.67d  11.67d 0.00d

Las medias seguidos por letras diferentes dentro de la misma columna y tratamiento son significativamente diferentes en p<0.05 en comparacion con el grupo de control.

Tabla 4. Concentraciones letales de las fracciones polar y no polar de extractos de Paecilomyces sp. 'y Verticillium sp. contra
larvas de mosquitos Aedes aegypti.

Extracto Fraccién Dias (h) LCso LCo
Paecilomyces sp. Polar 24 1235.06 (997.91 - 2254.77) 1681.23 (1277.41 - 3486.72)
Nopolar 24 54.93 (30.59 - 74.64) 200.40 (170.19 - 248.75)
Verticillium sp. Polar 24 862.31 (*) 920.05 (*)
No polar 24 249.38 (210.81 - 288.44) 596.79 (533.76 - 681.34)

LGCso: concentracion letal que controla el 50% de la poblacién de mosquitos; LCo: concentracion letal que controla el 90% de la poblacién de mosquitos; * Los valores entre paréntesis
indican los limites de confianza del 95% inferior y superior; (*): Sin determinacién de LC. No alcanza la convergencia para el criterio de calculo. Bajo nimero de iteraciones.
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DISCUSION

Lo extractos fangicos son una fuente de diferentes grupos quimicos. Se ha reportado
que P. lilacinum, P. militaris (Teles & Takahashi, 2013), P. fumosoroseus, V. lecanii. B.
bassiana (Vey et al., 2001; Asaff et al., 2005) y otras especies de hongos enddfitos como
Acremonium zeae, Phomopsis sp. (Yu et al., 2010) producen diferentes tipos de alcaloides,
sin embargo, en nuestro estudio, en las fracciones de extracto metanoélico no se detectd
la presencia de este grupo de metabolitos secundarios. Asi mismo, se ha demostrado
la produccion de diferentes grupos de metabolitos como flavonoides, glucosidos,
xantonas, isocumarinas, quinonas, fenil propanoides, lignanos, metabolitos alifaticos,
lactonas y esteroides en diferentes especies fungicas (Zhang et al., 2006), sin embargo,

la informacion es limitada en relacion a las especies evaluadas en este estudio.

En la actualidad, por seguridad ambiental, para que un producto sea aceptable, no
debe causar una alta mortalidad en los organismos objetivo (Govindarajan et al., 2011).
Nuestros resultados muestran que la fraccion no polar de extracto metanolico de
Paecilomyces sp. y Verticillium sp. poseen actividad ovicida contra Ae. aegypti. Este
resultado es comparable con lo que informan Luz et al. (2007) que evaluaron la
actividad ovicida de 21 especies de hongos contra Ae. aegypti, entre los que destaco P.
lilacinum por la inhibicién de eclosion de los huevos. Rocha et al. (2015) que observaron
eclosion de huevos <30% con la aplicacion de suspension de 5 x 10° conidia cm™.de
Tolypocladium cylindrosporum, mientras que con la aplicacion de suspension de conidias

de 33 x 10°y 3.3 x 10°® de Tolypocladium cylindrosporum IP 419 y Tolypocladium



cylindrosporum IP 425, respectivamente, se obtuvo inhibicion de la eclosion de huevos
de Ae. aegypti menores del 30%, después de 48 h de exposicion a los tratamientos
(Montalva et al., 2019). También se han evaluado la actividad ovicida de diferentes
extractos botanicos. Con la aplicacion de concentraciones de 250 y 300 ppm de extracto
de cloroformo y metanol obtenido de hojas de Terminalia chebula no se reporta eclosion
de huevos de Ae. aegypti y Anopheles stephensi después de 48 h de exposicion a los
tratamientos (Veni et al., 2017); Govindarajan y Sivakumar (2014) reportan valores
menores de 20% de eclosion de huevos de Ae. aegypti, Cx. quinquefasciatus y An. stephensi
con la aplicacion de extracto metandlico de hojas de Erythrina indica con
concentraciones entre 200 y 300 ppm. Con la aplicacién de extracto de hexano de
Limonia acidissima se registraron valores de 79.2% y 60% de actividad ovicida con una
concentracion de 500 ppm sobre huevos de Cx. quinquefasciatus y Ae. aegypti,
respectivamente (Reegan et al., 2015). Los resultados obtenidos en nuestro estudio de
porcentaje de eclosién de huevos son similares a los que se obtuvieron con la aplicacion
de extractos botanicos obtenidos con solventes de diferente polaridad, sin embargo, las
concentraciones mads altas a las que se sometieron los organismos son menores a las

que se utilizaron en nuestro estudio.

La actividad larvicida se ha evaluado con extractos de diferentes especies fungicas. En
nuestro estudio la fraccion no polar de los extractos metandlicos de Paecilomyces sp. y

Verticillium sp. registraron los valores mas altos de mortalidad de larvas de segundo
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instar después de 24 h de exposicién a los tratamientos. Estos resultados son similares
a los que reporta Al-Mekhlafi (2017) con la aplicacion de extracto metanolico de P.
lilacinum, en los que obtuvo valores de mortalidad de 100% (LCso de 190.66 ppm) y
93.33% (LCso de 378.63 ppm) sobre larvas de cuarto instar de Ae. caspius y Cx. pipiens,
respectivamente. La aplicacion del filtrado de metabolitos de V. lecani contra larvas de
Cx. quinquefasciatus demostrd mayor susceptibilidad de larvas de cuarto instar con LCso
de 40 ppm, LCo de 128.82 ppm y LCo de 293.81 ppm después de 72 h de exposicion a
los tratamientos (Soni & Prakash, 2012). La fraccion soluble en metanol del extracto del
hongo fitopatdgeno Cochliobolus spicifer sobre larvas de tercer instar de Ae. caspius (LCso
de 170.33 ppm y LCo de 264.47 ppm) y Cx. pipiens (LCso de 133.39 ppm y LCo de 249.84
ppm) registrd valores de 100% de mortalidad de larvas después de 24 h de exposicion
a una concentracién de 300 ppm (Al-shami et al., 2015). En el estudio realizado por
Govindarajan et al. (2005) evaluaron filtrados de cultivo de Aspergillus flavus,
mostrando actividad larvicida y mayor efecto toxico contra larvas de tercer instar de
Cx. quinquefasciatus con una LCso de 38.34 ppm después de 24 h a la exposicion de los
tratamientos, resultado que es menor a los registros que se obtuvieron en nuestro
estudio. Ragavendran y Natarajan (2015), evaluaron el extracto de acetato de etilo de
Aspergillus terreus y con la concentracion de 500 ppm registraron valores superiores al
90% de mortalidad de larvas de segundo instar de Ae. aegypti y Cx. quinquefasciatus
después de 24 h de exposicion, resultado similar al que se obtuvo en nuestro estudio

con las tratadas con las fracciones no polares.
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Las variaciones de la actividad larvicida de los extractos utilizados estan
relacionadas directamente con la polaridad de los compuestos bioactivos (Ghosh et al.,
2012). Es importante mencionar que los estudios previos con uso de extractos obtenidos
de Paecilomyces sp. o Verticillium sp. para determinar el efecto toxico sobre huevos de

diferentes especies de mosquitos son limitados.

CONCLUSION

Con los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico se puede atribuir el efecto
toxico a los terpenoides, debido a que son los compuestos que se detectaron en las
fracciones no polares de los extractos metanolicos de Paecilomyces sp. y Verticillium sp.,
sin embargo, pueden existir otros grupos quimicos que también estén ejerciendo accion
sobre las larvas de Ae. aegypti, por lo que es necesario realizar nuevas pruebas de
deteccion de metabolitos secundarios y posteriormente purificar, identificar y
caracterizar los componentes activos. Se concluye que la fraccion no polar del extracto
metanolico de Paecilomyces sp y Verticillium sp. tiene un efecto toxico mas severo sobre
larvas de Ae. aegypti, sin embargo, la actividad ovicida es mayor con la aplicacion de
diferentes concentraciones de la fraccidon polar. Los resultados obtenidos con el uso de
la fraccién no polar, demuestran que existen compuestos biactivos que pueden ser

incluidos dentro de una estrategia de manejo integrado de larvas de mosquitos.
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Toxicidad de extractos etanolicos de Myrothecium spp. contra larvas del
mosquito vector del Dengue Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

Toxicity of ethanol extracts of Myrothecium spp. against mosquito larvae vector of
Dengue Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)
RESUMEN

El mosquito Ae. aegypti es el vector principal del dengue y otras enfermedades de
importancia epidemioldgica que provocan la mayor morbilidad y mortalidad en
humanos e invertebrados. Los hongos del genero Myrothecium son patogenos que
causa manchas foliares y pudriciones de tallo en diferentes especies vegetales. Se
obtuvieron extractos etandlicos cultivando M. dimerum, M. nivale y M. roridum en arroz.
Se realiz6 un analisis fitoquimico a los extractos obtenidos. Se establecio un bioensayo
bajo un disefio experimental completamente al azar con tres repeticiones. Se realizé un
andlisis de varianza y comparacion de medias Tukey (p<0.05). Se seleccionaron 20
larvas colocadas en un vaso de plastico que contenia 100 mL de agua destilada y 1 mL
de los tratamientos (800, 600, 400, 200, 100, 50 y 25 ppm). Los resultados demuestran el
potencial de los extractos de M. dimerum y M. nivale después de 48 h y 72 h con el
extracto de M. roridum con la concentraciéon mas alta. Al finalizar el experimento, se
presentd el 100% de mortalidad de con las concentraciones de 800, 600 y 400 ppm con
la aplicacion de los extratos de M. nivale y M. roridum. Los extractos evaluados ejercen
un efecto de letargo en el crecimiento y desarrollo de las larvas en comparacion con el

control. Con datos obtenidos se demuestra el potencial larvicida y de inhibiciéon de
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crecimiento de los extractos de las tres especies del genero Myrothecium, por lo que
pueden ser incluidos dentro de una estrategia de manejo integrado de las poblaciones

de mosquitos.

Palabras clave: fitopatdgeno, larvicida, hongos mitosporicos.

ABSTRACT

The mosquito Ae. aegypti is the main vector of the fastidiousness and other illnesses
of epidemiologic importance that provoke the biggest morbidity and mortality in
human and invertebrate. The fungi of the genre Myrothecium is pathogenic that causes
spots you will foliate and stem putrefactions in different vegetable species. Ethanolic
extracts were obtained cultivating M. dimerum, M. nivale and M. roridum in rice. An
analysis phytochemical to the obtained extracts was realized. A bioessay was
established under an experimental design completely at random with three repetitions.
There was realized an analysis of variance and comparison of averages Tukey (p <0.05).
There were selected 20 larvae placed in a glass of plastic that was containing 100 mL of
distilled water and 1 mL of the treatments (800, 600, 400, 200, 100, 50 and 25 ppm). The
results demonstrate the potential of the extracts of M. dimerum and M. nivale after 48 h
and 72 h with the extract of M. roridum with the highest concentration. On having
finished the experiment, 100% of mortality presented before himself of with the
concentrations of 800, 600 and 400 ppm with the application of the extracts of M. nivale
and M. roridum. The evaluated extracts exercise a lethargy effect in the growth and
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development of the larvae compared to the control. With obtained information the
potential is demonstrated larvicida and of inhibition of growth of the extracts of three
species of the genre Myrothecium, by what they can be included inside an strategy of

integrated handling of the populations of mosquitoes.

Key words: Phyopathogenic, larvicide, fungi mitosporic.

INTRODUCCION

Los mosquitos son insectos vectores de virus y parasitos que causan la muerte de
millones de seres humanos en diferentes regiones tropicales y subtropicales
(Mathalaimuthu et al., 2017). Se han descrito 41 géneros y 3500 especies de las cuales,
100 se han reportan como vectores de enfermedades en humanos y otros vertebrados.
Estos culicidos, constituyen un problema importante de salud publica por ser vectores
de enfermedades humanas como la malaria, filariasis, encefalitis japonesa, fiebre del
dengue, zika, chikungunya y fiebre amarilla (Subarani et al.,, 2013), ademas las

picaduras causan respuestas alérgicas como la urticaria o angioedema (Govindarajan

& Sivakumar, 2014a).

Aedes aegypti Linnaeus (Ae. aegypti) es el vector primario en la transmision de
arbovirus responsables de diversas enfermedades entre las que destaca el dengue,
fiebre amarilla y chikungunya, principalmente (Mathalaimuthu et al., 2017). La fiebre

del dengue se ha convertido en un importante problema de salud. El nimero de casos
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notificados sigue aumentando, especialmente con formas mas graves de la enfermedad
como hemorragias, fiebre 6 sindrome de shock del dengue y en algunos casos con
manifestaciones inusuales como la afectacion del sistema nervioso central; esta
enfermedad prevalece en mas de 100 paises y amenaza la salud de aproximadamente
2,500 millones de personas, mientras que alrededor de 80 millones de personas se
infectan anualmente con una tasa de ataque del 4% en todo el mundo (Govindarajan &

Sivakumar, 2014b; Ali et al., 2018).

El género Myrothecium Alb. & Schwein. (Hypocreales: Stachybotryaceae) incluye
ocho especies, y varias de ellas viven como saproéfitos en el suelo y se consideran
patdgenos de mas de 200 especies de plantas (Mehmood et al., 2018). Los sintomas que
provocan, son generalmente manchas foliares de color marréon a marrén oscuro y
grietas superficiales o profundas, generalmente en forma de crater en la fruta en
diferentes especies de agricolas y ornamentales, tales como soya, tomate, cafeto,
anturio, entre otras (Nunes et al.,, 2015). En estudios recientes, se ha determinado que
los hongos del genero Myrothecium producen compuestos bioactivos tales como los
tricotecenos (terpenoides), diterpenos, amidas, policétidos (actian como bloques de
construccion de amplio rango de productos naturales), esteroles (esteroides), lactonas
y myrothecosidos que poseen actividad bioldgica contra diferentes organismos
(Quezado-Duval et al., 2010; Fu et al., 2014; Ruma et al., 2014; Zhang et al., 2016. En este

sentido, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto toxico de extractos
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etandlicos de Myrothecium roridum, M. dimerum y M. nivale sobre larvas de segundo
instar de Ae. aeqypti y caracterizar cualitativamente los principales grupos quimicos

presentes.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de material bioldgico

Cria de Aedes aegypti

Se colectaron huevos, larvas y pupas de Ae. aegypti en agua sucia acumulada en la
Ciudad de Campeche, México (19°49'36.7"N 90°33'15.6"W). Los huevos se trasladaron
al laboratorio del Departamento de Microbiologia Ambiental y Biotecnologia
(DEMAB) de la Universidad Auténoma de Campeche (UAC) y se colocaron en
bandejas de plastico (47 cm x 35 cm x 12 cm) con 300 mL de agua para su eclosion. Las
larvas se alimentaron con alimento molido para peces tilapia (Api-tilapia nivel 1®)
hasta que alcanzaron la fase pupal. Las pupas se transfirieron a recipientes (30 x 20 x 6
cm) con 300 mL de agua y se introdujeron en jaulas entomoldgicas de 60 x 60 x 60 cm
para la emergencia de adultos. Los adultos machos fueron alimentados con una
solucion azucarada al 10% y semanalmente se introdujo un conejo (Oryctolagus
cuniculatus) inmovilizado por una noche como material hematofagico para las
hembras. La cria se mantuvo en laboratorio a 2742 °C, 60-70 % de humedad relativa y
fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h oscuridad (Pérez-Pacheco et al., 2004; Rahuman

&Venkatesan, 2008; Granados-Echegoyen et al., 2015b).
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Obtencion de extractos fiingicos

Para la produccion de biomasa se utiliz6 arroz Soriana como medio de cultivo. El
arroz se lavo con agua destilada, se trituré con un mortero y se seco en horno Felisa a
50 °C. Se tomaron 20 g de arroz seco y triturado y se deposito en frascos de vidrio de
250 mL, ademas se adicioné 30 mL de agua destilada y se dejo fermentar por 24 h. El
material se esterilizo en autoclave Yamato SM500 a 121 °C durante 30 min (Soman et

al.,, 2001).

Para obtener el indculo, se utilizaron hongos M. roridum, M. dimerum y M. nivale
depositados en el cepario del DEMAB — UAC y se cultivaron en cajas de Petri de PDA.
Después de diez dias de incubacién a 28 °C se adiciond 10 mL de solucion salina de
NaCl al 0.85% con tween 80 al 0.1% (SST) y se realizé un raspado suave sobre la
superficie de la caja de Petri para remover micelio y esporas. Se tomaron 6 mL de la
mezcla y se decant6 en tubos Falcon de 10 mL para eliminar el excedente de micelio.
Del indculo filtrado, se tomaron alicuota de 6 mL y se inocularon los frascos con arroz
y agua destilada. De manera paralela se prepararon blancos inoculados con 6 mL de
SST. Después de 40 dias de incubacién a 28 °C, se transfirieron 100 g de arroz con
crecimiento fungico a matraces Erlenmeyer de 500 mL de capacidad y se macero con
250 mL de metanol. Los frascos se colocaron en agitacion a 120 rpm en un orbitador
Lab Line durante 24 h. Después se decant6 a través de papel filtro Whatman del No. 1

y el remanente se introdujo nuevamente al frasco y se agregd disolvente. El
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procedimiento se repitid dos veces. El filtrado se concentro y se elimind el disolvente
en un evaporador rotatorio Buchi B-490 a 40 °C y presion reducida para obtener los

extractos metanolicos crudos. (Soman et al., 2001; Macias-Rubalcava et al., 2010).

Preparacion de concentraciones

Se tomaron 880 mg de cada extracto etanolico de M. roridum, M. dimerum y M. nivale
y se disolvieron en 11 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) al 0.7% como agente
emulsificante para obtener la solucidn inicial de 80000 ppm, posteriormente por
dilucion volumétrica en serie se prepararon las concentraciones de aplicacion (60000,
40000, 20000, 10000, 5000 y 2500 ppm) (WHO, 2005). Para cada tratamiento se
seleccionaron grupos de 20 larvas y se colocaron en vasos de plastico con 100 mL de
agua destilada y 1 mL de las concentraciones de aplicacion; las concentraciones finales

fueron de 800, 600, 400, 200, 100, 50 y 25 ppm.

Actividad larvicida e inhibicion de crecimiento en condiciones de laboratorio

Los bioensayos de actividad larvicida se realizaron de acuerdo con los
Procedimientos Estandar de la Organizacion Mundial de la Salud (2015). La mortalidad
de los extractos evaluados se determind durante tres dias (24, 48 y 72 h) después de la
aplicacion de los tratamientos. Se sigui6 realizando un seguimiento de los insectos
durante 20 dias para observar las diferentes etapas de desarrollo (segundo, tercero,
cuarto instar, pupas y adultos). La mortalidad de los extractos evaluados se determind
durante tres dias (24, 48 y 72 h) después de la aplicacion de los tratamientos. Las larvas
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y pupas muertas se contaron y eliminaron diariamente en cada etapa de desarrollo. Se
consideraron larvas muertas cuando no presentaran movimientos similares a los
exhibidos por las larvas del grupo control y cuando la larva no mostré ninguna
reaccion al momento de ser alterada en el sifon y su region cervical. Cuando el grupo
control presentd del 90 — 93% de pupas formadas se contabilizaron las larvas y pupas
vivas y muertas de cada estadio. Cada tratamiento fue replicado tres veces (Granados-
Echegoyen et al., 2015b; Martinez-Tomas et al., 2018). Con la informacion recopilada se
calculd el Indice de Inhibicién de Crecimiento (IIC) usando la siguiente formula (Zhang

et al., 1993):

Y 1(No. de insectos vivos * fase insecto) + Y'1[No. de insectos muertos * (fase insecto — 1)]

IIC =
(No. total de insectos evaluados * total de fases del insecto)

Donde 1, 2, 3 y 4 representan la fase de insecto de 2°, 3°, 4° instar y pupas formadas
respectivamente. Se usaron aproximadamente 80 insectos para cada tratamiento y el
ntimero total de etapas del insecto fueron cuatro (tres larvas y pupa). El Indice de
Crecimiento Relativo (ICR) se determind mediante la férmula: ICR = IIC tratamiento /

IIC control sin aplicacion.

Duracion larval y pupal en condiciones de laboratorio

Para calcular la duracion de las fases de larva y pupa sigui¢ la metodologia de
Granados-Echegoyen et al. (2018), en la que menciona que se multiplica el porcentaje
de pupas y adultos desarrollados por el nimero de dias en que se desarrollaron en

cada repeticion. Estos valores se agregaron y el total se dividié por el porcentaje total
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de pupas y adultos desarrollados, mientras que la viabilidad larvaria y pupal se estimo
contando el nimero de individuos que se convirtieron en pupas y adultos, expresado

como un porcentaje con respecto al niimero inicial de individuos tratados.

Anadlisis fitoquimico y cromatografia en capa fina (TLC)
Los extractos evaluados se analizaron para detectar la presencia de alcaloides,
cumarinas, antroquinonas, flavonoides, taninos y terpenoides tal como lo describen

Pascual et al. (2008).

Los alcaloides se detectaron pulverizando el reactivo de Dragendortff sobre la placa
seca de TLC. La aparicion de manchas color anaranjado indicaron la presencia de

alcaloides.

La presencia de cumarinas y antroquinonas se realizd usando solucién de
Borntrager (hidroxido de potasio (KOH) en EtOH al 5%); al cromatograma se le
pulverizo la solucion y se detectaron cumarinas por la formacion de una fluorescencia

azul a 365 nm; las antroquinonas se detectaron por la aparicion de color rojo.

Los flavonoides se detectaron pulverizando sobre el cromatograma
difenilboriloxietilamina (NP) con CHsOH al 1%, seguido de polietilenglicol (PEG) con
EtOH al 5%; un color amarillo intenso, rojo, azul o verde fluorescente a 365 nm de UV

indico la presencia de flavonoides.
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La presencia de taninos se demostro por la presencia de zonas oscuras (azul-negro)

en las placas de TLC al aplicar cloruro férrico (FeCls) al 3%.

Para demostrar la presencia de terpenoides, se usé el reactivo de Godin; se
pulverizo sobre el cromatograma una solucion de vainillina en EtOH al 1% mezclada
(1:1) (volumen:volumen) (v:v) con acido perclorico (HCIOs) al 3% en agua, luego se
pulverizé una solucion al 10% de acido sulftirico (H2504) en EtOH. La placa se calentd

a 105 °C por 3 min, la aparicidon de color rojo o azul mostro la presencia de terpenoides.

El volumen de las manchas aplicadas en las placas cromatografias fue de 10 uL. Se
desarrollaron placas de TLC de los extractos etanolicos de M. roridum, M. dimerum y M.
nivale en sistema de disolventes tolueno--acetona (80:20) (v:v). Los cromatogramas se
observaron primero sin tratamiento quimico bajo luz ultravioleta de 365 nm y luego

usando los reactivos de pulverizacion.

Andlisis estadistico

Los bioensayos se establecieron bajo un disefio completamente aleatorizado. Se
realizd un andlisis de varianza para identificar diferencias significativas y prueba de
Tukey para separar las medias con p<0.05 y comparar el efecto de las diferentes
concentraciones en cada etapa de desarrollo. El efecto mortal (%) durante los primeros
tres dias fue sometido a un analisis de Probit para calcular las concentraciones letales
(LCs0 y LCw) y otros valores estadisticos con limite de confianza de 95%. El analisis se

realizo utilizando el software Minitab v18.1 (Minitab, Inc. 2017).
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RESULTADOS

Tamizaje fitoquimico y andlisis de TLC

El tamizaje fitoquimico (Tabla 1) mostré que en los extractos etandlico de las tres
especies de hongos estaban presentes los alcaloides, flavonoides y terpenoides,

mientras que los taninos solo se encontraron en el extracto de M. dimerum y M. roridum.

Tabla 1. Componentes fitoquimicos de extractos de etanol de Myrothecium spp.

Metabolitos M. dimerum M. nivale M. roridum
Alcaloides + + +
Cumarinas - - -
Antroquinonas - - -
Flavonoides + + +
Taninos + - +
Terpenoides + + +

NP: Productos naturales; PEG: Polietilenglicol.

Actividad larvicida

Las larvas de Ae. aegypti sometidas a extracto etandlico de M. nivale registraron
valores de 83.33% después de 24 h de la aplicacion del tratamiento con concentracion
de 800 ppm. Con las concentraciones menores a 200 ppm del extracto de M. dimerum
no se registraron datos de mortalidad durante las primeras 72 h (Tabla 2), mientras que
el extracto de M. roridum registrd 98.33% de actividad larvicida después de 48 h de la
aplicacion de las concentraciones de 800 y 600 ppm, respectivamente. Las
concentracions letales que se obtuvieron después de 24 h fueron menores a las
concentraciones utilizadas solo para M. nivale (LCso de 446.85 ppm y LCw de 733.90
ppm), mientras que para M. dimerum y M. roridum las concentraciones media (LCso)

fueron de 1080.52 ppm y 1007.41 ppm, respectivamente. De acuerdo al andlisis
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estadistico, con la utilizacion del extracto de M. dimerum se presentaron diferencias
significativas con las concentraciones entre 800 y 400 ppm después de 48 de la
aplicacion de los tratamientos, sin embargo, el mejor tratamiento resulto ser el de 800
ppm debido a que se eliminaron el 100% de las larvas, mientras que a las 72 h el mejor
tratamiento fue el de 600 ppm. Con la utilizaciéon de extracto de M. nivale no se
presentaron diferencias significativas con las concentraciones de 800 y 600 ppm
durante las primeras 24 y 48 h, sin embargo, los valores indican que después de 48 h,
el mejor tratamiento fue on la concentracion mas alta, debido a que se elimino el 100%
de la poblacion de larvas. El mejor resultado con la utilizacion de extracto etandlico de
M. roridum se obtuvo con las concentraciones de 800, 600 y 400 ppm despties de 72 h
de la aplicacion del tratamiento, mientras que a las 24 h el mejor traamiento fue el de
800 ppm y con las concentraciones entre 600 y 25 ppm no se presentaron diferencias

significativas.

Tabla 2. Mortalidad a las 24, 48 y 72 h de larvas de mosquito Aedes aegypti tratadas con
extractos de etanol de hongos Myrothecium spp.

Concentraciéon (ppm) / Medias (%)

Extracto Dias (h)

800 600 400 200 100 50 25 Control
M. dimerum 24 13.33a 5.00b 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
48 100.00a 85.00b 6.67c 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
72 - 100.00a 11.67b 0.00c  0.00 c 0.00c 0.00c 0.00c
M. nivale 24 83.33a 80.00a 63.33b 18.33c¢ 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
48 100.00a 96.67a 75.00b 23.33c 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
72 - 100.00a 88.33b 28.33c 0.00d 0.00d 0.00d 0.00d
M. roridum 24 13.33a 1.67Db 0.00b 0.00b 0.00Db 0.00b 0.00b 0.00b
48 98.33a 9833a 66.67b 21.67c 13.33cd 5.00de 0.00e 0.00e
72 100.00a 100.00a 90.00a 43.33b 33.33b 11.67c 5.00c 0.00c

Las medias seguidos por letras diferentes dentro de la misma columna y extracto son significativamente diferentes en p<0.05 en
comparacion con el grupo de control
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Tabla 3. Concentraciones letales de extractos de etanol de Myrothecium spp. contra
larvas de segundo instar de mosquito Aedes aegypti

Extracto Dias LCso LCo
(h)
M. dimerum 24 1080.52 (924.45 -1695.18) 1418.66 (1140.32 — 2575.46)
M. nivale 24 446.85 (410.30 — 485.99) 733.90 (677.74 — 805.55)
M. roridum 24 1007.41 (888.49 — 1741.03) 1247.90 (1032.26 — 2665.45)

LCso: concentracion letal que controla el 50% de la poblacién de mosquitos; LCo: concentracién letal que controla el 90% de la
poblacién de mosquitos; * Los valores entre paréntesis indican los limites de confianza del 95% inferior y superior; (*): Sin
determinacién de LC. No alcanza la convergencia para el criterio de calculo. Bajo nimero de iteraciones.

Inhibicién del crecimiento y efectos parciales sobre larvas de mosquito

El indice de inhibicion del crecimiento (IIC) permite observar una reduccion en el
tiempo del desarrollo de las fases del insecto. Las larvas de Ae. aegypti sometidas a una
concentracion de 200 ppm de extracto etandlico de M. roridum presenté un ICR de 0.52,
por lo que se el crecimiento de las fases de larva y pupa del insecto fue 48% menor en
comparacion con el control (1.00) (Tabla 4), mientras que en la duracion de larvas y
pupas no se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos, sin embargo,
si existen diferencias con comparacion con el control. Por otra parte, efecto de
inhibicién de crecimiento fue mayor con las larvas que se expusieron a concentraciones
de 400 200 y 100 ppm de extracto de M. dimerum, por lo que se registraron valores de
ICR de 0.71, 0.77 y 0.80 respectivamente. Los insectos que lograron sobrevivir, pasaron
un menor tiempo en fase de pupa en comparacion con el control. Los valores maximos
de mortalidad total se presentaron con la exposicion de las larvas a las concentraciones
mas altas de cada extracto evaluado, mientras que los valores menores se registraron

con las concentraciones menores de 200 ppm de los extractos de M. dimerum y M. nivale.
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Tabla 4. Mortalidad total, duracién larval y pupal e Indice de Inhibicién de

Crecimiento de larvas de mosquito Aedes aegypti tratadas con extractos de etanol de

Myrothecium spp.

Extracto Concentracion Mortalidad total Duracion ICR
(ppm) (%) Larva* Pupa™

M. dimerum 800 100.00 a 0.00 f 0.00 ¢ 0.00 f
600 100.00 a 0.00 f 0.00 ¢ 0.00 £
400 11.67b 5.77 a 1.05b 0.71e
200 5.00 ¢ 5.52 ab 1.05b 0.77d
100 0.00d 5.26 bc 1.01b 0.80 cd
50 0.00d 495 cd 1.08 b 0.84 bc
25 0.00d 476 d 1.05b 0.86 b
Control 0.00d 3.60 e 226 a 1.00 a

M. nivale 800 100.00 a 0.00 e 0.00 ¢ 0.00d
600 100.00 a 0.00 e 0.00 ¢ 0.00d
400 100.00 a 0.00 e 0.00 ¢ 0.00d
200 45.00 b 5.60 a 1.28b 0.68 ¢
100 0.00 ¢ 5.52 ab 1.26 b 0.79b
50 0.00 ¢ 5.23b 1.15b 0.79b
25 0.00 ¢ 471 ¢ 1.13b 0.80 b
Control 0.00 ¢ 3.60d 2.26 a 1.00 a

M. roridum 800 100.00 a 0.00 ¢ 0.00 c 0.00 e
600 100.00 a 0.00 ¢ 0.00 c 0.00 e
400 100.00 a 0.00 ¢ 0.00 ¢ 0.00 e
200 58.33 b 459 a 1.25b 0.52d
100 36.67 ¢ 4.68 a 1.24b 0.63 ¢
50 13.33 d 4.65 a 1.14b 0.82b
25 5.00 de 449 a 1.26b 0.90 ab
Control 0.00 e 3.60 b 2.26 a 1.00 a

Num.; Namero de individuos; II: larvas de segundo instar; III: tercer instar; IV: cuarto instar; P: pupa; * Periodo de larva a pupa;
** Periodo de pupa a adulto; ICR: Indice de crecimiento relativo; (*): Sin registro o calculo de datos; Las medias seguidos por letras
diferentes dentro de la misma columna y extracto son significativamente diferentes en p<0.05 en comparacién con el grupo de

control.

DISCUSION

Se ha determinado que los hongos del genero Myrothecium tienen la capacidad de

producir compuestos biactivos de diferentes grupos quimicos. Diferentes estudios

reportan la presencia de diferentes grupos de metabolitos secundarios como los fenoles

en el extracto crudo de etil acetato obtenido de Myrothecium sp. M1-CA-102 (Ruma et
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al. 2014). También se ha demostrado la presencia de tricotecenos obtenidos a partir de
extracto M. verrucaria (Isaka et al., 1999) y M. roridum (Liu et al., 2015) y sesquiterpenos
obtenidos de Myrothecium sp. SC0265 (Fu et al., 2014) que pertenecen al grupo de los
terpenoides que en nuestro estudio se observo la presencia de este grupo de

metabolitos secundarios.

Se ha evaluado la actividad larvicida del filtrado de metabolitos de otras especies
de hongos, tales como de Verticillium lecani contra Cx. quinquefasciatus, demostrando
que las larvas de cuarto instar son mas susceptibles que las de otros instar después de
72 h de exposicion a los tratamientos (Soni & Prakash, 2012), resultados que son
similares a los obtenidos en nuestro estudio con concentraciones de 800 y 600 ppm. Al-
Mekhlafi (2017) evalud el extracto metanolico de Paecilomyces lilacinus, que mostrd una
mortalidad de 100% contra larvas de cuarto instar de Ae. caspius (LCso de190.66 ppm) y
Cx. pipiens (LCs0 de 254.25 ppm) después de 24 h de la exposicion a los tratamientos,
resultados que son menores a los que obtuvimos en nuestro estudio, puesto que
después de 24 h de exposicion a los tratamientos con los extractos de las tres especies
de hongos del genero Myrothecium. Por otra parte, Ragavendran & Natarajan (2015),
evaluaron el extracto de acetato de etilo de Aspergillus terreus y con la concentracion de
500 ppm la mortalidad de larvas de segundo instar y pupas de Ae. aegypti y Cx.
quinquefasciatus comienza durante las primeras seis horas de exposicion y es superior

al 90% después de 24 h, resultados que difieren a los datos que se obtuvieron con la
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aplicacion de extractos etandlicos de Myrothecium, puesto que los valores maximos de
actividad larvicida se obtuvieron con M. nivale, mientras que el registro maximo de

mortalidad de pupas se obtuvo con una concentracién de 200 ppm del mismo extracto.

No hay evidencia del efecto de los extractos fungicos en la duracién de larvas y
pupas, sin embargo, existen reportes en larvas de mosquito Cx. quinquefasciatus
tratadas con extracto de metanol de semillas de Ricinus communis con una
concentracion de 162.5 ppm disminuyen el periodo larval (Martinez-Tomas et al.,
2018), resultado inverso al que obtuvimos en nuestro estudio con larvas de Ae. aegypti,
mientras que Daniel et al. (1995) informaron que los extractos de Acalypha indica
aumentan en el periodo de larvas, lo cual coincide con los datos obtenidos en esta
investigacion. El indice de crecimiento relativo (ICR) no se ha evaluado con el uso de
concentraciones de extractos fungicos, sin embargo, se ha determinado este indice con
la utilizacion de extractos botanicos, tal como lo reportan Granados-Echegoyen et al.
(2014) que evaluaron la aplicacion de extractos de etanol y metanol de hojas de
Pseudocalymma alliaceum al 10% sobre larvas de segundo instar de Cx. quinquefasciatus
y reportan valores de ICR de 0.70 y 0.76, respectivamente, que son valores similares a
los que se reportan en este estudio con la aplicacion de concentraciones entre 200 y 50

ppm de extracto de M. nivale.

Se ha determinado la actividad bioldgica contra diferentes organismos con extractos
obtenidos de diferentes especies de hongos del genero Myrothecium. El extracto de
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acetona de M. verrucaria posee actividad nematicida contra el nematodo nédulador de
raices Meloidogyne incognita (Nguyen et al., 2018). Fu et al. (2014), reportaron que el
extracto de metanol obtenido a partir de un cultivo de micelio sélido Myrothecium sp.
SC0265 mostro actividad antibacterial contra Staphylococcus aureus, mientras que Ruma
et al. (2014) determind que el extracto crudo de etil acetato obtenido a partir de micelio
de Myrothecium sp. M1-CA-102 tienen actividad antibacterial contra Shigella flexneri y
Klebsiella pneumoniae y actividad antifungica contra Candida albicans y hongos
patdgenos de plantas Rhizoctonia solani'y Fusarium oxysporum (Wu et al., 2016). En otros
estudios se reporta el efecto aleloquimico de extractos organicos de Muscodor
yucatanensis sobre Guignardia mangifera, Colletotrichum sp., Phomopsis sp., Alternaria
solani, Rhizoctonia sp., Phytophthora capsici y Phytophthora parasitica (Macias-Rubalcava

et al,, 2010).

CONCLUSION

Los resultados de nuestro estudio muestran que los extractos etanolicos de M.
dimerum, M. roridum y M. nivale poseen efecto toxico contra larvas del mosquito Ae.
aegypti. El resultado general de la aplicacion de los tres extractos a concentraciones de
800 ppm observo que la actividad efectiva contra larvas se da entre las 48 y 72 h,
mientras que a concenraciones menores, existe una prolongacion en el ciclo de vida del

insecto, lo que asegura que la reduccion de la poblacion de mosquitos resultante sea
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sustancial incluso cuando el potencial larvicida sea minimo. Asi mismo se realiz6é un
analisis fitoquimico preliminar de los principales grupos quimicos presentes en los
extractos y que ejercen la accion bioldgica, sin embargo, es necesario realizar
evaluaciones con extractos a base de solventes de polaridad variable y purificar,
identificar y caracterizar los componentes activos responsables de la muerte e

inhibicion de crecimiento y desarrollo de los mosquitos.
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CAPITULO 3. EXTRACTOS DE PLANTAS NATIVAS DE OAXACA

Actividad larvicida e inhibicion de crecimiento de extractos de Agave
angustifolia (Asparagaceae: Agavoideae) contra larvas de Aedes aegypti
y Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae)

Larvicidal activity and growth inhibition of extracts of Agave angustifolia
(Asparagaceae: Agavoideae) against larvae of Aedes aegypti and Culex quinquefasciatus
(Diptera: Culicidae)

RESUMEN

Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus son mosquito con distribucion global, con
mayor presencia en zonas tropicales y subtropicales, vectores de diversas
enfermedades como dengue, zika, chikungunya, fiebre amarilla y filariasis linfatica.
Agave angustifolia se utiliza para la elaboracion de mezcal y durante su cosecha las hojas
son abandonadas en campo para su degradacion, sin embargo, este 6rgano vegetativo
posee metabolitos secundarios con potencial como agente de control de insectos. El
objetivo de este estudio fue evaluar el efecto larvicida e inhibicién de crecimiento de
larvas de mosquitos con extractos de hojas de A. angustifolia. El extracto de hojas se
obtuvo mediante un proceso de maceracion y se realizé un anélisis fitoquimico. Se
evaluaron grupos de 20 larvas colocadas en vasos de plastico con 100 mL de agua
destilada y 1 mL de cada una de las concentraciones, se utiliz6 un disefio experimental
completamente al azar con tres repeticiones. El andlisis fitoquimico muestra la

presencia de diferentes grupos quimicos entre lo que destacan los alcaloides,

antroquinonas, flavonoides, taninos y terpenoides. El extracto metanolico mostrd 100%
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de mortalidad de larvas de Ae. aegypti después de 24 h de la aplicacion de la
concentracion de 1000 ppm. Los valores mas altos de mortalidad de larvas de Cx.
quinquefasciatus se registraron después de 72 h de la aplicacion de las concentraciones
mas altas de extracto etandlico y metanolico, sin embargo, al finalizar el experimento
se elimind mas del 90% de la poblacion de con las concentraciones utilizadas. Con las
concentraciones de 125 y 62.5 ppm y el control no se presentaron diferencias
significativas en la inhibicién de crecimiento de larvas de Ae. aegypti. Los resultados
sugieren que los extractos de etanol y metanol son una alternativa viable para el control

de las poblaciones de las dos especies de mosquitos.

Palabras clave: extractos botanicos, mortalidad, mosquitos.

ABSTRACT

Aedes aegypti and Culex quinquefasciatus are mosquitoes with global distribution,
with major presence in tropical and subtropical zones, vectors of diverse illnesses like
fastidiousness, zika, chikungunya, yellow fever and filariasis lymphatic. Agave
angustifolia is used for the tequila making and during its harvest the sheets are left in
tield for its degradation, nevertheless, this vegetative organ it possesses secondary
metabolites with potential like agent of control of insects. The target of this study was
to evaluate the larvicida effect and inhibition of growth of larvae of mosquitoes with
extracts of sheets of A. angustifolin. The sheets extract was obtained by means of a
maceration process and an analysis was realized phytochemical. There were evaluated
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groups of 20 larvae placed in glasses of plastic with 100 mL of distilled water and 1 mL
of each of the concentrations, an experimental design was used completely at random
with three repetitions. The analysis phytochemical shows the presence of different
chemical groups between what they emphasize the alkaloids, anthroquinones,
flavonoids, tannins and terpenoids. The methanolic extract showed 100% of mortality
of larvae of Ae. aegypti after 24 h of the application of the concentration of 1000 ppm.
The highest values of mortality of larvae of Cx. quinquefasciatus registered after 72 h of
the application of the highest concentrations of ethanolic and methanolic extracts,
nevertheless, on having finished the experiment, there were eliminated more than 90%
of the population of with the used concentrations. With the concentrations of 125 and
62.5 ppm and the control significant differences did not appear in the inhibition of
growth of larvae of Ae. aegypti. The results suggest that the extracts of ethanol and
methanol are viable alternatives for the control of the populations of two species of

mosquitoes.

Key words: botanical extracts, mortality, mosquitoes.

INTRODUCCION

Los mosquitos (Diptera: Culicidae) un grupo que comprende aproximadamente
3,500 especies agrupados en 41 géneros que se encuentran distribuidas en dreas
tropicales y subtropicales (Govindarajan & Karuppannan, 2011; Rojas-Olivos et al.,

2018). Mas de 100 especies perjudican a los humanos y otros vertebrados debido a las
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picaduras que provocan urticaria o angioedemas y también son vectores importantes
de diferentes patdgenos y parasitos (Govindarajan & Sivakumar, 2014; Benelli et al.,

2017a).

Aedes aegypti Linnaeus (Ae. aegypti) es uno de los principales vectores de arbovirus
que causan el dengue, fiebre amarilla, chikungunya y zika (Macedo et al., 2017). El
dengue se ha convertido en la principal amenaza para la salud de aproximadamente
2,500 millones de personas en mds de 100 paises (Rahuman & Venkatesan, 2008). Culex
quinquefasciatus Say (Cx. quinquefasciatus) es vector del nematodo Wuchereria bancrofti
responsable de la filariasis linfatica que mantiene 120 millones de personas infectadas
y 44 millones con manifestaciones cronicas en todo el mundo. También es vector de
Plasmodium relictum causante de la malaria aviar y otras enfermedades arbovirales
importantes y peligrosas, incluido el virus del Nilo Occidental y la encefalitis japonesa

(Subarani et al., 2013; Benelli et al., 2017b; Martinez-Tomas et al., 2018).

El control de estos insectos se ha realizado con la aplicacion de insecticidas
sintéticos, sin embargo, el uso excesivo de estos productos ha generado resistencia
fisiologica, efectos toxicos en la salud humana y organismos no objetivo y
contaminacion del ambiente (Das & Chandra, 2012; Rajesh et al., 2015). Estos problemas
han puesto de manifiesto la necesidad de desarrollar agentes de control alternativo y
selectivo que sean mas eficientes y respetuosos con el ambiente (Rawani et al., 2009;
Govindarajan et al., 2011).
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Los productos naturales obtenidos de plantas son una fuente de compuestos
bioactivos que tienen diferentes efectos sobre las fases juveniles y adultas de insectos
(Rattan, 2010). En los altimos afios, se ha reportado que los extractos de plantas poseen
actividad larvicida, ovicida e inhibicion de crecimiento y desarrollo contra diferentes
especies de mosquitos de importancia epidemioldgica (Govindarajan et al., 2011;
Granados-Echegoyen et al., 2014; Baskar et al., 2017; Ali et al., 2018; Hong et al., 2018;

Martinez-Tomas et al., 2018).

La familia Asparagaceae es endémica del continente americano y se encuentra
integrada por nueve géneros y aproximadamente 330 especies distribuida desde el sur
de Estados Unidos hasta Venezuela. El género Agave tiene mas de 275 especies y el 75%
de estas se encuentra presente en México con un alto grado de endemismo. En el estado
de Oaxaca, se encuentran distribuidos el 25% del total de las especies reportadas para
el género, entre las que se encuentra Agave angustifolia Haw (A. angustifolia) (Garcia-
Mendoza, 2007; Kajla et al. 2016). Esta especie, también denominada localmente como
espadin se ha convertido en el principal agave cultivado debido a que el tallo que
representan el 45% del total de la planta es utilizado como materia prima para la
elaboraciéon de la bebida alcohdlica mezcal y durante la cosecha, las hojas son
abandonadas en campo para su degradacion (Pérez del Rio et al., 2013; Chimal-Sanchez
et al., 2018; Lopez-Romero et al., 2018). Sin embargo, se ha reportado que las hojas de

los agaves poseen actividad sobre larvas de diferentes especies de mosquitos debido a
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la presencia de diferentes grupos quimicos (Dharmshaktu et al., 1987; Hammuel et al.,
2011; Ahumada-Santos et al., 2013; Nunes et al., 2015; Guimaraes de Oliveira et al.,
2016; Kajla et al., 2016). Por lo anterior, el objetivo del estudio fue evaluar el efecto
toxico de extractos obtenidos de hojas de A. angustifolia como fuentes potenciales para

el contra larvas de Ae. aegypti y Cx. quinquefasciatus.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de material bioldgico

Cria de mosquitos

Se colectaron huevos, larvas y pupas de Ae. aegypti en agua sucia acumulada en la
Ciudad de Campeche, México (19°49'36.7"N 90°33'15.6"W) y de Cx. quinquefasciatus en
agua sucia acumulada de floreros del cementerio municipal de Ocotldn de Morelos,
Oaxaca, México (16°47'32.4"N 96°40'50.2"W). Los huevos de ambas especies se
trasladaron al laboratorio y se colocaron en bandejas de plastico (47 x 35 x 12 cm) con
300 mL de agua para su eclosion. Las larvas se alimentaron con alimento molido para
peces tilapia (Api-tilapia nivel 1®) hasta que alcanzaron la fase pupal. Las pupas se
transfirieron a recipientes (30 x 20 x 6 cm) con 300 mL de agua y se introdujeron en
jaulas entomolodgicas de 60 x 60 x 60 cm para la emergencia de adultos. Los adultos
machos fueron alimentados con una solucion azucarada al 10% y semanalmente se
introdujo un conejo (Oryctolagus cuniculatus) inmovilizado por una noche como

material hematofagico para las hembras. La cria se mantuvo en laboratorio a 27+2 °C,
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60-70 % de humedad relativa y fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h oscuridad (Pérez-

Pacheco et al., 2004; Rahuman &Venkatesan, 2008; Granados-Echegoyen et al., 2015).

Colecta de plantas y preparacioén de extractos

Las hojas de A. angustifolia de siete anios de edad se recolectaron de campos agricolas
en la comunidad de Monte del Toro. Ejutla de Crespo, Oaxaca, México (16°4028.6"N
96°44'39.9"W). Las hojas se lavaron con agua de corriente para eliminar las particulas
de polvo y se secaron completamente a la sombra con temperatura ambiente (26+2 °C)
durante 70 dias. Las hojas secas de la planta se cortaron en partes de 10 x 2 cm y se
pulverizaron con un molino eléctrico de cuchillos universal (Fritsh, Pulverisette 19) con

una malla de 1 mm. (Granados-Echegoyen et al., 2014).

Se prepararon extractos de etanol (EtOH), metanol (CHsOH) y hexano (CeHu) se
colocé 100 g polvo de hojas en un matraz con 250 mL de cada disolvente, agitando y
dejando reposar durante 72 h (maceracion). La solucidn se filtré con papel Whatman
N° 1y el disolvente se evapordé completamente a presion reducida en un evaporador
rotatorio (Buchi B-490) para obtener los extractos crudos. Los extractos se almacenaron

a 4 °C (Mabe RMF0260XMXX2) hasta su uso (Granados-Echegoyen et al., 2018).

Preparacion de concentraciones para bioensayos
Se tomdé 1 g de cada uno de los extractos y se solubilizaron en 11 mL de
dimetilsulféxido (DMSO) al 0.7% como agente emulsificante para obtener la

concentracion inicial de 100000 ppm, posteriormente por diluciéon volumétrica en serie
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se prepararon las concentraciones de aplicacion (50000, 25000, 12500 y 6250 ppm)
(WHO, 2005). Para cada tratamiento se seleccionaron grupos de 20 larvas y se colocaron
en vasos de plastico con 100 mL de agua destilada y 1 mL de las concentraciones de
aplicacion; las concentraciones finales fueron de 1000, 500, 250, 125 y 62.5 ppm (WHO,

2005).

Analisis fitoquimico y cromatografia en capa fina (TLC)
Los extractos evaluados se analizaron para detectar la presencia de alcaloides,
cumarinas, antroquinonas, flavonoides, taninos y terpenoides tal como lo describen

Pascual et al. (2008).

Los alcaloides se detectaron pulverizando el reactivo de Dragendortff sobre la placa
seca de TLC. La aparicion de manchas color anaranjado indicaron la presencia de

alcaloides.

La presencia de cumarinas y antroquinonas se realiz6 usando solucién de
Borntrager (hidroxido de potasio (KOH) en EtOH al 5%); al cromatograma se le
pulverizo la solucion y se detectaron cumarinas por la formacion de una fluorescencia

azul a 365 nm; las antroquinonas se detectaron por la aparicion de color rojo.

Los flavonoides se detectaron pulverizando sobre el cromatograma

difenilboriloxietilamina (NP) con CHsOH al 1%, seguido de polietilenglicol (PEG) con
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EtOH al 5%; un color amarillo intenso, rojo, azul o verde fluorescente a 365 nm de UV

indicd la presencia de flavonoides.

La presencia de taninos se demostrd por la presencia de zonas oscuras (azul-negro)

en las placas de TLC al aplicar cloruro férrico (FeCls) al 3%.

Para demostrar la presencia de terpenoides, se usé el reactivo de Godin; se
pulverizo sobre el cromatograma una solucion de vainillina en EtOH al 1% mezclada
(1:1) (volumen:volumen) (v:v) con acido percldrico (HClOs) al 3% en agua, luego se
pulverizd una solucién al 10% de acido sulftarico (H2504) en EtOH. La placa se calentd

a 105 °C por 3 min, la aparicién de color rojo o azul mostré la presencia de terpenos.

El volumen de las manchas aplicadas en las placas cromatografias fue de 10 pL. Se
desarrollaron placas de TLC de extractos etandlico, metanodlico y hexdnico de A.
angustifolia en sistemas de disolventes tolueno-acetona (SI) (80:20) (v:v) y tolueno-
cloroformo-acetona (SII) (40:25:35) (v:v:v). Los cromatogramas se observaron primero
sin tratamiento quimico bajo luz ultravioleta de 365 nm y luego usando los reactivos

de pulverizacion.

Bioensayos de actividad larvicida e inhibicién de crecimiento en condiciones de
laboratorio
Los bioensayos de actividad larvicida se realizaron de acuerdo con los

Procedimientos Estandar de la Organizacion Mundial de la Salud (2015). La mortalidad
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de los extractos evaluados se determind durante tres dias (24, 48 y 72 h) después de la
aplicacion de los tratamientos. Se continud realizando un seguimiento de los insectos
por 20 dias para Ae. aegypti y 26 dias para Cx. quinquefasciatus para observar las
diferentes etapas de desarrollo (segundo, tercero, cuarto instar, pupas y adultos). Las
larvas y pupas muertas se contaron y eliminaron diariamente en cada etapa de
desarrollo. La mortalidad se evalué utilizando dos criterios: 1) cuando una larva no
mostré movimientos similares a los exhibidos por el grupo de control; 2) cuando la
larva no mostro ninguna reaccion al momento de ser alterada en el sifén y su region
cervical. Cada tratamiento fue replicado tres veces (Granados-Echegoyen et al., 2015;
Martinez-Tomés et al., 2018). Con la informacién recopilada se calculé el Indice de

Inhibicion de Crecimiento (IIC) usando la siguiente férmula (Zhang et al., 1993):

e = Y1(No. de insectos vivos * fase insecto) + Y'1[No. de insectos muertos * (fase insecto — 1)]

(No.total de insectos evaluados * total de fases del insecto)

Donde 1, 2, 3 y 4 representan la fase de insecto de 2°, 3°, 4° instar y pupas formadas
respectivamente. Se usaron 60 insectos para cada tratamiento y el nimero total de
etapas del insecto fueron cuatro (tres larvas y pupa). El Indice de Crecimiento Relativo
(ICR) se determindé mediante la féormula: ICR = IIC tratamiento / IIC control sin

aplicacion.

Duracion larval y pupal en condiciones de laboratorio
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Para calcular la duracion de las fases de larva y pupa siguié la metodologia de
Granados-Echegoyen et al. (2018), en la que menciona que se multiplica el porcentaje
de pupas y adultos desarrollados por el nimero de dias en que se desarrollaron en
cada repeticion. Estos valores se agregaron y el total se dividid por el porcentaje total
de pupas y adultos desarrollados, mientras que la viabilidad larvaria y pupal se estimé
contando el niumero de individuos que se convirtieron en pupas y adultos, expresado

como un porcentaje con respecto al niumero inicial de individuos tratados.

Andlisis estadistico

Los bioensayos se establecieron bajo un disefio completamente aleatorizado. Se
realizo un andlisis de varianza para identificar diferencias significativas y prueba de
Tukey para separar las medias con p<0.05 y comparar el efecto de las diferentes
concentraciones en cada etapa de desarrollo. El efecto mortal (%) durante los primeros
tres dias fue sometido a un analisis de Probit para calcular las concentraciones letales
(LCs0 y LCw) y otros valores estadisticos con limite de confianza de 95%. El analisis se

realiz6 utilizando el software Minitab v18.1 (Minitab, Inc. 2017).
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RESULTADOS

Tamizaje fitoquimico y andlisis de TLC

El tamizaje fitoquimico cualitativo en dos sistemas de disolventes mostré que en
todos los extractos estaban presentes las antroquinonas, flavonoides, taninos y
terpenoides. (Tabla 1). Las placas de TLC mostraron manchas naranjas caracteristicas
para alcaloides los extractos de etanol y metanol analizados bajo el sistema de
disolventes I (SI) (Fig. 1). Con el reactivo para productos naturales, se observaron
manchas rojas con una coloracion azul muy débil caracteristica de los flavonoides. Las
manchas rojas se presentaron en la parte superior de la placa, indicando posiblemente
flavonoides de menor polaridad. Las placas que se pulverizaron con cloruro férrico

(FeCls) mostraron machas oscuras que determinan la presencia de taninos.

Tabla 1. Componentes fitoquimicos de diferentes extractos crudos de Agave

angustifolia.
Metabolitos SI SII
E H M E H M

Alcaloides + + + - +
Cumarinas - - - - - -
Antroquinonas + + + + + +
Flavonoides + + + + n +
Taninos + + + + + +
Terpenoides + + + + + +

SI: Tolueno-acetona; SII: cloroformo-tolueno-acetona; E: Etanolico; H: Hexanico; M: Metanolico;

NP: Productos naturales; PEG: Polietilenglicol.
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Figura 1. Perfil quimico de TLC de extractos de etanol (1), metanol (2) y hexano (3)
de A. angustifolia. Manchas de TLC reveladas en sistemas de disolventes I con reactivo
de Dragendorff (alcaloides) en A); reactivo para productos naturales (flavonoides) en

B) y reactivo cloruro férrico (taninos) en C) en UV (365 nm).

Actividad larvicida

Se logré observar que las larvas de segundo instar tardio de Ae. aegypti sometidas a
tratamiento con extracto a base de etanol de A. angustifolia, presentd 100% de
efectividad a las 72 h (Tabla 2) con las concentraciones de 1000 y 500 ppm. En cambio,
24 h posteriores a la aplicacion del tratamiento, estos presentaron 83.33% y 61.67% de
mortalidad con una LCso de 583.42 y LCo de 957.15 ppm. Con el extracto a base de
hexano, se obtuvo como registro mas alto de mortalidad 76.67% a las 48 h, dato que es
significativamente reducido a un maximo de 15% a las 72 h con la concentracion de 500
ppm. Con extracto metandlico a las 24 h presenté un 100% de mortalidad con la
concentracion mas alta de 1000 ppm y a las 72 h se presentd el mismo resultado (100%)
con la concentracion de 500 ppm registrando una LCso de 348.78 y 251.95 ppm,

respectivamente.
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Tabla 2. Mortalidad a las 24, 48 y 72 h de larvas de mosquito Aedes aegypti y Culex
quinquefasciatus tratadas con extractos de Agave angustifolia.

Extracto Especie de mosquito  Dias (h) Concentracion (ppm) / Medias + Error estandar

1000 500 250 125 62.5 Control

Etanol  Ae. aegypti 24 8333a 61.67b 16.67c 0.00d 0.00d 0.00d
48 95.00a 9333a 20.00b 0.00c 0.00c 0.00c

72 100.00a 100.00a 25.00b  0.00 c 0.00c  0.00c

Cx. quinquefasciatus 24 68.75a 38.75b 2625c¢ 2375c 11.25d 0.00e

48 8375a 71.25b 5250c 4250cd 35.00d 0.00e

72 96.25a 87.50a 65.00b 58.75bc 47.50c 0.00d

Hexano Ae. aegypti 24 70.00a 13.33b 0.00b 0.00 b 0.00b 0.00b
48 76.67a 1500b 0.00b  0.00b  0.00b 0.00b

72 76.67a 15.00b 0.00b  0.00b  0.00b 0.00b

Cx. quinquefasciatus 24 5.00 a 0.00b 0.00 ¢ 0.00d 0.00e 0.00f

48 10.00a 0.00b  0.00c 0.00d 0.00e 0.00f

72 21.25a 875b  625bc 375cd 0.00d 0.00d

Metanol Ae. aegypti 24 100.00a 88.33b 26.67c 0.00d 0.00d 0.00d
48 - 9833a 3833b 0.00c 0.00c 0.00c

72 - 100.00a 43.33b  0.00c 0.00c  0.00c

Cx. quinquefasciatus 24 73.75a 7125a 67.50a 61.25a 2625b 0.00c

48 8750a 83.75ab 77.50ab 67.50b 28.75c¢ 0.00d

72 96.25a 96.25a 87.50ab 77.50b 36.25c¢ 0.00d

Las medias seguidos por letras diferentes dentro de la misma columna y extracto son significativamente diferentes en p<0.05 en
comparacion con el grupo de control.

Las larvas de segundo instar de Cx. quinquefasciatus sometidas a tratamiento con
extracto etanodlico de A. angustifolia después de 24 h se obtuvo 68.75% de efecto mortal
con la concentracion de 1000 ppm y a las 72 h se registr6 96.25% (Tabla 2) de
mortalidad. Con la aplicaciéon de extracto de hexano, se registraron valores de
mortalidad de 5y 10% a las 24 y 48 h con la concentracion de 1000 ppm, sin embargo,
a las 72 h se registraron valores de 21.25% y 8.75% con las concentraciones de 1000 y
500 ppm. El extracto metanolico a las 24 h tuvo un efecto mortal maximo de 73.75% con
la concentracion de 1000 ppm, registrando LCs de 130.82 y LCo de 2484.77 ppm,
mientras que a las 72 h se obtuvieron valores de 96.25% con la concentracion de 1000 y

500 ppm.

102



Tabla 3. Concentraciones letales de extractos de Agave angustifolia contra larvas de
segundo instar de mosquitos Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus.

Extracto Especie de mosquito Dias LCso LCoo
(h)

Etanol Ae. aegypti 24 583.42 (527.15 - 648.76) 957.15 (865.84 - 1079.51)
Cx. quinquefasciatus 24 679.82 (585.16 - 808.86) 1492.22 (1265.28 - 1860.38)

Hexano Ae. aegypti 24 845.14 (768.80 - 921.48) 1202.10 (1083.67 - 1409.36)
Cx. quinquefasciatus 24 1135.68 (¥) 1204.30 (*)

Metanol Ae. aegypti 24 348.78 (320.15 - 380.66) 495.23 (454.79 - 550.44)
Cx. quinquefasciatus 24  130.82 (73.86 - 188.12) 2484.77 (1365.78 - 7629.39)

LCso: concentracion letal que controla el 50% de la poblacién de mosquitos; LCoo: concentracién letal que controla el 90% de la
poblacion de mosquitos; * Los valores entre paréntesis indican los limites de confianza del 95% inferior y superior; (*): Sin
determinacién de LC. No alcanza la convergencia para el criterio de calculo. Bajo nimero de iteraciones.

Inhibicion del crecimiento y efectos parciales sobre larvas de mosquito

La duracion del ciclo biologico Ae. aegypti fue de 8.55 dias considerando la duracion
larval de 6.50 y la pupal de 2.05, con un ICR de 1.00 en el control sin aplicacion de
tratamiento. Para las concentraciones evaluadas con el extracto crudo de etanol de A.
angustifolia de 1000 y 500 ppm no se presenté ICR debido a que 100% de larvas
murieron en las primeras 72 h, con el tratamiento de 250 ppm al finalizar el ciclo de
vida del insecto se registr6 un 31.67% de mortalidad e ICR de 0.76 que es
significativamente diferente al ser comparado con el control sin aplicacion de
tratamiento. Asi mismo, no se presentaron diferencias significativas en la duracion
larval y pupal. El tratamiento a base de metanol presenté una prolongaciéon del
desarrollo en el periodo de pupa de 2.27 y 2.36 dias con las concentraciones de 125 y
62.5 ppm respectivamente e ICR de 1.67 y 1.74 al ser comparadas con el control (1.00).

Para el caso de extracto crudo de hexano se presentdé un ICR de 0.22 y 0.77 y una
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prolongacion en el desarrollo del insecto de 9.64 y 9.34 dias con las concentraciones de

1000 y 500 ppm, respectivamente (Tabla 4).

Tabla 4. Mortalidad total, duracién larval y pupal e Indice de Inhibicién de
Crecimiento de larvas de mosquito Aedes aegypti tratadas con extractos de Agave

angustifolia.

Extracto Concentracion Mortalidad total Duracion ICR
(ppm) (%) Larva* Pupa**

Etanol 1000 100.00 a *) * *)
500 100.00 a (* * *
250 31.67b 6.23 a 2.00 a 0.76 b
125 0.00 ¢ 6.21 a 210 a 0.98 a
62.5 0.00 ¢ 6.01 a 2.08 a 0.99 a
Control 0.00 c 6.50 a 2.05a 1.00 a

Hexano 1000 78.33 a 7.09b 2.55a 0.22 a
500 15.00b 7.25 ab 2.09 a 0.77b
250 0.00 b 7.55 ab 2.01a 0.89 ab
125 0.00 b 7.65 a 2.15a 0.88 ab
62.5 0.00 b 7.35 ab 210a 0.91 ab
Control 0.00b 6.50 c 2.05a 1.00 a

Metanol 1000 100.00 a * *) ()
500 100.00 a * * (*
250 63.33 b 446 c 2.07 a 0.92b
125 31.67 ¢ 5.38b 227 a 1.67 a
62.5 8.33d 5.00 b 2.36a 1.74 a
Control 0.00d 6.50 a 2.05 1.00 ¢

Num.; Namero de individuos; II: larvas de segundo instar; III: tercer instar; IV: cuarto instar; P: pupa; * Periodo de larva a pupa;
** Periodo de pupa a adulto; ICR: Indice de crecimiento relativo; (*): Sin registro o cdlculo de datos; Las medias seguidos por letras
diferentes dentro de la misma columna y extracto son significativamente diferentes en p<0.05 en comparacion con el grupo de
control.

La duracion total del ciclo de bioldgico de Cx quinquefasciatus en el grupo control
fue de 22.1 dias (18.83 de larva y 3.27 de pupa). Las larvas tratadas con extracto
etanolico de A. angustifolia, presentaron 100% de mortalidad en la mayoria de las
concentraciones evaluadas, excepto con la concentracién de 62.5 ppm que registro
87.50% de mortalidad durante el experimento, por lo que se registré un valor de ICR

de 0.22 en comparacion con el control (1.00). En las concentraciones de extracto
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metanolico se obtuvieron valores superiores al 90% de mortalidad al finalizar el
experimento; el ICR para la concentracion mas baja fue de 0.25 con la duracion en el
periodo de larva de 16.25 dias y 2.87 dias para el periodo de pupa. Las concentraciones
de 125 y 62.5 ppm mostraron valores de 27.25 y 29.87 para la duracion de larva que es
mayor que el dato registrado en el control (18.83) (Tabla 5). En nuestro estudio, los
extractos evaluados mostraron valores de ICR mas bajosen comparacion con el control,

lo que indica que los individuos permanecieron inmaduros (Zhang et al. 1993.).

Tabla 5. Mortalidad total, duracién larval y pupal e Indice de Inhibicién de
Crecimiento de larvas de mosquito Culex quinquefasciatus tratadas con extractos de
Agave angustifolia.

Extracto Concentracién Mortalidad total (%) / Error estandar Duracién ICR
(ppm) Larva* Pupa™*

Etanol 1000 100.00 a * *) )
500 100.00 a ) ) *)
250 100.00 a ) ) *)
125 100.00 a ) ) *)
62.5 87.50b 18.31a 3.67a 022b
Control 0.00 ¢ 18.83a 3.27a 1.00a

Hexano 1000 100.00 a *) *) *)
500 100.00 a ) ) (*)
250 100.00 a ) *) *)
125 93.75 a 2725a 2.87a 047c
62.5 41.25b 29.87a 346a 0.67b
Control 0.00 ¢ 18.83b 3.27a 1.00a

Metanol 1000 100.00 a *) *) *)
500 100.00 a ) ) (*)
250 100.00 a *) *) *)
125 100.00 a ) ) *)
62.5 93.75b 16.25a 2.33a 025b
Control 0.00 ¢ 18.83a 3.27a 1.00a

Num.; Namero de individuos; II: larvas de segundo instar; III: tercer instar; IV: cuarto instar; P: pupa; * Periodo de larva a pupa;
** Periodo de pupa a adulto; ICR: ndice de crecimiento relativo; (*): Sin registro o calculo de datos; Las medias seguidos por letras
diferentes dentro de la misma columna y extracto son significativamente diferentes en p<0.05 en comparacién con el grupo de
control.
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DISCUSION

Las plantas del genero Agave son fuente potencial de compuestos bioactivos.
Estudios previos con A. angustifolia han demostrado la presencia de triterpenos y
cumarinas volatiles en el extracto de etanol obtenido de hojas (Ahumada- Santos et al.,
2013) y en el extracto acuoso de hojas Kajla et al. (2016) determinaron la presencia de
alcaloides, fenoles, esteroides, flobataninos, flavonoides y saponinas. En A. sisalana se
han realizado diferentes estudios que incluyen tamizaje fitoquimico, Jajere et al. (2016)
reportaron la presencia de alcaloides, flavonoides y saponinas en el extracto de metanol
de hojas, mientras que Ade-Ajayi et al. (2011) informan la presencia de saponinas,
glucosidos, terpenoides, taninos, flavonoides y glucdsidos cardiacos en el extracto
acuoso del jugo, en contraste, Hammuel et al. (2011) revelo la presencia de saponinas,
esteroides, taninos, flavonoides y glucdsidos cardiacos en el extracto de metanol de
hojas. Ahumada-Santos et al. (2013) informaron la presencia de flavonoides, taninos y
saponinas en el extracto de cloroformo de A. ornithobroma. En nuestro estudio, se
observd la presencia de la mayoria de los metabolitos secundarios previamente

reportados en diferentes especies de Agave.

El extracto de metanol demostro tener efectos letales sobre las larvas de Ae. aegypti
y Cx. quinquefasciatus. Kajla et al. (2016) realizaron el tinico reporte de actividad
larvicida de extractos de A. angustifolia sobre larvas de mosquito; informan que el

extracto de acetona, etanol y hexano controlé méas del 80% de la poblacion de larvas de
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Ae. aegypti'y Cx. quinquefasciatus después de 24 h de exposicion a una concentracion de
100 ppm. Singh et al. (2014) reportaron que las larvas de Ae, aegypti, Cx. quinquefasciatus
y Anopheles stephensi (An. stephensi) tratadas con extracto de metanol de A. sisalana
obtuvieron LC50 de 220, 82 y 36 ppm respectivamente, resultados que son similares a
los que se informan en nuestro estudio para el caso de Cx quinquefasciatus. Pizarro et al.
(1999) informaron que el extracto acuoso de A. sisalana elimind el 50% de la poblacion
de larvas de Ae. aegypti y Cx. quinquefasciatus con concentraciones de 322 y 183 ppm
respectivamente. Las concentraciones reportadas, en comparacion con el tratamiento
en el que se sometieron las larvas de Ae. aegypti a extracto de metanol son menores a
las informadas en este estudio, mientras que la concentracion para Cx. quinquefasciatus
es mayor. Sin embargo, Nunes et al. (2004) reportaron que los desechos liquidos
disueltos en agua de la misma especie de Agave controlaron el 100% de la poblacion
de Ae. aegypti con una concentracion de 20 mg/mL y una LCso de 5.9 mg/mL después
de 24 h de exposicion al tratamiento; que son concentraciones muy altas en
comparacion con las que reportadas en nuestro estudio. Por otra parte, Guimaraes de
Oliveira et al. (2016) determind que el extracto crudo de A. sisalana presenta efectos

citotoxicos contra Ae. aegypti.

Las plantas poseen metabolitos secundarios que contribuyen a la inhibicion de
crecimiento de diferentes especies de insectos. Granados-Echegoyen et al. (2014)

evaluaron la aplicacion de extractos de etanol y metanol de hojas de Pseudocalymma
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alliaceum al 10% sobre larvas de segundo instar de Cx. quinquefasciatus y reportaron ICR
de 0.70 y 0.76 respectivamente, que son mayores a los que obtuvieron en nuestro
estudio para la misma especie de mosquito, sin embargo son inferiores a los datos
obtenidos para Ae. aegypti. La duracion de larvas de Cx. quinquefasciatus tratadas con
extracto de metanol de semillas de Ricinus communis a una concentracion de 162.5 ppm
disminuyen el periodo larval (Martinez-Tomas et al. 2018), resultado similar al que
obtuvimos en nuestro estudio con larvas de Cx. quinquefasciatus tratadas con extractos
de metanol y etanol. Por el contrario, Daniel et al. (1995) informdé que los extractos de
Acalypha indica aumentan en el periodo de larvas y pupas de Cx. quinquefasciatus,
resultado similar al obtenido en nuestro estudio con las larvas de Ae. aegypti tratadas
con extracto de hexano, sin embargo la ventaja de que las etapas de desarrollo se
prolonguen es que el nimero de larvas se reduce debido al periodo mas largo necesario

para que una nueva generacion complete el ciclo de vida.

Las variaciones de la actividad larvicida e inhibicién de crecimiento de los extractos
de plantas dependen de la polaridad del disolvente utilizado en el proceso de
extraccion de los compuestos bioactivos (Ghosh et al., 2012). En nuestro estudio los
extractos crudos de A. angustifolia obtenidos con solventes de diferente polaridad
(etanol, metanol y hexano), el efecto larvicida es mayor contra larvas de Cx

quinquefasciatus que contra larvas de Ae. aegypti.
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Los extractos de Agave han sido estudiados por la presencia de metabolitos
secundarios utiles. Herbert-Doctor et al. (2016) informaron que el extracto de hexano
al 4% de hojas de A. tequilana presentaron 100% de mortalidad contra Bemisia tabaci,
mientras que la aplicacion de extracto de acetato de etilo al 0.4% eliminé el 100% de la
poblacion del nematodo Panagrellus redivivus. Otro estudio mostrd que el extracto
acuoso y etil acetato de residuos frescos de A. sisalana inhibieron el 100% la eclosion de
huevos de nematodos gastrointestinales de cabras con concentraciones de 10 y 0.32
mg/mL, respectivamente (Botura et al., 2013). Ahumada-Santos et al. (2013) informaron
que el extracto de metanol de las hojas de A. angustifolia tenia un efecto inhibidor contra
la bacteria Streptococcus grupo A-4 y también reportaron que el mismo extracto posee
actividad antioxidante. Allsopp et al. (2013) informaron que los fructanos aislados de
jugo de A. angustifolia mostraron actividad prebidtica y ayudaron al tratamiento del
cancer de colon en un modelo artificial. El1 extracto de metanol y acuoso obtenido a
partir de jugo A. sisalana tiene un efecto inhibidor y bactericida contra Shigella
dysenteriae, Bacillus atrophaeus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa y Candida
albicans (Ade-Ajayi et al., 2011). El extracto de metanol de hojas de A. attenuata mostro
fuerte actividad inhibitoria contra Aspergillus flavus y Alternaria alternata, mientras que

el extracto de n-hexano mostro efecto inhibidor contra Pasturella multocida (Rizwan et

al., 2012).

109



CONCLUSIONES

El presente estudio muestra que los metabolitos secundarios que contienen los
extractos de etanol y metanol de hojas de A. angustifolia muestran efectos larvicidas
y/o larvistaticos sobre Ae. aegypti y Cx. quinquefasciatus, lo que sugiere que son una
alternativa que se pueden integrar en una estrategia para el control de las poblaciones
de estos dipteros. El tamizaje fitoqimico permiti¢ identificar los compuestos bioactivos
que ejercen accion sobre las fases acuaticas del insecto, sin embargo, es necesario
realizar la purificar, identificar y caracterizar los componentes activos responsables de

la muerte e inhibicion de crecimiento y desarrollo de los mosquitos.
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Primer reporte de actividad larvicida e inhibicion de crecimiento de
larvas de mosquitos vectores de enfermedades con extractos de Agave
karwinskii (Asparagaceae: Agavoideae).

First report of larvicidal activity and growth inhibition of mosquito larvae disease
vectors with extracts of Agave karwinskii (Asparagaceae: Agavoideae).

RESUMEN

Aedes aegypti Linn. y Culex quinquefasciatus Say. son mosquitos con distribucion
global, con mayor presencia en zonas tropicales y subtropicales, vectores de diversas
enfermedades como dengue, zika, chikungunya, fiebre amarilla y filariasis linfatica.
Agave karwinskii Zucc. se utiliza para la elaboracion de mezcal y durante su cosecha las
hojas son abandonadas en campo para su degradacion, sin embargo, este 6rgano
vegetativo posee metabolitos secundarios con potencial como agente de control de
insectos. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto larvicida de mosquitos con
extracto etandlico de hojas de A. karwinskii. El extracto de hojas se obtuvo mediante un
proceso de maceracion y se realizd un analisis fitoquimico por cromatografia de capa
fina. Se evaluaron grupos de 20 larvas colocadas en vasos de plastico con 100 mL de
agua destilada y 1 mL de cada una de las concentraciones, se utilizé un disefo
experimental completamente al azar con tres repeticiones. Las larvas se monitorearon
diariamente hasta que se observo la emergencia del 98% en el control. Los resultados
de la cromatografia de capa fina demuestran la presencia de alcaloides, antroquinonas,

flavonoides, taninos y terpenoides. El efecto larvicida mayor al 60% en ambas especies
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de mosquitos con la aplicacion de la concentracién de 1250 ppm después de 24 h,
apreciando una reduccion proporcional sobre el efecto al disminuir las
concentraciones. Con la aplicacion del extracto de hexano sobre larvas de Ae. aegypti no
se presentaron diferencias significativas en el indice de inhibicion de crecimiento entre
los tratamientos. Las larvas de Cx. quinquefascistus tratadas con concentraciones entre
1250 y 156 ppm de extracto etanolico prsentaron 100% de mortalidad al final del
experimento. Con la aplicacion de los extractos de hexano y metanol, se aceler6 el
crecimiento de las larvas de Cx. quinquefasciatus en comparacion con el control. El
extracto de etanol de A. karwinskii posee potencial para ser incluido dentro de una
estrategia de manejo integrado para reducir las poblaciones de mosquitos vectores de

enfermedades.

Palaras clave: extractos botanicos, mortalidad, mosquitos, analisis fitoquimico.

ABSTRACT

Aedes aegypti Linn. and Culex quinquefasciatus Say. are mosquitoes with global
distribution, with major presence in tropical and subtropical zones, vectors of diverse
illnesses like fastidiousness, zika, chikungunya, yellow fever and filariasis lymphatic.
Agave karwinskii Zucc. is used for the tequila making and during its harvest the sheets
are left in field for its degradation, nevertheless, this vegetative organ it possesses
metabolites secondary with potential like agent of control of insects. The target of this

study was to evaluate the effect larvicida of mosquitoes with extract etandlico of sheets
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of A. karwinskii. The sheets extract was obtained by means of a maceration process and
an analysis was realized phytochemical by chromatography of thin layer. There were
evaluated groups of 20 larvae placed in glasses of plastic with 100 ml of distilled water
and 1 ml of each of the concentrations, an experimental design was used completely at
random with three repetitions. The larvae monitorearon every day until there was
observed the emergency of 98% in the control. The results of the chromatography of
thin layer demonstrate the presence of alkaloids, antroquinonas, flavonoides, tannins
and terpenoides. The effect larvicida bigger than 60% in both mosquitoes species with
the application of the concentration of 1250 ppm after 24 h, appreciating a proportional
reduction on the effect on having diminished the concentrations. After 72 h, there were
eliminated 100 % of larvae of Cx quinquefasciatus submitted to concentrations between
1250 and 156.2 ppm. With the application of the extract of hexane on Ae. aegypti larvae
significant differences did not appear in the index of inhibition of growth between the
treatments. The larvae of Cx. quinquefascistus treated with concentrations between 1250
and 156 ppm of extract ethanolic prsentaron 100 % of mortality at the end of the
experiment. With the application of the extracts of hexane and methanol, I hasten the
growth of the larvae of Cx. quinquefasciatus compared to the control. The extract of
ethanol of A. karwinskii possesses potential to be included inside a handling strategy

integrated to reduce the mosquitoes populations illnesses vectors.

Key Words: botanical extracts, mortality, mosquitoes, analysis phytochemical.
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INTRODUCCION

Los mosquitos (Diptera: Culicidae) son los organismos que causan el mayor
sufrimiento y la muerte de millones de personas y animales alrededor del mundo
(Benelli, 2016). Estos culicidos transmiten patogenos y pardsitos que causan
enfermedades importantes como la malaria, dengue, zika, chinkungunya, fiebre
amarilla, filariasis, encefalitis japonesa y virus del Nilo Occidental (Benelli et al., 2017a;

Granados-Echegoyen et al., 2018)

Aedes aegypti Linnaeus (Ae. aegypti) es vector de diferentes enfermedades entre las
que destaca el dengue, fiebre amarilla, chikungunya y zika. El dengue se ha convertido
en un importante problema de salud y prevalece en mas de 100 paises y amenaza la
salud de aproximadamente 2,500 millones de personas, mientras que alrededor de 80
millones de personas se infectan anualmente con una tasa de ataque del 4% en todo el
mundo (Govindarajan & Sivakumar, 2014; Reegan et al., 2014). Culex quinquefasciatus
Say (Cx. quinquefasciatus) es vector del nematodo Wuchereria bancrofti responsable de la
filariasis linfatica que mantiene 120 millones de personas infectadas y 44 millones con
manifestaciones cronicas en todo el mundo. También es vector de enfermedades
arbovirales importantes y peligrosas, incluido el virus del Nilo Occidental y la

encefalitis japonesa (Subarani et al., 2013; Benelli et al., 2017b).

Las estrategias de control de las poblaciones de mosquitos vectores de enfermedades
se basan en uso prolongado e irracional de pesticidas quimicos sintéticos que generan
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implicaciones negativas, entre las que se incluye el desarrollo de resistencia, toxicidad
en organismos no objetivo, desestabilizacion de la salud humana y contaminacion del
ambiente (Rawani et al., 2009; Govindarajan et al., 2011; Das & Chandra, 2012). La etapa
de desarrollo de los insectos es importante para seleccionar adecuadamente la
estrategia de control. Las investigaciones que se han llevado a cabo para evaluar la
efectividad de productos naturales obtenidos de plantas (Govindarajan & Sivakumar,
2014; Kovendan et al., 2014; Munusamy et al., 2016; Mathalaimuthu et al., 2017), se
realizan contra una etapa particular del mosquito (huevos, larvas de I, II, I1I, 1V instar,
fase de pupa o adulto), sin embargo, para determinar la influencia de los productos
naturales en el ciclo de vida del mosquito de los productos naturales es necesario
realizar estudios que incluyan la duracion de las fases de larva a pupa y la fase de pupa
a adulto, asi como la inhibicién de crecimiento y desarrollo de los mosquitos después

de la exposicion (Granados-Echegoyem et al., 2018).

El género Agave pertenece a la familia Asparagaceae, que es endémica del
continente americano y se encuentra integrada por nueve géneros y aproximadamente
330 especies distribuida desde el sur de Estados Unidos hasta Venezuela; se han
descrito. El género Agave tiene mas de 275 especies y el 75% de estas se encuentra
presente en México con un alto grado de endemismo (Garcia-Mendoza, 2007). Los
Agaves poseen importancia econémica y cultural por sus diversos usos en la medicina

tradicional (anti-inflamatorios, anti-diarreicos, anti-virales, hepatoprotectores y anti-
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cancerigenos) (Mathalaimuthu et al., 2017), como fuente de comida, fibra y bebidas
alcohdlicas (Vargas-Ponce, et al., 2009; Kajla, et al., 2016). Agave karwinskii Zucc. (A.
karwinskii) es una planta que se caracteriza por tener un tallo caulinar. En Oaxaca,
México dependiendo del lugar donde crece, es conocida por varios nombres comunes,
incluyendo cuishe, san martin y tobasiche, en los Valles Centrales; mientras que
bicuishe y madrecuishe en la Sierra Sur de Oaxaca (Chimal-Sanchez et al., 2018). El
tallo, que representa el 45% de la planta de A. karwinskii se utiliza para elaboracion de
la bebida artesanal denominada mezcal y las hojas (55% de la planta) son abandonadas
en campo para su degradacion, sin embargo, las hojas poseen propiedades bioactivas
que sugieren un uso potencial alternativo como agente de control de insectos (Pérez
del Rio et al., 2013; Lopez-Romero et al., 2018). Por esta razon el objetivo del estudio
fue evaluar el efecto toxico de extractos obtenidos de hojas de A. karwinskii contra larvas

de Ae. aegypti y Cx. quinquefasciatus.

MATERIALES Y METODOS
Obtencién de material bioldgico

Cria de mosquitos

Se colectaron huevos, larvas y pupas de Ae. aegypti en agua sucia acumulada en la
Ciudad de Campeche, México (19°49'36.7"N 90°33'15.6"W) y de Cx. quinquefasciatus en
agua sucia acumulada de floreros del cementerio municipal de Ocotlan de Morelos,

Oaxaca, México (16°47'32.4"N 96°40'50.2"W). Los huevos de ambas especies se
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trasladaron al laboratorio y se colocaron en bandejas de plastico (47 x 35 x 12 cm) con
300 mL de agua para su eclosion. Las larvas se alimentaron con alimento molido para
peces tilapia (Api-tilapia nivel 1®) hasta que alcanzaron la fase pupal. Las pupas se
transfirieron a recipientes (30 x 20 x 6 cm) con 300 mL de agua y se introdujeron en
jaulas entomologicas de 60 x 60 x 60 cm para la emergencia de adultos. Los adultos
machos fueron alimentados con una solucion azucarada al 10% y semanalmente se
introdujo un conejo (Oryctolagus cuniculatus) inmovilizado por una noche como
material hematofagico para las hembras. La cria se mantuvo en laboratorio a 27+2 °C,
60-70 % de humedad relativa y fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h oscuridad (Pérez-

Pacheco et al., 2004; Rahuman & Venkatesan, 2008; Granados-Echegoyen et al., 2015).

Colecta de plantas y preparacion de extractos

Las hojas frescas de A. karwinskii de cinco afios de edad se recolectaron de campos
agricolas en la comunidad de Santa Ana Zegache, Oaxaca, México (16°50'04.7” N,
96°43'53.5” W). Las hojas se lavaron con agua de grifo para eliminar las particulas de
polvo y se secaron completamente a la sombra con temperatura ambiente (26+2 °C)
durante aproximadamente 50 dias. Las hojas secas de la planta se cortaron en partes de
10 x 2 cm y se pulverizaron con un molino eléctrico de cuchillos universal (Fritsh,

Pulverisette 19) con una malla de 1 mm. (Granados-Echegoyen et al., 2014).

Los extractos de etanol (EtOH), metanol (CHsOH) y hexano (CeHuis) se prepararon
poniendo 100 g polvo de hojas en un matraz con 250 mL de cada disolvente, agitando
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y dejando reposar durante 72 h (maceracién). La solucion se filtr6 con papel Whatman
N° 1 y el disolvente se evapord completamente a presion reducida en un evaporador
rotatorio (Buchi B-490) para obtener los extractos crudos. Las hojas de A. karwisnkii y
se autenticaron por el Dr. Carlos Granados-Echegoyen; un ejemplar de la colecta fue
depositado en el herbario del CIIDIR — Oaxaca. Los extractos se almacenaron a 4+1 °C

(Mabe RMF0260XMXX2) hasta su uso (Granados-Echegoyen et al., 2018)

Preparacion de concentraciones para bioensayos

Del extracto de etanol se tomo 1.25 g y se solubilizo en 11 mL de dimetilsulféxido
(DMSO) al 0.7% como agente emulsificante para obtener la concentracion inicial de
aplicacion de 125000 ppm, posteriormente por dilucion volumétrica en serie se
prepararon las concentraciones de aplicacion (62500, 31250 15625y 7812.5 ppm). De los
extractos de metanol y hexano se tomaron 2 g y se solubilizaron en 11 mL de DMSO
para obtener la concentracion inicial de aplicacion de 200000 ppm y por disoluciéon
volumétrica en serie se obtuvieron las concentraciones subsecuentes (WHO, 2005). Para
cada tratamiento se seleccionaron grupos de 20 larvas y se colocaron en vasos de
plastico con 100 mL de agua destilada y 1 mL de las concentraciones de aplicacion; las
concentraciones finales a las que sometieron las larvas con extracto de etanol fueron de
fueron de 1250, 625, 312.5, 156.2 y 78.5 ppm, mientras que las concentraciones finales
utilizadas para los extractos de metanol y hexano fueron fueron de 2000, 1000, 500, 250

y125 ppm.
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Anadlisis fitoquimico y cromatografia en capa fina (TLC)
Los extractos evaluados se analizaron para detectar la presencia de alcaloides,
cumarinas, antroquinonas, flavonoides, taninos y terpenoides tal como lo describen

Pascual et al. (2008).

Los alcaloides se detectaron pulverizando el reactivo de Dragendorff sobre la placa
seca de TLC. La aparicion de manchas color anaranjado indicaron la presencia de

alcaloides.

La presencia de cumarinas y antroquinonas se realizé usando solucion de
Borntrager (hidroxido de potasio (KOH) en EtOH al 5%); al cromatograma se le
pulverizo la solucion y se detectaron cumarinas por la formacion de una fluorescencia

azul a 365 nm; las antroquinonas se detectaron por la aparicion de color rojo.

Los flavonoides se detectaron pulverizando sobre el cromatograma
difenilboriloxietilamina (NP) con CHsOH al 1%, seguido de polietilenglicol (PEG) con
EtOH al 5%; un color amarillo intenso, rojo, azul o verde fluorescente a 365 nm de UV

indicd la presencia de flavonoides.

La presencia de taninos se demostro por la presencia de zonas oscuras (azul-negro)

en las placas de TLC al aplicar cloruro férrico (FeCls) al 3%.

Para demostrar la presencia de terpenoides, se us6 el reactivo de Godin; se

pulverizo sobre el cromatograma una solucion de vainillina en EtOH al 1% mezclada
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(1:1) (volumen:volumen) (v:v) con acido percldrico (HClOs) al 3% en agua, luego se
pulverizé una solucion al 10% de acido sulfarico (H2504) en EtOH. La placa se calento

a 105 °C por 3 min, la aparicion de color rojo o azul mostro la presencia de terpenos.

El volumen de las manchas aplicadas en las placas cromatografias fue de 10 uL. Se
desarrollaron placas de TLC de extractos etandlico, metanodlico y hexdnico de A.
karwinskii en sistemas de disolventes tolueno-acetona (SI) (80:20) (v/v) y tolueno-
cloroformo-acetona (SII) (40:25:35) (v:v:v). Los cromatogramas se observaron primero
sin tratamiento quimico bajo luz ultravioleta de 365 nm y luego usando los reactivos

de pulverizacion.

Bioensayos de actividad larvicida e inhibicién de crecimiento en condiciones de
laboratorio

Los bioensayos de actividad larvicida se realizaron de acuerdo con los
Procedimientos Estandar de la Organizacion Mundial de la Salud (2015). La mortalidad
de los extractos evaluados se determind durante tres dias (24, 48 y 72 h) después de la
aplicacién de los tratamientos. Se siguid realizando un seguimiento de los insectos
durante 20 dias para Ae. aegypti y 26 dias para Cx. quinquefasciatus para observar las
diferentes etapas de desarrollo (segundo, tercero, cuarto instar, pupas y adultos). Las
larvas y pupas muertas se contaron y eliminaron diariamente en cada etapa de
desarrollo. La mortalidad se evalu6 utilizando dos criterios: 1) cuando una larva no

mostré movimientos similares a los exhibidos por el grupo de control; 2) cuando la
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larva no mostro ninguna reaccién al momento de ser alterada en el sifén y su region
cervical. Cada tratamiento fue replicado cuatro veces (Granados-Echegoyen et al., 2015;
Martinez-Tomés et al., 2018). Con la informacién recopilada se calculé el Indice de

Inhibicion de Crecimiento (IIC) usando la siguiente férmula (Zhang et al., 1993):

Y 1(No.de insectos vivos * fase insecto) + Y1[No. de insectos muertos * (fase insecto — 1)]

IIC
(No.total de insectos evaluados * total de fases del insecto)

Donde 1, 2, 3 y 4 representan la fase de insecto de 2°, 3°, 4° instar y pupas formadas
respectivamente. Se usaron 60 insectos para cada tratamiento y el nimero total de
etapas del insecto fueron cuatro (tres larvas y pupa). El Indice de Crecimiento Relativo
(ICR) se determin6é mediante la féormula: ICR = IIC tratamiento / IIC control sin

aplicacion.

Duracion larval y pupal en condiciones de laboratorio

Para calcular la duracion de las fases de larva y pupa siguié la metodologia de
Granados-Echegoyen et al. (2018), en la que menciona que se multiplica el porcentaje
de pupas y adultos desarrollados por el nimero de dias en que se desarrollaron en
cada repeticion. Estos valores se agregaron y el total se dividié por el porcentaje total
de pupas y adultos desarrollados, mientras que la viabilidad larvaria y pupal se estimé
contando el niumero de individuos que se convirtieron en pupas y adultos, expresado

como un porcentaje con respecto al niumero inicial de individuos tratados.
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Andlisis estadistico

Los bioensayos se establecieron bajo un disefio completamente aleatorizado. Se
realiz6 un andlisis de varianza para identificar diferencias significativas y prueba de
Tukey para separar las medias con p<0.05 y comparar el efecto de las diferentes
concentraciones en cada etapa de desarrollo. El efecto mortal (%) durante los primeros
tres dias fue sometido a un analisis de Probit para calcular las concentraciones letales
(LCs0 y LCw) y otros valores estadisticos con limite de confianza de 95%. El analisis se

realiz6 utilizando el software Minitab v18.1 (Minitab, Inc. 2017).
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RESULTADOS

Tamizaje fitoquimico y andlisis de TLC

El tamizaje fitoquimico cualitativo en los dos sistemas de disolventes mostré que en

todos los extractos estaban presentes las antroquinonas, flavonoides y terpenoides. En

el sistema de disolventes I, se encontraron taninos en el extracto de hexano, mientras

que en el sistema II se registraron en los tres extractos (Tabla 1). Las placas de TLC

mostraron manchas naranjas caracteristicas para alcaloides en los tres extractos

analizados bajo el sistema de disolventes II (SII) (Fig. 1). En el caso de los alcaloides, se

observaron manchas anaranjadas en el sitio de aplicacion de la muestra, posiblemente

indicando alcaloides de mayor polaridad. Los flavonoides en ambos sistemas

presentaron patrones similares, sin embargo, en el sistema de disolventes I se

observaron manchas rojas con verde fluorescente muy débil, mientras que las placas

tratadas con el sistema de disolventes II, las manchas se observan con un color verde

fluorescente mas intenso.

Tabla 1. Componentes fitoquimicos de diferentes extractos crudos de Agave karwinskii.

Metabolitos SI SII
E H M E H M

Alcaloides - - - + ¥ +
Cumarinas - - - - - -
Antroquinonas + + + + +
Flavonoides + + + + +
Taninos - + - + + +
Terpenoides + + + + + +

SI: Tolueno-acetona; SII: cloroformo-tolueno-acetona; E: Etandlico; H: Hexanico; M: Metanélico;

NP: Productos naturales; PEG: Polietilenglicol.
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Figura 1. Perfil quimico de TLC de extractos de etanol (1), metanol (2) y hexano (3)
de A. karwinskii. Manchas de TLC reveladas con reactivo de Dragendorff (alcaloides)
en A); reactivo para productos naturales (flavonoides) en B) con sistema de disolventes
Iy C) con sistema de disolventes Il en UV (365 nm).

Actividad larvicida

Las larvas de segundo instar de Ae. aegypti sometidas a extractos etanolicos de A.
karwinskii registraron valores de 61.67% y 71.67% después de 24 y 72 h de la aplicacion
del tratamiento con concentracion (Tabla 2). Con las concentraciones evaluadas de
extracto de hexano no se registraron datos de mortalidad durante los tres primeros
dias. Con extracto metandlico se obtuvo 83.33% de mortalidad 72 h después de la
aplicacion del tratamiento. Las LCw para Ae. aegypti fueron mayores la concentracion
mas alta empleada con los extractos de etanol y metanol, mientras que la LCso fue
menor con el extracto de etanol y de metanol. Para el extracto de hexano no se
calcularon las dosis letales, debido a que no se presentd mortalidad de larvas durante

las primeras 24 h después de la aplicacion del tratamiento. La LC50 en larvas de Cx.
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quinqguefasciatus fueron mayores a la concentraciéon mas alta en los tratamientos con

extracto de hexano y metanol y fueron menores con la aplicacion de extracto de etanol.

Tabla 2. Mortalidad durante los primeros tres dias (24, 48 y 72 h) de larvas de mosquito
Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus tratadas con extractos de Agave karwinskii.

Extracto Especie de mosquito Dias (h) Concentracion (ppm) / Medias (%)

1250 625 312.5 156.25 7812  Control

Etanol  Ae. aegypti 24 61.67a 2500b 11.67c 0.00d 0.00d 0.00d
48 68.33a 40.00b 15.00c 0.00d 0.00d 0.00d

72 71.67a 4167b 1500c 0.00d 0.00d 0.00d

Cx. quinquefasciatus 24 9250a 48.75b 3750c 0.00d 0.00d 0.00d

48 100.00a 95.00a 91.25a 15.00b 7.50bc 0.00c

72 100.00a 100.00a 100.00a 100.00a 73.75b 0.00c

2000 1000 500 250 125 Control

Hexano Ae. aegypti 24 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00a 0.00a
48 0.00a 0.00a 000a 0.00a 0.00a 0.00a

72 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a

Cx. quinquefasciatus 24 31.25a 31.25a 1250b 0.00c  0.00c 0.00c

48 53.75a 50.00a 25.00b 3.75¢  0.00c 0.00c

72 68.75a 6625a 4250b 13.75¢ 10.00 0.00c

Metanol Ae. aegypti 24 68.33a 56.67a 1333b 0.00b 0.00b 0.00b
48 80.00a 56.67b 15.00c 0.00d 0.00d 0.00d

72 83.33a 56.67b 15.00c 0.00d 0.00d 0.00d

Cx. quinquefasciatus 24 2250a 13.75b 13.75b 0.00c 0.00c 0.00c

48 88.75a 45.00b 3250c 1625d 875d 0.00e

72 100.00a 100.00a 95.00a 75.00b 52.50c 0.00d

Las medias seguidos por letras diferentes dentro de la misma columna y extracto son significativamente diferentes en p<0.05 en
comparacion con el grupo de control.
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Tabla 3. Concentraciones letales y andlisis de regresion de larvas de segundo instar
tardio de mosquitos Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus tratadas con extractos de
Agave karwinskii.

Extracto Especie de mosquito Dias (h) LCso LCo
Etanol  Ae. aegypti 24 1026.43 (889.33 - 1212.58) 1979.61 (1600.23 - 2757.32)
Cx. quinquefasciatus 24 580.70 (517.10 - 646.47) 1152.53 (1015.51 - 1348.34)
Hexano  Ae. aegypti 24 * *
Cx. quinquefasciatus 24 2335.77 (1987.92 - 2931.67)  4033.66 (3326.43 - 5321.75)
Metanol  Ae. aegypti 24 1263.35 (1095.23 - 1456.08)  2650.71 (2206.65 - 3424.91)
Cx. quinquefasciatus 24 3046.23 (2439.32 - 4373.52)  5124.80 (3957.01 - 7775.11)

LCso: concentracion letal que controla el 50% de la poblacién de mosquitos; LCo: concentracién letal que controla el 90% de la
poblacion de mosquitos; * Los valores entre paréntesis indican los limites de confianza del 95% inferior y superior; (*): Sin
determinacién de LC. No alcanza la convergencia para el criterio de calculo. Bajo niimero de iteraciones.

Las larvas de Cx. quinquefasciatus tratadas con extractos etandlicos de A. karwinskii
se observd 100% de mortalidad a las 48 h (Tabla 2). Con el extracto hexanico se
obtuvieron valores maximos de actividad larvicida de 53.75% y 68.75% alas 48 y 72 h,
respectivamente. Con extractos a base de metanol registraron 100% de mortalidad 72

h después de la exposicién con LCso de 72.52 y LCo de 979.16 ppm.

Inhibicién del crecimiento y efectos parciales sobre larvas de mosquito

El indice de inhibicion del crecimiento (IIC) permite observar una reduccion en el
tiempo del desarrollo de las fases del insecto. Las larvas de Ae. aegypti sometidas a una
concentracion de 125 ppm de extracto metandlico de A. karwinskii presentd un ICR de
1.22, mientras que con la concentracion de 250 ppm se registré 1.00 de ICR, que son
datos sin diferencias significativas en comparacion con control sin aplicacion de
tratamiento (1.00), sin embargo, la duracion larval fue estadisticamente diferente al
grupo control (6.50) al reportar valores de 5.91 y 6.13 con las mismas concentraciones

(Tabla 4). La exposicion de las larvas a extracto etandlico con concentracion de 78 ppm
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registro 1.27 de ICR. El valor maximo de mortalidad total corresponde a la

concentracion de 1250 ppm (80%), mientras que con las concentraciones de 156 y 78

ppm, no se registro mortalidad. El extracto de hexano con concentraciones de 2000 y

500 ppm presentaron 1.47 y 1.26 de ICR, respectivamente en comparacion con el

tratamiento control, sin embargo, estos datos no presentan diferencias significativas.

La concentracion de 2000 ppm presento valor maximo 20% de mortalidad.

Tabla 4. Mortalidad total, duracién larval y pupal e Indice de Inhibicién de

Crecimiento de larvas de mosquito Aedes aegypti tratadas con extractos de Agave

karwinskii.

Extracto  Concentraciéon Mortalidad total Duracion ICR
(ppm) (%) Larva* Pupa**

Etanol 1250 80.00 a 461Db 249 a 0.40b
625 43.33b 4.80b 212 a 0.74 ab
312.5 20.00 ¢ 512b 2.09 a 0.87 ab
156.2 0.00d 5.16 b 2.01a 1.01 a
78.1 0.00d 5.28 b 211 a 1.27 a
Control 0.00d 6.25b 2.05a 1.00 a

Hexano 2000 20.00 a 5.26 b 1.94 a 147 a
1000 8.33b 548 b 1.85a 0.99 a
500 8.33b 5.18b 2.03 a 1.26 a
250 3.33b 5,51b 211a 1.00 a
125 0.00 b 5.28 b 2.03 a 1.00 a
Control 0.00b 6.50 a 2.05a 1.00 a

Metanol 2000 100.00 a 5.77 a 0.00b 0.28 ¢
1000 73.33b 6.26 a 2.03 a 0.50 bc
500 23.33 ¢ 6.15 a 1.90 a 0.84 ab
250 16.67 ¢ 6.13 a 1.92 a 1.00 a
125 13.33 ¢ 591 a 1.92 a 122 a
Control 0.00d 6.50 b 2.05a 1.00 a

Num.; Namero de individuos; II: larvas de segundo instar; III: tercer instar; IV: cuarto instar; P: pupa; * Periodo de larva a pupa;
** Periodo de pupa a adulto; ICR: Indice de crecimiento relativo; (*): Sin registro o cdlculo de datos; Las medias seguidos por letras
diferentes dentro de la misma columna y extracto son significativamente diferentes en p<0.05 en comparacién con el grupo de

control
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En la tabla 5 se muestra que la duraciéon total del ciclo de vida del Cx.
quinquefasciatus en el tratamiento control sin aplicacion de extracto fue de 21.60 dias en
las que se consideran 18.83 de larva y 3.27 de pupa e ICR de 1.00. Con la concentracion
de 125 ppm de extracto de metanol de A. karwinskii se registr6 0.64 de ICR, que presenta
diferencias significativas al ser comparado con el control sin la aplicacion de
tratamiento. Se registrd el 100% de mortalidad al final del experimento con las
concentraciones de 2000 y 1000 ppm, debido a que las larvas murieron durante las
primeras 72 h. En la concentracion de 78 ppm de extracto de etanol se registr6 0.23 de
ICR, que mostro diferencias significativas en comparacion con el tratamiento control.
En las concentraciones de 1250, 625, 312.5 y 156 ppm se registr6 100% de mortalidad al
final del experimento, porque el efecto se presentd durante las primeras 72 h. El efecto
del extracto de hexano se presentd con un ICR de 0.72 y 0.69 con las concentraciones
de 250 y 125 ppm, que muestras diferencias significativas en comparacion con el
controla duracion larval y pupal presentaron diferencias significativas en todas las
concentraciones evaluadas en comparacion con el grupo control. Se registrd la

mortalidad maxima (86.25%) al finalizar experimento con la concentracion de 2000
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Tabla 5. Mortalidad total, duracién larval y pupal e Indice de Inhibicién de
Crecimiento de larvas de mosquito Culex quinquefasciatus tratadas con extracto de
Agave karwinskii.

Extracto  Concentracion Mortalidad total Duracion ICR
(ppm) (%) Larva* Pupa**

Etanol 1250 100.00 a * * *
625 100.00 a * *) *
312.5 100.00 a * * *
156 100.00 a * () *
78 80.00 b 8.75b 1.32b 0.23b
Control 0.00 ¢ 18.83 a 327 a 1.00 a

Hexano 2000 86.25 a 7.97 be 2.29 bc 0.25d
1000 76.25 a 7.83 ¢ 2.62 ab 0.36d
500 60.00 b 7.69 ¢ 2.42 be 0.54 ¢
250 46.25 ¢ 9.21b 1.86 ¢ 0.72b
125 45.00 ¢ 8.43 bc 2.52 be 0.69 b
Control 0.00d 18.83 a 327 c 1.00 a

Metanol 2000 100.00 a * * *)
1000 100.00 a * *) *
500 96.25 ab 4.50 be 1.12 bc 0.04 ¢
250 81.25b 6.92b 1.38 bc 0.20 ¢
125 58.75 ¢ 8.86 b 2.07 ab 0.64b
Control 0.00d 18.83 a 327 a 1.00 a

Num.; Namero de individuos; II: larvas de segundo instar; III: tercer instar; IV: cuarto instar; P: pupa; * Periodo de larva a pupa;
** Periodo de pupa a adulto; ICR: Indice de crecimiento relativo; (*): Sin registro o cdlculo de datos; Las medias seguidos por letras
diferentes dentro de la misma columna y extracto son significativamente diferentes en p<0.05 en comparacién con el grupo de
control.

DISCUSION

Se ha informado que los extractos de diferentes especies de agave contienen
diferentes tipos de metabolitos secundarios. Ahumada-Santos et al. (2013) reportaron
que, en los extractos de metanol obtenidos de hojas de A. impressa, A. ornithobroma, A.
tequilana y A. schidigera se detectd la presencia de triterpenos, flavonoides y taninos.
Kajla et al. (2016) determinaron la presencia de alcaloides, fenoles, esteroides,

tflobataninos, flavonoides y saponinas en extracto acuoso de hojas de A. angustifolia.
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Otros estudios realizados con extractos de A. sisalana también han revelado la presencia
de metabolitos secundarios. Ade-Ajayi et al. (2011) informan la presencia de
saponinas, glucosidos, terpenoides, taninos, flavonoides y glucdsidos cardiacos en el
extracto acuoso del jugo, mientras que Hammuel et al. (2011) revelaron la presencia de
saponinas, esteroides, taninos, flavonoides y glucosidos cardiacos en el extracto de
metanol de hojas y recientemente también reportaron la presencia de alcaloides,
flavonoides y saponinas en el extracto de metanol de hojas de la misma especie de
Agave (Jajere et al., 2016). En comparacion con nuestro estudio, los extractos de A.
karwinskii contienen diferentes tipos de metabolitos secundarios similares a los que se
encontraron en otras especies, sin embargo, no existen estudios previos similares al
nuestro, en los que se determine la presencia de metabolitos secundarios, por lo que en

este estudio se realiza el primer reporte de tamizaje fitoquimico cualitativo.

Las larvas de Cx. quinquefasciatus tratadas con los extractos obtenidos de hojas de A.
karwinskii mostraron mayor susceptibilidad. El extracto de etanol a las 24 horas
present6é mortalidad mayor al 90%, resultado similar al que obtuvieron Nunes et al.
(2004), puesto que reportan que el extracto acuoso de desechos liquidos de A. sisalana
controlaron el 100% de la poblacién de larvas de Ae. aegypti con una concentracion de
20 mg/mL y una LCso de 5.9 mg/mL después de 24 h de exposicién al tratamiento, sin
embargo, las concentraciones son superiores a las que se utilizaron en nuestro estudio.

También, Pizarro et al. (1999) informaron que el extracto de A. sisalana elimino el 50%
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de la poblacion de larvas de Ae. aegypti y Cx. quinquefasciatus con concentraciones de
322 y 183 ppm respectivamente, resultado similar al obtenido en nuestro estudio en
comparacion con las larvas de Cx. quinquefasciatus sometidas a una concentracion de
125 ppm de extracto de metanol. Singh et al. (2014) reportaron que las larvas de Ae,
aegypti, Cx. quinquefasciatus y Anopheles stephensi (An. stephensi) tratadas con extracto de
metanol de A. sisalana obtuvieron LCso de 220, 82 y 36 ppm respectivamente, resultados
que son similares a los que se informan en nuestro estudio para las larvas de Cx.
quinquefasciatus tratadas con extracto de etanol después de 48 y 72 de la aplicacion del
tratamiento. Kajla et al. (2016) evalud la actividad larvicida de extractos de A.
angustifolia sobre larvas de Ae. aegypti y Cx. quinquefasciatus e informaron que el extracto
de acetona, etanol y hexano controlé mas del 80% de la poblacion de larvas de las dos
especies de mosquitos después de 24 h de exposicién a una concentracion de 100 ppm,
sin embargo, los resultados de nuestro estudio no son comparables debido a que en
ninguno de nuestros tratamientos se present6 el 100% de mortalidad a las 24 h de la
aplicacion del tratamiento. Cabe destacar que no existen reportes de la actividad

biologica de extractos de A. karwinskii sobre insectos u otros organismos.

Diferentes especies de plantas contribuyen a la que contribuyen a la inhibicion de
crecimiento de larvas de mosquitos. Granados-Echegoyen et al. (2014) evaluaron la
aplicacion de extractos de etanol y metanol de hojas de Pseudocalymma alliaceum al 10%

sobre larvas de segundo instar de Cx. quinquefasciatus y reportaron ICR de 0.70 y 0.76
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respectivamente, resultados similares a los que se obtuvieron en este estudio las larvas
de Ae. aegypti sometidas a la concentracion de 625 ppm de extracto de etanol, y para las
larvas de Cx quinquefasciatus sometidas a tratamiento con extracto de metanol de 125
ppm y extracto de hexano de 125 y 250 ppm. La duracion de larvas de Cx.
quinquefasciatus tratadas con extracto de metanol de semillas de Ricinus communis a una
concentracion de 162.5 ppm disminuyen el periodo larval, mientras que las lavas
tratadas con extracto de hexano prologaron el periodo de larvas (Martinez-Tomas et al.
2018), resultado similar al que obtuvimos en nuestro estudio con las larvas de Ae.
aegypti y Cx. quinquefasciatus tratadas con extractos de metanol, sin embargo, nuestros
resultados difieren con la aplicacion del extracto de hexano de A. karwinskii debido a
que las larvas de las dos especies de mosquito redujeron la duraciéon de larvas en
relacion al control, a su vez estos resultados son similares a los que reportan Daniel et
al. (1995) en el que evaluaron extractos de Acalypha indica e indican que el periodo de
larva y pupa se prolonga en bioensayos realizados con Cx. quinquefasciatus. La ventaja
de que las etapas de desarrollo se prolonguen es que el niumero de larvas se reduce
debido al periodo mas largo necesario para que una nueva generacion complete el ciclo

de vida.

Las variaciones de la actividad larvicida e inhibicidn de crecimiento de los extractos
de plantas dependen de la polaridad del disolvente utilizado en el proceso de

extraccion de los compuestos bioactivos (Ghosh et al., 2012). En nuestro estudio los
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extractos crudos de A. karwinskii obtenidos con solventes de diferente polaridad
(etanol, metanol y hexano), el efecto larvicida e insectistatico es mayor contra larvas de

Cx quinquefasciatus que contra larvas de Ae. aegypti.

Los extractos de Agave han sido estudiados por la presencia de metabolitos
secundarios utiles. Herbert-Doctor et al. (2016) informaron que el extracto de hexano
al 4% de hojas de A. tequilana presentaron 100% de mortalidad contra Bemisia tabaci,
mientras que la aplicacion de extracto de acetato de etilo al 0.4% elimino el 100% de la
poblacién del nematodo Panagrellus redivivus. Otro estudio mostro que el extracto
acuoso y etil acetato de residuos frescos de A. sisalana inhibieron el 100% la eclosion de
huevos de nematodos gastrointestinales de cabras con concentraciones de 10 y 0.32
mg/mL, respectivamente (Botura et al., 2013). Ahumada-Santos et al. (2013) informaron
que el extracto de metanol de las hojas de A. angustifolia tenia un efecto inhibidor contra
la bacteria Streptococcus grupo A-4 y también reportaron que el mismo extracto posee
actividad antioxidante. Allsopp et al. (2013) informaron que los fructanos aislados de
jugo de A. angustifolia mostraron actividad prebidtica y ayudaron al tratamiento del
cancer de colon en un modelo artificial. El extracto de metanol y acuoso obtenido a
partir de jugo A. sisalana tiene un efecto inhibidor y bactericida contra Shigella
dysenteriae, Bacillus atrophaeus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa y
Candida albicans (Ade-Ajayi et al., 2011). El extracto de metanol de hojas de A. attenuata

mostrd fuerte actividad inhibitoria contra Aspergillus flavus y Alternaria alternata,
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mientras que el extracto de n-hexano mostrd efecto inhibidor contra Pasturella multocida

(Rizwan et al., 2012).

CONCLUSIONES

El presente estudio muestra que las hojas de A. karwinskii contienen diferentes
metabolitos secundarios que tienen efectos de larvicidas y larvistaticos sobre Ae. aegypti
y Cx. quinquefasciatus. El extracto de metanol y etanol se pueden sugerir como un
método de control para incluir en una estrategia de control integrado de las
poblaciones de estos insectos. Se realizd el primero tamizaje fitoqimico para A.
karwinskii que permitié identificar los compuestos bioactivos que ejercen accion la
accion biologica contra las larvas de mosquito, sin embargo, es necesario realizar
evaluaciones con extractos a base de solventes de polaridad variable y purificar,
identificar y caracterizar los componentes activos responsables de la muerte e

inhibicion de crecimiento y desarrollo de los mosquitos.
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