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RESUMEN

El mosquito Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae) representa un riesgo para la salud
publica, ya que es transmisor de distintas enfermedades humanas como el dengue,
chikungunya, zika y fiebre amarilla. El control de este insecto se basa principalmente en el
uso de insecticidas quimicos, sin embargo, estos son toxicos para organismos no blanco,
contaminan el ambiente y favorecen la seleccion de insectos resistentes. Por lo que
alternativas mds sustentables como la combinacién de extractos vegetales y Bacillus
thuringiensis var. israelensis (Bti) para potenciar la actividad insecticida podria ser una buena
opcidn para el control de Ae. aegypti. Por lo que el objetivo de este estudio fue evaluar el
efecto sinérgico de extractos vegetales y cepas de Bfi para el control de Ae. aegypti. Se
realizaron pruebas preliminares para evaluar la actividad larvicida de tres extractos vegetales
comerciales y nueve extractos metandlicos a concentraciones de 50 y 500 ppm, de los cuales
se seleccionaron los extractos metandlicos de Persea americana, Heliopsis longipes, Piper
nigrum y Curcuma longa por presentar la mayor actividad larvicida. Posteriormente se
determinaron las concentraciones letales CL2s, CLso y CLoo de actividad larvicida para los
extractos vegetales seleccionados y dos cepas de Bti (Bt-UNL y Bt-QAM), donde el extracto
de P. nigrum y la cepa Bt-UNL presentaron mayor actividad con CL5p de 2.19 y 0.006 ppm
a las 24 h respectivamente. Después se determiné la actividad pupicida de los extractos,
siendo P. americana el Unico tratamiento con el cual se logré obtener 100% de mortalidad
(500 ppm a las 24 h). Se realiz6 un andlisis fitoquimico preliminar, en el cual se reconocieron
los siguientes metabolitos secundarios: esteroides y/o triterpenos, cumarinas, lactonas
sesquiterpénicas, saponinas, fenoles y/o taninos, fenoles y/o flavonoides, azticares, alcaloides
y quinonas. Siendo el extracto de H. longipes el tnico que presentd todos los metabolitos
secundarios evaluados. Al combinar las CL50y CL2s de los extractos vegetales y las cepas de
Bti, se logro potenciar la actividad larvicida siendo la mejor combinacion CLas Bt-QAM+
CLos C. longa presentando efecto sinérgico con valores de 94 para el factor de co-toxicidad
y 1.9 para el factor de sinergismo. La potenciacion de la actividad larvicida mediante la

combinacion de Bti y extractos vegetales es una buena alternativa para el control de Ae.

aegypti.

vii



ABSTRACT

The mosquito Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae) represents a risk to public health, as it
is a transmitter of diverse human diseases such as dengue, chikungunya, zika and yellow
fever. Control of this insect is mainly based on the use of chemical insecticides, but
nevertheless, these are toxic to no target organisms, pollute the environment and favor the
resistant insects selection. For this reason, mora sustainable alternatives such as the
combination of plant extracts and Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) to enhance
insecticidal activity could be a good option for Ae aegypti control. Therefore, the aim of the
study was to evaluate the synergistic effect of plant extracts and Bti strains for Ae. aegypti
control. Preliminary tests to evaluate the larvicidal activity of three commercial plant extracts
and nine methanolic extracts at concentrations of 50 and 500 ppm were performed, from
which the methanolic extracts of Persea americana, Heliopsis longipes, Piper nigrum and
Curcuma longa were selected by present the greatest larvicidal activity. Subsequently, the
lethal concentrations LC»s, LCsp and LCo of larvicidal activity were determined for the
selected plant extracts and two Bti strains (Bt-UNL and Bt-QAM), were P. nigrum extract
and the Bt-UNL strain showed greater activity against larvae with LCso of 2.19 and 0.006
ppm at 24 h respectively. Later, the pupicidal activity of extracts was determined, P.
americana was the only treatment to reach 100% mortality (500 ppm at 24 h). A preliminary
phytochemical analysis was performed, in which the following secondary metabolites were
identified: steroids and / or triterpenes, coumarins, sesquiterpenic lactones, saponins, phenols
and / or tannins, phenols and / or flavonoids, sugars, alkaloids and quinones. The extract of
H. longipes was the only one that presented all the secondary metabolites evaluated. By
combining LCso and LC»s of plant extracts and Bti strains, it was possible to enhance the
larvicidal activity being the best combination LCzs Bt-QAM + LCss C. longa presenting
synergistic effect with values of 94 for the co-toxicity factor and 1.9 for the synergism factor.
The potentiation of larvicidal activity through the combination of Bti and plant extracts is a

good alternative for the control of Ae. aegypti.
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1. INTRODUCCION

El mosquito Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae) es vector de los agentes etioldgicos de
diversas enfermedades en humanos, siendo el dengue, chikungunya, zika y fiebre amarilla
las que generan mayor impacto, ya que inciden en los &mbitos econdmico, social y ambiental,
generando problemas de salud publica (Mufioz et al. 2014; Mora y Pérez 2016). El control
de vectores se ha realizado durante las ultimas décadas empleando principalmente
insecticidas quimicos; sin embargo, su uso indiscriminado puede favorecer la seleccion de
insectos resistentes, ademds de generar efectos negativos sobre el medio ambiente y ser

téxicos para organismos no blanco (Harve y Kamath 2004).

Por tal motivo en los programas de control integrado de plagas los bioplaguicidas estidn
ganando interés debido a que presentan ventajas asociadas con seguridad ambiental,
especificidad, eficacia, biodegradabilidad y sustentabilidad (Kumar y Singh 2015). A nivel
mundial el uso de los bioplaguicidas aumenta 16% anual, lo que representa aproximadamente
el 8% del comercio de pesticidas en el mundo (Jouzani et al. 2017). Las formulaciones
derivadas de materiales naturales como bacterias, animales, plantas o minerales ofrecen una
poderosa herramienta para crear una nueva generacioén de productos sustentables (Aneja et

al. 2016).

De los bioplaguicida microbianos que existen a nivel mundial cerca del 90% son derivados
de la bacteria entomopatégena Bacillus thuringiensis (Bt) la cual se caracteriza por sintetizar
durante la fase de esporulacion proteinas cristalinas denominadas d-endotoxinas que son
toxicas para diferentes insectos de los Ordenes Lepiddptera, Diptera, Coledptera,
Himenoptera, Homoéptera, Ortoptera y Mal6faga (Kumar y Singh 2015; Jouzani et al. 2017;
Portela et al. 2013).

En 1976 Goldberg y Margalit descubren a Bacillus thuringiensis var israelensis (Bti), la cual
presenta actividad toxica contra larvas de dipteros como mosquitos y moscas (Ramirez y
Ramirez 2012). Como agente de biocontrol Bti ha demostrado alta eficiencia en contra de
organismos blanco con efectos no adversos para otros invertebrados o vertebrados (Boyce et
al. 2013). Sin embargo, la aplicacion de formulaciones a base de esta variedad para el control

de Ae. aegypti no ha sido frecuente, a pesar del desarrollo biotecnoldgico que ha generado



bioinsecticidas de varias generaciones de Bt y de su uso en el control bioldgico de otras

especies de mosquitos acudticos vectores y otras plagas agricolas (Ochoa y Arrivillaga 2009).

Por otra parte, las plantas pueden producir fitoquimicos que pueden ser usados como
insecticidas para erradicar larvas, pupas y mosquitos adultos o como repelentes para
proteccion de las picaduras de mosquito (Govindarajan 2009). Las larvas de los tres géneros
de mosquitos mas importantes desde el punto de vista médico Aedes, Anopheles 'y Culex son

susceptibles en menor o mayor medida a una extensa cantidad de compuestos fitoquimicos

(Shaalan et al. 2005).

Los compuestos de origen vegetal pueden ser una alternativa al uso de insecticidas sintéticos
ya sea solos o en combinacién con bioplaguicidas microbianos como Bti (Govindarajan
2009). La mezcla de estos componentes podria potenciar la actividad insecticida, permitiendo
el desarrollo de bioinsecticidas mds efectivos y la disminucién del principio activo necesario

para lograr niveles satisfactorios de eficiencia (Shaalan et al. 2005).



2. ANTECEDENTES

2.1 Mosquitos como problema de salud puablica

Desde tiempos remotos, la mordida de mosquito se ha asociado con enfermedades humanas.
En 1878, los mosquitos fueron los primeros artropodos formalmente incriminados como
hospederos intermediarios de parasitos de vertebrados y en la actualidad son considerados el
enemigo publico nimero uno segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ya que las
enfermedades transmitidas por estos prevalecen en més de 100 paises al rededor del mundo,
infectando alrededor de 700, 000, 000 personas cada afio a nivel mundial (Foster y Walker

2019; Ciccia et al. 2000; Ghosh et al. 2012).

Las enfermedades transmitidas por mosquitos van en aumento, ampliando su rango
geografico a nuevas zonas. La propagacién de las infecciones de Africa y Asia a otros
continentes se ha generado por viajes extensos, comercio, crecimiento de la poblacién en
zonas de alto riesgo, globalizacion de vectores, urbanizacidén, cambio climadtico, asi como la

evolucion del genoma de los virus (Muktar et al. 2016).

Aproximadamente 30 de las 400 especies de mosquitos conocidos son capaces de transmitir
patégenos humanos como virus, protozoarios y nematodos. Se sabe que no transmiten
bacterias patdgenas a los humanos, con la excepcion de la transmision mecdanica de los
agentes causales de la tularemia (Francisella tularensis) y antrax (Bacillus anthracis). La
malaria, fiebre amarilla, dengue y filariasis son las enfermedades mds importantes
transmitidas por estos. Siendo los tres géneros mds importantes de mosquitos vectores
Anopheles, Culex y Aedes (Zhang et al. 2017; Ramirez y Ramirez 2012; Foster y Walker
2019; Narkhede et al. 2017).

La alimentacién de sangre humana por parte de los mosquitos compromete la piel, lo que
puede generar infecciones secundarias por bacterias. Su mordedura introduce a través de la
saliva proteinas que estimulan una reaccion de la histamina, causando alergias en humanos
que incluyen reacciones locales en la piel y sistémicas como el angioedema, ademds de
permitir la adquisicién y transmision de microorganismos que causan enfermedades en
humanos, animales domésticos y animales salvajes (Foster y Walker 2019; Govindarajan et

al. 2012).



El control de las enfermedades es costoso y las epidemias ocasionan un importante impacto
negativo en el desarrollo socioecondémico de los paises, ya que afecta al sistema de salud con
gastos médicos directos, e indirectamente reduciendo la productividad y el turismo,
particularmente en paises con clima tropical y subtropical (Rodriguez 2002; Govindarajan et

al. 2012; Fernandez 2019).

2.2 Biologia de Aedes aegypti

Se estima que hace 500 afios el mosquito Ae. aegypti ancestral, habitaba en los bosques sub-
Saharianos en Africa, ponia sus huevos en los huecos de los drboles y se alimentaba de
huéspedes mamiferos no humanos. Se ha planteado la hipétesis de que, a medida que los
asentamientos humanos se expandieron en los bordes del bosque, los contenedores de
almacenamiento de agua de los humanos proporcionaron un hébitat larvario alternativo ideal
para evitar los efectos de las estaciones secas. Con una proximidad mds cercana a los
humanos, estos surgieron como una fuente alterna de sangre para el mosquito y es probable
que la domesticacién de Ae. aegypti ocurriera in situ en Africa occidental (Brady y Hay

2019).

Durante los siglos XV al XVII Ae. aegypti comenz6 una dispersion cosmopolita, lo que
coincide con el trifico de esclavos de Africa occidental hacia Europa y el Nuevo mundo, por
lo que se cree que las larvas de Ae. aegypti fueran transportadas en contenedores dentro de
los barcos que transportaban esclavos. De esta forma pudo acompaiiar al hombre en sus viajes
a través del globo, generalmente a lo largo de rutas comerciales y turisticas (Sanabria et al.
2009; Lépez y Neira 2016; Brady y Hay 2019). Analisis recientes usando polimorfismos de
nucledtido tnico o SNPs (del inglés, Single Nucleotide Polymorphisms) sugieren que luego
de la introduccién de Ae. aegypti al Nuevo Mundo ocurrié una expansion hacia el Pacifico,

Asia y Australia (Gémez 2018).

Esta especie estd muy asociada con los asentamientos humanos, deposita sus huevos en
recipientes situados en hdbitats domésticos y peridomésticos como jarras de agua, jarrones y
residuos de plastico. Se ha propagado por la mayoria de las ciudades y los pueblos tropicales
y subtropicales y por ello representa una amenaza para la salud de millones de personas

(OMS 2017).



El mosquito Ae. aegypti es el principal vector de cuatro arbovirus humanos: dengue, Zika,
chikungunya y fiebre amarilla. Estas patologias arbovirales se encuentran entre las
enfermedades infecciosas emergentes mds importantes y constituyen problemas de salud
publica a nivel global (Lépez y Neira 2016). Actualmente estas enfermedades se mantienen
en areas tropicales del Tercer Mundo y estdn distribuidas en dreas urbanas de Asia, el
Pacifico, Africa, América Latina y el Caribe (Pérez 2017). Adicionalmente, se ha sugerido
su papel como vector potencial del virus de la encefalitis equina venezolana, el virus mayaro
y estudios de competencia vectorial in vitro han mostrado que es también susceptible al virus

del occidente del Nilo (Gémez 2018).

Desde su entrada a México en 1978, el virus Dengue y su vector han sido actores de
epidemias ciclicas con intervalos de 3-5 afios, asi como una dispersion geografica en la
mayoria del territorio (Ferndndez 2019). En 2018 segin los datos reportados por la
Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) en México fueron notificados 12,706 casos
confirmados de dengue y 45 casos fatales, donde los estados de Chiapas, Veracruz, Jalisco,

Nuevo Le6n y San Luis Potosi concentraron el 82% de los casos (OPS 2019).

2.2.1 Taxonomia

Cuando a principios del siglo XX W. Reed y C. Finlay realizaron sus trabajos sobre la
transmisioén de la fiebre amarilla en Cuba el mosquito vector de esa enfermedad viral era
conocido como Culex fasciatus. Poco después los entomélogos argumentaron que debido a
la estructura de sus escamas no podia ser incluido en el género Culex y se le llamé Stegomya
fasciata Theobald, nombre que fue cambiado por Aedes calopus Meig o Aedes argenteus
Poiret y finalmente se adopté el que se usa actualmente, Aedes aegypti Linn. Su clasificacién
sistémica es la siguiente (Bobadilla 2001; Carrada et al. 1984):
Orden: Diptera
Suborden: Nematocera
Familia: Culucidae
Subfamilia: Culicinae
Tribu: Culicini
Género: Aedes

Especie: aegypti



Se conocen tres variedades principales: Ae. aegypti var. aegypti; Ae. aegypti var. formosus,
y Ae. aegypti var. queenslandensis. La variante aegypti es la mds distribuida en el mundo y
es la que existe en México; se sabe que la var. queenslandensis es parecida a la aegypti en
casi todos los aspectos. La var. formosus esta confinada a ciertas regiones africanas y difiere

en su taxonomia y biologia selvatica (Carrada 1984).

2.2.2 Descripcion de la especie

El mosquito Ae. aegypti es una especie tropical y subtropical ampliamente distribuida por el
mundo (Figura 1). Se encuentra distribuida entre la franja geografica del paralelo 35° al Norte
y 35° al Sur, que corresponden a una isotérmica de verano de 10 °C. Adn cuando el mosquito
se ha encontrado hasta los 45° de latitud norte, estas invasiones que ocurren durante la
estacion calida no sobreviven el invierno (Nelson 1986). Verticalmente se encuentra a menos
de 1000 metros de altitud, aunque existen registros arriba de esta elevacion (Bobadilla 2001).
Es altamente susceptible a temperaturas extremas y climas cdlidos secos, en términos
generales, se le ha encontrado en dreas geograficas con una temperatura media anual mayor

alos 16.9°C (Ibanez y Gomez 1995; Gémez 2018).

Sqe

X

Il Aedes aegypti
B Aedes aibopictus

[:] Ae. aegypli and Ae. albopictus
Figura 1. Distribucién mundial de Ae. aegypti y Ae. albopictus (Houé et al. 2019).

Los factores responsables més importantes de la distribucion de esta especie pueden dividirse

en dos grandes grupos: los factores intrinsecos (inherentes a la especie) y los factores
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extrinsecos (relativos al ambiente que inciden sobre la especie). Dentro de los factores
intrinsecos esta la capacidad de diapausa (interrupciéon temporal del desarrollo) en estado
de huevo; la plasticidad genética favorecida por su ciclo de vida rdpido y alta tasa
generacional; asi como al menos en América la preferencia de la hembra por ovipositar
en cuerpos de agua relativamente pequefios manufacturados por el hombre. Los factores
extrinsecos mads significativos son la urbanizacidn, el crecimiento poblacional, el
movimiento de las poblaciones humanas y con ello el desplazamiento de productos
infestados con huevos del mosquito; asi como el cambio climético que incrementa la
temperatura y precipitaciones, lo que influye en la biologia y distribucién de Ae. aegypti

(Lopez y Neira 2016; Ibdfiez y Gomez 1995; Gémez 2018).

Es un mosquito doméstico, que rara vez se encuentra a mas de 90 metros de una habitacion
humana, el adulto puede ser reconocido facilmente porque en el dorso lleva un dibujo en
forma de lira, con dos lineas paralelas medias y una linea plateada curva a cada lado del térax
(Carrada et al. 1984). Las hembras se alimentan casi exclusivamente de sangre humana, pero
pueden hacerlo de otros hospederos incluyendo bovinos, porcinos, gatos, ratas y pollos,
representando menos del 1% de la ingesta de sangre. La alimentacién de humanos
generalmente ocurre con una o dos horas de intervalo, con preferencia por morder en pies y

talones (Figura 2) (Muktar et al. 2016).

Figura 2. Hembra de Ae. aegipty alimentdndose de sangre (Lopez y Neira 2016).



2.2.3 Ciclo biolégico

El desarrollo del ciclo bioldgico de Ae. aegypti se da bajo condiciones climéticas particulares,
con una temperatura entre los 25 y 32°C y con una minima cantidad de precipitacion
(Ordofiez et al. 2019). Esta especie es holometdbola, pasa por una metamorfosis completa
que comprende los estadios de huevo, larva, pupa (crisdlida) y adulto. Completa sus estadios
en diferentes ambientes, los huevos, larvas y pupas en ambiente acudtico y el adulto es

terrestre (Figura 3) (Muktar et al. 2016; Foster 2019).

Las crisalidas viven en el agua.
Demoran entre 2 y 3 dias en
convertirse en mosquitos adultos
con capacidad para volar.

Los mosquitos hembra depositan sus
huevos en cualquier receptaculo
que contenga agua.

—
&

"N
VLS
77

Crisalida Huevos

Las larvas viven en el agt\
Se convierten en crisalidas

en tan solo 5 dias.

Cuando los huevos se
encuentran en un entorno
acuoso, se produce el proceso
de incubacién, el cual puede
durar desde unos cuantos
dias hasta meses.

Figura 3. Ciclo biolégico del mosquito Ae. aegypti (CDC 2019).

Huevo: son de forma ovoide, tienen la superficie de aspecto reticulado y miden
aproximadamente 1 mm de largo por 0.25 mm de didmetro. En el momento de la postura son
blancos, pero adquieren rdpidamente un color negro brillante (Figura 4). Los huevos son
fecundados durante la postura y el desarrollo embrionario generalmente se completa en 48 h
si el ambiente es humedo y calido. Una vez que se ha completado el desarrollo embrionario,
los huevos son capaces de resistir largos periodos de desecacién, que pueden prolongarse por

mas de un afio si se mantienen en condiciones hiimedas (CDC 2019; Munstermann 1997).



Figura 4. Huevos de Ae. aegypti.
Larva: esta fase es el periodo de alimentacion y crecimiento, el cual consta de 4 estadios o
instar que se diferencian entre si por el tamafio de la larva (Figura 5). Pasan la mayor parte
del tiempo alimentandose de cualquier material organico acumulado en las paredes y el fondo
del recipiente. El desarrollo larvario desde la eclosion hasta la pupacién puede ser de tan solo
5 dias, pero cominmente dura de 7 a 14 dias. Sin embargo, cuando las condiciones
ambientales son desfavorables, hay escasez de alimento o si existe una aglomeracién de

insectos, el periodo se prolonga (Nelson 1986; Pérez et al. 2004; Carrada et al. 1984).

Figura 5. Larva de Ae. aegypti.

Pupa: el periodo de pupa dura alrededor de 48 a 72 h durante las cuales no se alimenta, hasta
que termina su transformacién y eclosiona liberando al mosquito adulto. Las pupas de los
mosquitos son diferentes a los de otros insectos holometabdlicos porque reaccionan
inmediatamente a estimulos externos y se desplazan activamente en forma de saltos (Figura

6) (Nelson 1986; Pérez et al. 2004).



Figura 6. Pupa de Ae. aegypti.

Adulto: es la fase reproductiva del insecto. Dentro de las 24 h posteriores a su emergencia,
ambos sexos pueden aparearse y las hembras pueden tener una alimentacion sanguinea.
Ambos sexos se alimentan de néctar o liquidos dulces, aunque las hembras necesitan de la
sangre para el desarrollo de los huevos. Generalmente, el intervalo entre la alimentacion
sanguinea y la postura es de 3 dias en condiciones Optimas de temperatura. La hembra gravida
es atraida hacia recipientes oscuros con agua y paredes internas humedas, sobre las cuales
deposita sus huevos. Presentan dimorfismo sexual, donde los machos se diferencian de las
hembras porque sus antenas estan cubiertas de pelos mds largos y densos dédndoles el aspecto

de plumas (Figura 7) (Nelson 1986; Carrada et al. 1984).

Figura 7. Macho (izquierda) y hembra (derecha) de Ae. aegypti (Goeldi 1905).
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2.3 Control del mosquito

El control del mosquito tiene como finalidad la disminucién de la emergencia de
enfermedades transmitidas por estos. Para lo cual se identifican los sitios con mayor riesgo y
se concentran los esfuerzos en estas dreas para reducir al vector (Rodriguez 2002). Los cuatro
objetivos principales de esta estrategia son prevenir las picaduras de mosquito, mantener las
poblaciones de mosquitos a densidades aceptables, minimizar el contacto de los mosquitos
con los vertebrados y reducir la longevidad de los mosquitos hembras. Todas estas acciones
minimizan los efectos molestos y dafiinos de las picaduras, e interrumpen la transmisién de

los patdgenos (Foster 2019).

La ejecucion correcta de los programas de control de mosquitos puede reducir eficazmente
la transmisién de virus transmitidos por estos; sin embargo, es complejo, caro y se ve
entorpecido por la propagacion de la resistencia a los insecticidas. Por lo que la OMS
recomienda adoptar enfoques integrados que tengan en cuenta todas las etapas del ciclo de
vida del mosquito y permitan la participacion plena de las comunidades (OMS 2019). Para
el manejo integrado de vectores los métodos disponibles de control pueden ser divididos en
cinco categorias: ambientales, mecdnicos, bioldgicos, quimicos y genéticos (Figura 8)

(Baldacchino et al. 2015).
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Figura 8. Métodos de control disponibles contra Aedes sp. (Bti: Bacillust huringiensis var. israelensis; Lsph:

Lysinibacillus sphaericus; dSRNA: double-stranded RNA) (Baldacchino et al. 2015).

Métodos ambientales: se basa en la reduccion de los criaderos de mosquitos y es comunmente
el primer método de control contra las especies que se reproducen en contenedores
artificiales. Los cambios en el habitat de las larvas pueden limitar los sitios disponibles para
la oviposicion de los huevos, eclosion o desarrollo de las larvas. Lo que incluye la remocién
temporal de los contenedores con agua, trituracién de llantas de desecho, el uso de barreras

fisicas como tapas o espumas de pldstico, entre otras (Baldacchino et al. 2015; Foster 2019).



Métodos mecanicos: se ha sugerido el uso de trampas con cebos de olor para la captura
masiva de poblaciones adultas de mosquitos, donde el principal blanco son las hembras
gravidas. Estos métodos aprovechan la predisposicion de las hembras por dejar sus huevos
en contenedores pequefios. La adicion de un larvicida dentro de la trampa o un adhesivo en
la superficie permite su uso por tiempos prolongado sin el riesgo de convertirse en un sitio

de reproduccion (Mackay et al. 2013; Baldacchino et al. 2015).

Meétodos bioldgicos: existen diferentes estrategias para el biocontrol, su objetivo principal es
ser seguros para el medio ambiente y sustentables, tienen como blanco diferentes estadios
del ciclo biol6gico del mosquito. Estos métodos incluyen organismos que matan mosquitos
como las bacterias B. thuringiensis var. israelensis (Bti) y Lysinibacillus sphaericus; hongos
entomopatégenos como Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae; ademads de
predadores naturales de larvas como peces y copépodos. En los métodos biolégicos también
se incluyen los compuestos derivados de las plantas y la liberacion de mosquitos inoculados

con la bacteria endosimbionte Wolbachia (Benelli 2016; Baldacchino et al. 2015).

Meétodos genéticos: estos se basan en la liberacién masiva de mosquitos macho estériles que
portan un gen letal dominante o un sistema genético que permite a los machos alterados solo
dejar como descendencia machos, de esta forma el gen puede continuar extendiéndose,

disminuyendo la poblacion natural de hembras (Foster y Walker 2019).

Métodos quimicos: durante las ultimas décadas los insecticidas quimicos han sido los mas
utilizados para el control de vectores (Muioz et al. 2014). Estos tienen actividad contra larvas
y adultos. En los compuestos larvicidas se encuentran los aceites minerales,
organofosforados y reguladores del crecimiento de insectos, los cuales son aplicados en el
agua donde las larvas se desarrollan. Los adulticidas como los organofosforados, carbamatos,
piretrinas y piretroides sintéticos se aplican sobre paredes y sitios de reposo de los mosquitos
adultos (Parra et al. 2007; Foster y Walker 2019). Sin embargo, estd bien documentado que
este tipo de compuestos han facilitado el desarrollo de poblaciones de mosquitos resistentes,
son toxicos y afectan el medio ambiente al contaminar el suelo, agua y aire (Govindarajan et

al. 2012; Narkhede et al. 2017).
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En México desde los afios 70s se han utilizado productos quimicos para mantener controladas
las poblaciones de mosquitos (Ponce et al. 2003). Sin embargo, los intentos por controlar a
Ae. aegypti han tenido poca fortuna (Rodriguez 2009). Esto debido a la falta de percepcion
de los gobiernos, que olvidan que la prevencion por reinfestaciones depende no sélo de la
instalacion de la vigilancia entomoldgica, sino también de la ejecucion de acciones larvicidas

y adulticidas como respuesta al hallazgo del mosquito (Schmunis y Dias 2000).

Las operaciones de combate al mosquito deben desarrollarse, en lo posible, con un empleo
minimo de insecticidas; selecciondndose aquellos productos mds seguros, de alta eficacia,
con grado de toxicidad muy bajo y con posibilidad minima o nula de contaminacion del
ambiente (Rodriguez 2002). La problematica mas grave, es que los grandes brotes
epidémicos ocurren en paises pobres o en vias de desarrollo, por lo que les es imposible
adquirir las nuevas, mejoradas y perfeccionadas formulaciones insecticidas, recurriendo
entonces a las antiguas y baratas trayendo como consecuencia problemas medioambientales
y de resistencia (Parra et al. 2007). Por lo que es necesario seguir realizando investigaciones
tanto en laboratorio como en campo, de tal forma que el uso y aplicacién de otras estrategias
de control puedan ser consideradas como una alternativa debidamente normada por los

organismos gubernamentales de cada pais (Vazquez et al. 2007).

2.4 Bioplaguicidas

Los bioplaguicidas son definidos como organismos vivos y o sus productos naturales que
previenen, controlan o suprimen las poblaciones de plagas y que poseen menos efectos

negativos al medio ambiente y a la salud humana (Méndez 2017).

Son clasificados en tres diferentes categorias: (1) protectores incorporados en la planta: hace
referencia al material genético incorporado en las plantas por medio de la biotecnologia,
obteniendo de esta forma proteccion en contra de diversas pestes u otros estresores quimicos;
(2) pesticidas microbianos: estos incluyen a las bacterias, hongos, protozoarios, o virus como
ingrediente activo, los cuales pueden ser naturales o modificados genéticamente; (3)
pesticidas bioquimicos: son quimicos naturales o extractos vegetales que controlan a las
plagas a través de diferentes mecanismos incluyendo interferencia con el apareamiento,

funcionan como atrayentes, son toxicidad entre otros (Senthil 2015; Sudakin 2003).
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2.4.1 Bioplaguicidas botanicos

El metabolismo primario de las plantas sintetiza compuestos esenciales y de presencia
generalizada en todas las especies vegetales, sin embargo, los productos finales del
metabolismo secundario como los alcaloides, aminodcidos no proteicos, esteroides, fenoles
o taninos entre otros, pueden tener diferentes funciones bioldgicas, dentro de las que destaca,
la actividad insecticida. Los metabolitos secundarios pueden actuar como atrayentes,
repelentes, inhibidores de la alimentacidn, téxicos, asi como reguladores del crecimiento lo
que puede afectar los procesos fisiolégicos del insecto, de esta manera las plantas evitan ser
consumidas por herbivoros (Ruiz et al. 2015; Vazquez et al. 2007; Rizwan-ul-Haq et al.
2009). No se ha identificado un patron de maxima produccion, ni 6rganos especiales para el
almacenaje de metabolitos secundarios, sin embargo, lo comin es que la mayor

concentracion de este tipo de compuestos se encuentre en flores, frutos y semillas (Vazquez

et al. 2007).

Entre las ventajas del uso de bioiplaguicidas botanicos se incluye que son seguros para
humanos y animales, descomposicion rapida de las moléculas téxicas en el medio ambiente,
y pocos efectos adversos para los organismos no blanco, en comparacién con los insecticidas

quimicos (Prasanna et al. 2012; Parra et al. 2007; Sakthivadivel y Daniel 2008).

Los compuestos de origen botdnico han sido extensamente usados para la actividad larvicida
en la agricultura, pero es muy limitado su uso en salud publica. Casi todos los materiales
vegetales con actividad bioldgica contra larvas son efectivos a concentraciones altas (>50
ppm), lo que los hace costosos y econdmicamente no viables para su uso para el control de

larvas de mosquito en campo (Harve y Kamath 2004).

A consecuencia de legislaciones ambientales més estrictas, el incremento de la resistencia de
los insectos a los pesticidas sintéticos y la preocupacion de los consumidores se ha visto un
mayor interés por el uso de insecticidas botdnicos (Harve y Kamath 2004). Por lo que el
estudio de la actividad biolégica de algunos compuestos presentes en las plantas ofrece una
oportunidad para descubrir insecticidas nuevos y eficientes para el control de plagas

(Vazquez et al. 2007).
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2.4.2 Bioplaguicidas microbianos

Las especies que se utilizan en la formulaciéon de plaguicidas microbianos deben ser
efectivas, tener una alta especificidad y patogenicidad contra una o mdas plagas de
importancia economica o social, lo cual permite asegurar un buen mercado (Nava et al.

2012).

Los productos a base de microorganismos presentan como principales ventajas (Ferndndez y

Juncosa 2002):

e Son mads especificos que los productos sintéticos.
e Son amigables con el medio ambiente.
e Losinsectos tienden a desarrollar menor resistencia a productos microbianos que

a productos quimicos.

Las principales barreras con las que se encuentran los productos formulados a base de

microorganismos son (Ferndndez y Juncosa 2002):

e Efectividad de control en general menor que los productos quimicos.

e Generalmente su accion no es inmediata.

e Dificultades de produccién a nivel comercial.

e Problemas técnicos como la sensibilidad a factores ambientales (temperatura,

radiacion UV, humedad) que presentan la mayoria de estos productos.

Los bioplaguicida a base de bacterias son probablemente los mas empleados y resultan mas
econdmicos que los otros métodos de bioregulacion de plagas (Ondarza 2017). Siendo los
productos a base de Bacillus thuringiensis los mds comercialmente explorados y exitosos,
representando el 90% de los bioplaguicidas microbianos que se encuentran disponibles

comercialmente a nivel mundial (Damalas y Koutroubas 2018).

Entre las ventajas y desventajas del uso de Bt como bioinsecticida se encuentran las

siguientes (Galan 2017):
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Ventajas:

e Rendimiento. Aunque cada kilogramo es mds caro, se necesitan apenas unos
gramos por hectarea frente a 4 kilos de los insecticidas quimicos.

e Alta toxicidad. Se necesita una pequefia cantidad para acabar con las plagas.

e Especificidad. Solamente mata al organismo blanco.

e No produce infecciones. Estd demostrado que una larva infectada no perjudica a
otros insectos, animales o incluso humanos.

e Tiempo limitado de permanencia en el medio ambiente. Después de 3 o 4
semanas de aplicado, ya no se encuentran rastros del bioinsecticida.

e Pocos casos de resistencia. Hay pocos casos reportados y s6lo en condiciones

extraordinarias existen ciertos grados de resistencia.
Desventajas:

e Aplicacién con dificultad.

e No es fécil producirlo.

e Poca difusién y aceptacion por parte de los productores.

e No se ha podido controlar su calidad. En ocasiones funciona y en ocasiones no.
e Variabilidad en la resistencia de los insectos.

e Localidad. Su uso puede estar limitado a faunas de determinada region.
2.5 Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis es un bacilo Gram positivo, anaerobio facultativo, de flagelacion
peritrica, que posee la caracteristica de desarrollar esporas (Sauka y Benintende 2008). Es
nativo del suelo y catalogado como cosmopolita ya que ha sido aislado de ecosistemas como
bosques tropicales y templados, zonas desérticas, sabanas, archipiélagos, frutales, suelos
agricolas, arena y cuevas en los cinco continentes (Portela ef al. 2013). Se encuentra de forma
natural en el intestino de las orugas de diferentes tipos de polillas y mariposas, asi como en

las superficies obscuras de las plantas (Osman et al. 2015).
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La principal diferencia entre Bt y otros bacilos estrechamente relacionados es la formacion,
durante el proceso de esporulacion, de uno o més cuerpos cristalinos de naturaleza proteica
adyacentes a la espora (Figura 9). Algunos de estos cristales paraesporales denominados
como d-endotoxinas (proteinas Cry o Cyt) le confieren la capacidad patogénica contra larvas
de diferentes 6rdenes de insectos en su mayoria lepiddpteros, dipteros y coledpteros (Palma
et al. 2014). Al sintetizar el cristal durante la esporulacién, la bacteria puede asegurar su
supervivencia. Ya que un insecto muerto le puede proveer los nutrientes suficientes que

permitan que las esporas puedan germinar (De Maagd 2001).

Figura 9. Microfotografia de Bt en microscopio electrénico de transmisién. Se muestra el cristal proteinico
romboide compuesto de toxinas Cry y una espora en proceso (Modificado de Soberén y Bravo 2007).

Las propiedades insecticidas de Bt fueron reconocidas muchos afios antes de que la bacteria
fuera identificada, hay reportes que sugieren que las esporas de esta bacteria ya habian sido
utilizadas en el antiguo Egipto (Osman et al. 2015). En la era moderna fue aislado por primera
vez en 1901 en Japén por el bacteridlogo Ishiwata Shigetane, quien consideré a la bacteria
como responsable de la enfermedad de sotto del gusano de seda Bombyx mori. Ishiwata
nombré al agente causal como Bacillus sotto, que significa suave y flacido, en referencia a
la apariencia de las larvas infectadas (Galdn 2017; Osman et al. 2015). Sin embargo, la
primera descripcion vélida fue realizada hasta 1911 por el cientifico Alemén Ernst Berliner,

quien redescubre a la bacteria al aislarla de larvas enfermas de la polilla Anagasta kuehniella,
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nombrandola Bacillus thuringiensis, que deriva de Thuringia, el pueblo alemédn donde las

polillas fueron encontradas (Sansinenea 2012; Melo et al. 2016).

Las toxinas de Bt comenzaron a utilizarse comercialmente en Francia en 1938 y para 1958
su uso se habia extendido a los Estados Unidos. El panorama de los productos a base de esta
bacteria logré expandirse gracias a los aportes del Dr. Howard T. Dulmage, quien en 1970
aisla la cepa HD-1 de B. thuringiensis var. kurstaki, la cual presentaba toxicidad 200 veces
mayor que las cepas antecesoras. Dulmage desarrolla las bases para los procedimientos de
fermentacion y formulacion de los cultivos de Bt para su comercializacion, ademds de un
sistema estandarizado para calibrar la potencia de las diferentes preparaciones y el
establecimiento de las unidades toxicas internacionales, permitiendo la comparacion de los
diferentes productos desarrollados. A partir de los afios 80 Bt se convierte en un plaguicida

de interés mundial (Ochoa y Arrivillaga 2009).

2.5.1 Taxonomia

Bacillus thuringiensis pertenece a la familia Bacillaceae, siendo miembro del grupo de
Bacillus cereus, el cual comprende a las especies B. anthracis, B. pseudomycoides, B. cereus,
B. cytotoxicus, B. mycoidesare, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis y B. toyonensis. La

clasificacion sistemadtica de Bt es la siguiente (Wei et al. 2019):

Reino: Procariota
Phylum: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia Bacillaceae

Género: Bacillus

Para la clasificacion de esta especie el método mds comunmente utilizado es la
serotipificacion del antigeno flagelar H. Se han caracterizado al menos 69 serotipos H y 82
variedades seroldgicas (serovar) (Tabla 1). Existen, ademds, cepas de Bt que no pueden
clasificarse utilizando esta metodologia, ya que no pueden formar flagelos (Sauka y

Benintende 2008; Lecadet ef al. 1999).
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Tabla 1. Clasificacién de Bt de acuerdo con el antigeno H (Lecadet et al. 1999).

Antigeno H Serovar Antigeno H Serovar Antigeno H Serovar

1 thuringiensis 19 tochigiensis 44 higo

2 finitimus 20a, 20b yunnanensis 45 roskildiensis
3a, 3¢ alesti 20a, 20c pondicheriensis 46 chanpaisis

3a, 3b, 3c kurstaki 21 colmeri 47 wratislaviensis
3a, 3d sumiyoshiensis 22 shandongiensis 48 baledrica

3a, 3d, 3e Sfukuokaensis 23 Jjaponensis 49 muju

4a, 4b sotto 24a, 24b neoleonensis 50 navarrensis
4a, 4c kenyae 24a, 24c novosibirsk 51 xiaguangiensis
5a, 5b galleriae 25 coreanensis 52 kim

Sa, 5c¢ anadensis 26 silo 53 asturiensis

6 entomocidus 27 mexicanensis 54 poloniensis

7 aizawai 28a, 28b monterrey 55 palmanyolensis
8a, 8b morrisoni 28a, 28c Jjegathesan 56 rongseni

8a, 8c ostriniae 29 amagiensis 57 pirenaica

8b, 8d nigeriensis 30 medellin 58 argentinensis
9 tolworthi 31 toguchini 59 ibérica

10a, 10b darmstadiensis 32 cameroun 60 pingluonsis
10a, 10c londrina 33 leesis 61 sylvestriensis
11a, 11b toumanoffi 34 konkukian 62 zhaodongensis
11a, 11c kyushuensis 35 seoulensis 63 bolivia

12 thompsoni 36 malaysiensis 64 azorensis

13 pakistani 37 andaluciensis 65 pulsiensis

14 israelensis 38 oswaldocruzi 66 graciosensis
15 dakota 39 brasiliensis 67 vazensis

16 indiana 40 huazhongensis 68 thailandensis
17 tohokuensis 41 soonchen 69 pahangi

18a, 18b kumamotoensis 42 Jjinghongiensis

18a, 18c Y0S$00 43 guiyangiensis

2.5.2 Bacillus thuringiensis var. israelensis

La primera variedad de Bt reportada con toxicidad contra larvas de dipteros fue Bti la cual
fue aislado por primera vez en la ribera de un rio en Israel en 1976 por Goldberg y Margalit
(Ben 2014; Ochoa y Arrivillaga 2009). Desde principios de los 80, los insecticidas basados
en Bti han sido utilizados comercialmente como agentes de biocontrol, demostrando alta
eficiencia a concentraciones muy bajas en contra de los organismos blanco, principalmente

larvas de mosquito y mosca (Land y Miljand 2014; Boyce et al. 2013).

Bti es seguro para los humanos y otros organismos no blanco, presenta residuos minimos en
los habitats tratados, es biodegradable y presenta vida de anaquel prolongada (Poopathi
2012). En un estudio realizado en 2001 llevado a cabo en un rio de Pensilvania (EUA)
durante 8 afos se demostrd que la aplicacion de Bti no tiene efecto en la composicion y

densidad de las poblaciones de peces y macroinvertebrados no blanco, ni siquiera en ciertas
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especies de quirondmidos que previamente se habian reportado como sensibles a Bt. Por otro
lado, la aplicacién de Bti si redujo las poblaciones de la larva de la mosca negra (Diptera:

Simuliidae), uno de los blancos de esta bacteria (Ochoa y Arrivillaga 2009).

Su actividad se atribuye a la produccién de inclusiones compuestas de las toxinas Cry4Aa,
Cry4Ba, Cryl0Aa, CryllAa, CytlAa y Cyt2Ba. Las cuales difieren unas de otras en su
toxicidad variable hacia diferentes géneros de mosquito (Zhang et al. 2017). Bti tiene un
efecto toxico elevado contra larvas de mds de 15 especies de mosquitos y 40 especies de
moscas. Siendo altamente toxica contra los géneros de mosquito Aedes, Culex y Anopheles
que son las especies transmisoras de enfermedades humanas con mayor importancia (Gad y

Al-Dakhil 2018).

2.5.3 Mecanismo de accion

Aunque el mecanismo de accion de las toxinas Cry contra diversos insectos ha sido
ampliamente investigado, atin hay muchas controversias. Existen diferentes modelos en la
literatura que buscan explicarlo entre ellos el modelo de e unién secuencial y el de

sefalizacion (Zhang et al. 2017; Ibrahim et al. 2010).

El modelo de unién secuencial es conocido como el mecanismo clésico. Ha sido detallado en
estudios con la proteina CrylAb en Manduca sexta. Postula que las propiedades téxicas
provienen de inclusiones cristalinas producidas durante la esporulacion de Bt. Los cristales y
sus subunidades son protoxinas inertes y no se encuentran biolégicamente activas. Son
activadas cuando son ingeridas por larvas de mosquito, y su modo de accién puede ser
trazado como sigue: la d-endotoxinas es ingerida, la digestién con proteasas es activada, y
después las toxinas Cry entran en contacto con los receptores N-aminopeptidasa y cadherina
en la superficie de la membrana (Figura 10A). La afinidad entre las toxinas y ciertos tipos de
receptores dan como resultado la protedlisis de la proteina Cry. Lo que causa cambios
estructurales en las cadenas y forma oligdmeros que funcionan como “pre-poros” (Figura
10B y C). El receptor N-aminopeptidasa ancla el pre-poro en la bicapa lipidica (Figura 10D).
Asi el cambio en la formacién del poro afecta la integridad de la membrana (Figura 10E),
evidencia electrofisiolégica y bioquimica sugiere que los poros ocasionan un desbalance
osmotico que causa la muerte y lisis de la célula; el intestino se paraliza, el insecto deja de
alimentarse, hay diarrea, paralisis total y finalmente la muerte. Muchas larvas de mosquitos
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mueren a pocas horas de la ingestion (Land y Miljand 2014; Melo et al. 2016; Soberén y
Bravo 2007).

Tx

10

(A) (B) (C) (E)

Figura 10. Mecanismo de accién de las toxinas Cry de Bt, de acuerdo con el modelo de unién secuencial. A)
La toxina Cry (Tx) se une a los receptores de cadherina (Cd) en la membrana plasmatica. B) Las toxinas Cry
se unen a los receptores N-aminopeptidasas (N-a). C) protedlisis de la proteina por oligomerizacién (OI). D)
Formacién de pre-poros (Pp). E) Formacién de poros (P) que afectan la integridad de la membrana (Modificado
de Melo et al. 2016).

El modelo de sefializacion tiene similitudes con el modelo anterior; sin embargo, en este se
asignan otras causas para la muerte celular. De acuerdo con esta teoria, las proteinas Cry
afectan a la célula de dos maneras: primero por la formacién de poros en la membrana, como
se menciona en el modelo de unién secuencial; segundo, por la produccién de reacciones
sucesivas que alteran el metabolismo celular. De acuerdo con esta hipodtesis, las toxinas Cry
se unen a los receptores cadherinas y N-aminopeptidasas (Figura 11A), simultineamente hay
una activacion de los canales de Mg*? en la membrana plasmatica (Figura 11B). La apertura
de estos canales provoca un movimiento anormal de los iones en el citosol (Figura 11C),

estimulando el proceso de apoptosis (Melo et al. 2016).
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Figura 11. Mecanismo de accién de las toxinas de Bt, de acuerdo con el modelo de sefializacioén. A) La toxina
Cry (Tx) se une a los receptores de cadherina (Cd) en la membrana plasmatica. B) Estimulacién de apoptosis
(Ap) con la activacion de canales i6nicos en la membrana plasmatica. C) Movimiento de los iones de magnesio,
culminando con muerte celular (Modificado de Melo et al. 2016).

2.5.4 Toxinas

Bacillus thuringiensis produce tres clases principales de proteinas insecticidas, las proteinas
Cry (proteinas cristalinas) y Cyt (toxinas citoliticas) denominadas como 6-endotoxinas se
producen durante la fase de esporulacion; y las Vip (proteinas insecticidas vegetativas)
durante la fase vegetativa (Zhang et al. 2017; Palma et al. 2014). De acuerdo con la base de
datos de Crickmore et al. (2018) (http://www.btnomenclatur e.info/) hasta octubre de 2019,
existen 74 familias de proteinas Cry con 818 secuencias reportadas, 3 familias para las Cyt
con un total de 40 secuencias y 156 secuencias que codifican para proteinas Vip agrupadas

en 4 familias.

2.5.4.1 o-endotoxinas

Las toxinas Cry y Cyt pertenecen a la clase de toxinas conocidas como formadoras de poro,
las cuales son secretadas como proteinas solubles en agua, sufren cambios conformacionales
en orden de insertarse o translocarse en la membrana celular de su hospedero (Bravo et al.
2007). Se ha reportado toxicidad por parte de las proteinas Cry hacia lepidopteros,
coledpteros, himendpteros, dipteros, nematodos, algunos caracoles y a células cancerigenas
de diferentes origenes. En contraste las toxinas Cyt presentan actividad predominantemente
en contra del orden Diptera, (Figura 12); adicionalmente algunas toxinas Cyt son capaces de
establecer sinergia para la actividad insecticida con otras proteinas de Bt (Palma et al. 2014).
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Figura 12. Espectro de accion de las §-endotoxinas Cry y Cyt (Palma er al. 2014).

2.5.5 Otros factores de virulencia

Para muchos insectos la accion de las d-endotoxinas es suficiente para provocar la muerte
del insecto, mientras que para otros la espora tiene que estar presente. La germinacion de las
esporas permite la expresion y produccion de otros factores de virulencia que le permiten
sobrevivir y multiplicarse en el huésped, evadir su sistema inmune y producir septicemia
(Raymond et al. 2010; Sauka y Benintende 2008). Incluyendo las proteinas insecticidas
secretadas (Sip), a-exotoxinas, [(-exotoxinas, hemolisinas, enterotoxinas, quitinasas y
fosfolipasas. Las esporas por si mismas contribuyen a la patogenicidad, con frecuencia
actuando en sinergia con las proteinas cristalinas. Todos estos factores podrian tener un rol
en la patogénesis del insecto bajo condiciones naturales, ayudando a la bacteria a desarrollar

la enfermedad o la muerte de las larvas de los insectos (Maagd et al. 2001).
2.6 Sinergismo entre Bt y extractos vegetales
Los compuestos fitoquimicos que tienen sinergia con los productos a base de Bt, podrian

usarse en las formulaciones microbianas para el control de plagas; y por otra parte permitiran

el desarrollo de estrategias para la rotacion de Bt e insecticidas de origen botdnico para
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mitigar la resistencia de los insectos a las toxinas Bt, ya que se considera que las mezclas
complejas que presentan sinergismo tienen mayor efecto y mas duradero que los compuestos

orgénicos puros solos (Nathan et al. 2006; Chang et al. 2014).

Estudios de sinergismo, antagonismo y adicién de toxicidad que involucran la mezcla de
fitoquimicos, se han realizado en plagas agricolas més que en plagas de importancia médica.
Existen pocos estudios de la actividad insecticida contra mosquito que combinen los efectos
fitoquimicos con los insecticidas o agentes de control microbioldgico (Shaalan et al. 2005),

algunos de estos serdn mencionados a continuacion.

Se ha visto que los productos derivados de la planta de neem (Azadirachta indica) tienen
efectos toxicos en las larvas de las especies de mosquitos Aedes spp. y Anopheles spp. Sin
embargo, cuando son utilizados solos, se necesitan concentraciones elevadas para obtener
una alta mortalidad en Ae. aegypti. Pero combindndolo con Bti, se pueden obtener efectos

aditivos o inclusive sinérgicos (Schmutterer 1990).

Murugan et al. (2002) al combinar el aceite esencial de A. indica y Pongamia pinnata con
Bti observaron efecto sinérgico donde la mortalidad de larvas, pupas y adultos de C.
quinquefasciatus incrementd al aumentar la concentracion de los aceites esenciales y Bti

cuando fueron evaluados solos o combinados.

Prasanna et al. (2012) reportaron que el extracto metandlico del alga Sargassum wightii en
combinacién con Bti afectd la duracion de la fase larvaria, la emergencia de los adultos y
generd interferencia en el sistema intestinal, dando como resultados mortalidad y efectos

inhibidores del crecimiento en An. sundaicus.

Subramaniam et al. (2012) reportaron que al combinar el extracto metandlico de hoja de
Momordica charantia y Bti se obtuvieron las CLs5o de 85.09 ppm, 90.51 ppm, 111.91 ppm, y
137.61 ppm para larvas de los instar I al IV respectivamente y 154.40 ppm para las pupas de

An. stephensi, siendo mas toxica la combinacion, que los componentes de forma individual.

El equipo de trabajo de Mahesh er al. (2012) utilizando el extracto de hoja de Solanum
xanthocarpum mas Bti en una relacion 2:1, obtuvieron mayor actividad larvicida y pupicida
donde la CLso fue de 126.81, 137.62, 169.14, 238.27, y 316.02 ppm para larvas del I al IV

instar y pupas de C. quinquefasciatus.
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Mansour et al. (2012) reportaron que al combinar las CL2s de diferentes aceites esenciales
(Anethum graveolens, Apium graveolens Carum carvi, Curcuma longa, Cuminum cyminum,
Foeniculum vulgare, Melia azedarach, petroselium crispum y Piper nigrum) y Bti se

potenciaba la toxicidad contra larvas y adultos de C. pipens.

El grupo de Zahran et al. (2013) al combinar la azadiractina el compuesto bioactivo presente
en semillas de A. indica con Bti, encontraron efecto sinérgico en todas las combinaciones
evaluadas, en donde la concentracion CL2s Bti + CL2s azadiractina presentd 89% de

mortalidad en larvas del 3° instar de C. pipens.

En un estudio realizado por Panneerselvam et al. (2013), se encontré que al combinar el
extracto de éter de petréleo de hojas de Catharanthus roseus con Bt en una relacion 60/2.5
g/L, se obtuvo una mejor eficiencia larvicida obteniéndose mortalidades de 97, 92, 88 y 82%

contra los cuatro estadios larvarios de An. stephensi.

Chang et al. (2014) encontraron que los principales constituyentes de los aceites esenciales
de corteza de cassia, capullo de clavo y el anis de estrella, los cuales son (E)- cinamaldehido,
eugenol y (E)- anetol, al ser combinados con Bfi en una relacién 1:1 mostraron accién
sinérgica contra larvas de Ae. albopictus y An. sinensis, siendo la combinacién con el

compuesto (E)- cinamaldehido el que presenté mayor toxicidad.
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3. JUSTIFICACION

Las enfermedades transmitidas por el mosquito Ae. aegypti como el dengue, zika
chikungunya y fiebre amarilla impactan de manera importante en los sistemas de salud.
Debido a que para muchas de estas enfermedades no hay vacunas disponibles, la disminucién
de su transmision se basa en el control del vector principalmente por la aplicacién de

insecticidas quimicos.

Sin embargo, el uso excesivo de insecticidas sintéticos que son utilizados en los programas
de control de vectores favorece la aparicion de insectos resistentes, desequilibrio ecoldgico,
y riesgo para los organismos no blanco. Por lo que hay una constante necesidad por
desarrollar insecticidas bioldgicos, que puedan reducir los riesgos para el humano y otros

organismos al minimizar la acumulacién de residuos peligrosos en el ambiente.

Aunque Bti muestra una alta eficiencia para el combate de diversas especies de mosquito, no
se ha utilizado ampliamente para el combate de plagas urbanas, principalmente por ser mas
costoso que los insecticidas quimicos. Por lo que la busqueda de compuestos que
potencialicen la toxicidad de Bfi como los extractos vegetales, permitird que la cantidad de
principio activo necesario para tener actividad insecticida satisfactoria se disminuyan,
ademds de que estos compuestos podrian ser considerados para su adicién en formulaciones,
de tal forma que se reduzcan a largo plazo los costos de produccion, y con ello poder ofrecer
productos mads atractivos que puedan competir en el mercado con los insecticidas quimicos

que actualmente son utilizados para el control de mosquito.
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4. HIPOTESIS

Existe sinergismo entre extractos vegetales y cepas de Bti para el control de Ae. aegypti.
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5. OBJETIVO DEL TRABAJO

5.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar si existe sinergismo entre extractos vegetales y cepas de Bti para el control de

Ae. aegypti.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la actividad larvicida de tres extractos vegetales comerciales y nueve
extractos vegetales metandlicos contra Ae. aegypti.

2. Determinar el efecto pupicida de extractos vegetales seleccionados.

3. Identificar los principales metabolitos secundarios presentes en los extractos
vegetales.

4. Determinar la toxicidad del complejo espora-cristal de dos cepas de Bti contra
larvas de Ae. aegypti.

5. Evaluar si existe sinergismo entre los mejores extractos vegetales y Bti para el

control de larvas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Lugar de trabajo
El estudio fue realizado en el Instituto de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias bioldgicas,
el cual pertenece al departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Universidad

Auténoma de Nuevo Ledn.

6.2 Cepas bacterianas

Fueron seleccionadas por su toxicidad las cepas de Bti Bt-QAM y Bt-UNL las cuales
pertenecen a la coleccion Dulmage del Instituto de Biotecnologia de la UANL. Para la
obtencién del complejo espora-cristal se realizé una extracciéon por el método de
coprecipitacion lactosa acetona de Dulmage et al. (1970), para lo cual las cepas fueron
reactivadas en 300 ml de caldo nutritivo e incubadas por 15 h a 30 °C y 200 rpm,
posteriormente el cultivo fue transferido a un fermentador de 9 L, incubdndose por 72 h a las
mismas condiciones de temperatura y agitacion mencionadas anteriormente. Fue realizada
una evaluacién microscOpica hasta observar la formacion de los cristales. Las muestras

fueron almacenadas en tubos de pléstico a 4 °C en obscuridad hasta su uso.

6.3 Extractos vegetales
Fueron utilizados tres extractos vegetales comerciales que consistieron en: (Citricidal®,

Echinacea y sangre de drago, la composicion se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Extractos vegetales comerciales utilizados y su composicion.

Nombre

. Nombre cientifico Familia Composicion
comercial

56-60% Extracto de Semilla, 35-39%
Citricidal® Citrus paradisi Rutaceae Glicerina USP y
24% de Acido Ascérbico
Sangre de drago  Jatropha dioica Euphorbiaceae Extracto fluido de raiz 100%

Echinacea Echinacea purpurea Asteraceae Extracto fluido de raiz 20% y parte aérea 80%

Fueron utilizadas las siguientes plantas deshidratadas (Tabla 3): semilla de Persea
americana, flor de Calendula officinalis, raiz de Taraxacum officinale, rizoma de Curcuma
longa, hojas de Casimiroa edulis, semilla de Piper nigrum, hojas de Rosmarinus officinalis,

semillas de Linum usitatissimum y raiz de Heliopsis longipes.
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Tabla 3. Plantas utilizadas para la elaboracién de extractos vegetales metandlicos.

Familia Nombre cientifico Nombre comiin Parte utilizada
Calendula officinalis Caléndula Flor
Asteraceae Taraxacum officinale Diente de le6n Raiz
Heliopsis longipes Pelitre Raiz
Lamiaceae Rosmarinus officinalis Romero Hojas
Linaceae Linum usitatissimum Linaza Semilla
Lauraceae Persea americana Aguacate Semilla
Piperaceae Piper nigrum Pimienta Semilla
Rutaceae Casimiroa edulis Zapote blanco Hojas
Zingiberaceae Curcuma longa Cidrcuma Rizoma

Para la elaboracion de extractos vegetales metandlicos se utilizé el método de maceracion,
para lo cual las plantas deshidratadas fueron trituradas con un mortero, 25 g del material
vegetal fue transferido a frascos de color dmbar para posteriormente adicionar metanol al
96% en una relacion masa/solvente de 1:10. Las preparaciones se dejaron a temperatura
ambiente por cuatro dias protegidas de la luz con agitacién ocasional, los extractos fueron
filtrados usando papel Whatman N° 4, para posteriormente concentrar el extracto en
rotavapor (IKA® RV 10) a 40 °C, 50 rpm y 200 mbar. Para obtener el rendimiento de la
extraccion fue empleada la siguiente férmula:

Peso del extracto

Peso del material vegetal x 100

% Rendimiento =

6.4 Mantenimiento de la colonia de Ae. aegypti

La colonia de mosquitos se encuentra en condiciones de laboratorio a una temperatura de 28
a 30 °C con 60 a 70% de humedad relativa, con ciclos de luz/obscuridad de 12 h. Bajo estas
condiciones, el ciclo de huevo a adulto se completa de tres a cuatro semanas. Las larvas son
alimentadas diariamente con alimento para peces molido y pre-esterilizado. Las pupas fueron
retiradas diariamente con pipetas Pasteur de 3 ml y colocadas en cdmaras de emergencia de
48 a 72 h para la obtencién de los mosquitos adultos, una vez obtenidos, se transfirieron a
jaulas metalicas. Los adultos fueron alimentados diariamente de la siguiente manera: los
machos con una solucién al 10% de miel que se coloco sobre torundas de algodon y las

hembras con sangre humana por 10 minutos.

Para estimular la oviposicion de las hembras se colocaron dentro de las jaulas, ovitrampas,

que consisten en recipientes llenos de agua con tiras de papel filtro dentro. Después de 72 h
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las tiras de papel cubiertas de huevos son transferidas a contenedores con agua para perpetuar

el ciclo de vida del mosquito.

6.5 Actividad larvicida de extractos vegetales comerciales y metanélicos contra Ae.

aegypti

6.5.1 Ensayos preliminares

Se realizaron ensayos preliminares con los extractos comerciales y metandlicos utilizando
concentraciones de 50 y 500 ppm. Los bioensayos se realizaron siguiendo los métodos
recomendados por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS 2005). Se colocaron 25 larvas
de Ae. aegypti entre el 3° y 4° instar en vasos de plastico, posteriormente se adicionaron las
soluciones a probar hasta alcanzar un volumen de 100 mL, realizdndose cuatro repeticiones
por tratamiento. Para el control negativo se utiliz6 agua destilada o metanol. Después de 24
y 48 h de exposicion se registré el porcentaje de mortalidad. Los extractos vegetales con

mayor actividad larvicida fueron seleccionados para los ensayos posteriores.

6.5.2 Determinacion de CL2s, CLsoy CLoo

Para determinar las concentraciones letales CLos, CLsoy CLoo de los extractos seleccionados,
se probaron diferentes concentraciones hasta obtener un rango de mortalidad entre el 10 y
95%. Siguiendo la misma metodologia descrita en la seccidn anterior para realizar los

bioensayos.

6.6 Efecto pupicida de extractos seleccionados

Para determinar la actividad pupicida se siguié la metodologia descrita por Chantawee y
Soonwera (2018), para lo cual se prepararon soluciones a partir de los extractos vegetales de
50y 500 ppm. Diez pupas fueron colocadas en vasos con 100 ml de las soluciones evaluadas,
realizdndose cinco repeticiones por tratamiento. Para el control negativo se utilizé metanol.
El porcentaje de mortalidad, asi como los estados de muerte observadas en las pupas se

registraron a las 24 y 48 h de exposicion.

Para determinar los estados de muerte, las aberraciones morfoldgicas se categorizaron en los

siguientes grupos (Chantawee y Soonwera 2018):

Grupo 1: Pupa muerta normal de color café (PC). Las pupas en este grupo eran de color café

con una apariencia normal.
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Grupo 2: pupa deforme (PD). Este grupo representa a las pupas que murieron de forma

anormal.

Grupo 3: Adulto unido a la cubierta de la pupa (AP). En este grupo los adultos emergieron

de forma parcial de la cubierta de la pupa antes de morir.

Grupo 4: Adulto normal (AN). En este grupo se encontraban los adultos que emergieron por

completo y presentaban una apariencia normal.

6.7 Identificacion de los principales metabolitos secundarios presentes en los extractos
vegetales

Se les realiz6 un andlisis fitoquimico preliminar de los extractos vegetales para determinar la
presencia de los principales grupos de metabolitos secundarios asociados con actividad
biologica los cuales consistieron en: esteroides y/o triterpenos, cumarinas, lactonas
sesquiterpénicas, saponinas, fenoles y/o taninos, fenoles y/o flavonoides, azticares, alcaloides
y quinonas. Para la realizacion de las pruebas exceptuando la de alcaloides, 2 ml de los

extractos fueron disueltos en etanol en una proporcion 3:4.

Esteroles y triterpenos: se utilizo la prueba de Lieberman-Burchard, para lo cual de dos a tres
gotas de la muestra se colocaron en placas de porcelana para luego afiadir el reactivo que se
prepara agregando una gota de dcido sulfiirico a una mezcla de 1 ml de anhidrido acético con
1 mL de cloroformo, la aparicion de color azul, violeta o rojo en el lapso de 1 hora determina

que la prueba es positiva.

Cumarinas: Se coloc6 la muestra sobre una placa de porcelana, posteriormente se afiadieron
unas gotas de NaOH al 10% si aparecia una coloracion amarilla que desaparece al adicionar

de dos a tres gotas de HCI concentrado la prueba se considerd positiva.

Lactonas sesquiterpénicas: se realizo la prueba de Baljet, para lo cual se utilizaron dos
soluciones que se mezclan en iguales volimenes antes de usarse. Solucién A: 1 g de acido
picrico en 100 mL de etanol; solucién B: 10 g de hidréxido de sodio en 100 mL de agua. Para
la prueba se coloca la muestra en una placa de porcelana y se adiciona de 3 a 4 gotas del

reactivo siendo positiva si se forma una coloracion naranja o roja oscura.

Saponinas: para detectarlas se realiz6 una redisolucion de la muestra en agua a ebullicion y

se dej6 enfriar. Se agité vigorosamente durante 1 min, en tubos de ensayo de 15 mm de
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didmetro exterior, con la consiguiente formacién de espuma. La reaccidon se considerd

positiva cuando dicha espuma persistié por 30 min

Compuestos fendlicos y/o taninos: se afiadié FeCls diluido en etanol al 5%, la muestra fue

positiva cuando se observé una coloracion obscura.

Fenoles y/o flavonoides: a un tubo de ensaye que contenia la muestra diluida con etanol se le
adiciono algunas limaduras de magnesio. Se sujeto el tubo y se afiadié cuidadosamente por
la pared del tubo unas gotas de HCI concentrado. La aparicién de coloracion naranja indicé

que la prueba era positiva.

Azicares: a la muestra diluida en etanol y agua se le adiciono el reactivo de antrona por las
paredes del tubo de ensaye, la prueba se considerd positiva cuando apareci6 en la interfase

un anillo de coloracién azul, violeta o morado.

Alcaloides: se realizé la prueba de Dragendorff, para lo cual se coloc6 una muestra del
extracto sobre una placa para cromatografia en capa fina (CCF), posteriormente la placa se
colocé en una cdmara cromatografica al que previamente se le afiadi6 el eluyente, el cual
consistio en una mezcla de cloroformo (CHCI3) y metanol (C4HgO2) en una relacién 9:1
respectivamente, se dejé que el eluyente ascendiera por capilaridad, la placa fue retirada del
vaso antes de que el disolvente llegara al otro extremo de la misma, dejdndose secar a
temperatura ambiente. La placa fue rociada con el reactivo de Dragendorff el cual se prepara
mezclando 8 g de nitrato de bismuto pentahidratado en 20 ml de 4cido nitrico al 30% con una
solucién de 27.2 g de yoduro de potasio en 50 ml de agua. La prueba fue positiva para
alcaloides al observarse en la placa de CCF coloraciones rojas o naranjas, persistentes por

mas de 24 h.

Quinonas: si al afiadir de dos a tres gotas de H>SO4 concentrado se observa una coloracién

rojiza a purpura la muestra es positiva.

6.8 Efecto sinérgico de Bti y extractos vegetales
Se utilizard los valores obtenidos (ppm) en las concentraciones letales CLasy CLso (24 h) de
Bti y extractos vegetales para realizar las siguientes combinaciones Bti/extracto: CL2s/CLos,

CL25/CLs0, CL50/CL25 y CLs0o/CLso. Los tratamientos evaluados fueron probados en larvas
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siguiendo la metodologia ya descrita para la realizacion de bioensayos. Los porcentajes de

mortalidad fueron registrados después de 24 y 48 h de exposicion.

Para determinar el tipo de interaccion entre los extractos vegetales y las cepas de Bti se sigui6
la metodologia descrita por Zahran et al. (2013), para lo cual se determiné el factor de co-

toxicidad (C.C.) el cual fue estimado usando la siguiente ecuacion:

C.C = % mortalidad observada — % mortalidad esperada < 100
e % mortalidad esperada

Donde un factor positivo de 20 o mas es considerado como potenciacion, un factor negativo

de 20 o mas indica antagonismo y un valor intermedio entre -20 y +20 indica efecto aditivo.

Se calcul6 el factor de sinergismo (F.S.) para los tratamientos evaluados siguiendo la

metodologia propuesta por Mansour et al. (2012), para lo cual se utiliz6 la siguiente férmula:

FS = % mortalidad observada

% mortalidad esperada

Donde un valor F.S. igual a 1.0 £ 0.05 indica que no hay efecto sinérgico, un factor mayor a

1.05 indica sinergismo y valores menores a 0.95 se considera antagonismo.

6.9 Analisis de datos

Para determinar las concentraciones letales (CL2s, CLso y CLop) se utilizé la funcién Probit
con sus respectivos intervalos de confianza utilizando el programa Polo Plus version 1:0. Si
el porcentaje de mortalidad del control se encontraba entre el 5 y 20%, las mortalidades de
los tratamientos fueron corregidos usando la formula de Abbott (Abbott 1925). Se utilizé el
paquete estadistico IBM® SPSS® versién 20 para evaluar la normalidad de los datos mediante
la prueba de Pearson, para determinar las diferencias significativas de la actividad larvicida
y pupicida de extractos vegetales solos y en combinacién con cepas de Bti se realiz6 analisis
de varianza de una via (ANOVA), las medias fueron separadas por una prueba de Tukey,

usado el nivel de probabilidad de P < 0.05 para la significancia entre medias.
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7. RESULTADOS

7.1 Rendimiento de extractos vegetales elaborados
Se elaboraron nueve extractos vegetales metandlicos de los cuales el extracto con mayor
rendimiento fue C. officinalis con 12.71%, seguido por T. officinale con 11.95%, mientras

que C. edulis present6 el rendimiento mas bajo con 4. 44% (Tabla 4).

Tabla 4. Rendimiento de extractos metandlicos elaborados.

Extracto Parte utilizada Rendimiento
Persea americana Semilla 9.43%
Calendula officinalis Flor 12.71%
Taraxacum officinale Raiz 11.95%
Curcuma longa Rizoma 7.44%
Casimiroa edulis Hojas 4.44%
Piper nigrum Semilla 5.88%
Rosmarinus officinalis Hojas 10.56%
Linum usitatissimum Semilla 6.86%
Heliopsis longipes Raiz 9.71%

7.2 Actividad larvicida de extractos vegetales

Se realizaron bioensayos preliminares para determinar la actividad larvicida de nueve
extractos vegetales metandlicos y tres extractos comerciales a dos concentraciones diferentes
(50 y 500 ppm). Para la concentracion de 50 ppm los extractos con mayor actividad larvicida
fueron los extractos metandlicos elaborados a partir de P. americana, H. longipes, P. nigrum
y C. longa con 100, 100, 100 y 98% de mortalidad a las 24 h'y 100 % para los cuatro extractos
a las 48 h. Mientras que con los extractos comerciales de J. dioica y E. purpurea se
obtuvieron los porcentajes de mortalidad mas bajos con valores de 1% para los dos extractos
alas24hy 1y3% alas48h (Figura 13). Al evaluar la concentracion de 500 ppm se observo
que la mortalidad de larvas aumentaba. Los extractos con los que se obtuvieron mejores
resultados a las 24 y 48 h fueron P. americana, H. longipes, P. nigrum, C. longa y Citricidal®
con 100% de mortalidad para los cinco extractos. La mortalidad mds baja se obtuvo con E.

purpurea con 1% a las 24 y 48 h sin diferencias significativas con el control (Figura 14).
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Figura 13. Porcentaje de mortalidad de larvas de Ae. aegypti tratadas con extractos vegetales a una
concentracion de 50 ppm a las 24 y 48 h. Los datos estan presentados como medias + DE y fueron analizados
por un ANOVA de una via seguido por una comparacién de medias de Tukey (P < 0.05).
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Figura 14. Porcentaje de mortalidad de larvas de Ae. aegypti tratadas con extractos vegetales a una
concentracion de 500 ppm a las 24 y 48 h. Los datos estdn presentados como medias + DE y fueron analizados
por un ANOVA de una via seguido por una comparacién de medias de Tukey (P < 0.05).
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Los extractos de P. americana, C. longa, P. nigrum y H. longipes fueron seleccionados para
continuar con las demds pruebas por ser los mds téxicos contra larvas en los ensayos
preliminares a las dos concentraciones evaluadas (50 y 500 ppm). Después se procedio a la
realizacion de bioensayos de dosis-respuesta para determinar las concentraciones letales
CL2s, CLsoy CLoo. El extracto con las concentraciones letales mas bajas fue P. nigrum con
valores de 1.24, 2.19 y 6.47 ppm, mientras que con C. longa se obtuvieron los valores mas
altos con 27.53, 46.15 y 123.20 ppm para la CL2s, CLsoy CLgo respectivamente a las 24 h
(Tabla 5).

Tabla 5. Concentraciones letales CL»s, CLsoy CLgo de actividad larvicida a las 24 y 48 h empleando diferentes
extractos metanolicos.

Tiempo
Extracto ) CLys™ IC*95%" CLso™ 1C*95%" CLgo™ 1C*95%°
P. 24 2494a  19.95-27.17 28.57a 25.69-30.53 36.98* 33.85-46.75

americana 48 14.00b 8.45-17.35 19.27b 14.62-22.45 35.35b 29.72-51.06
24 13.87b  12.58-14.99 18.72b 17.47-20.14 33.09b 29.35-39.20

H. longipes
48 10.05b 6.41-12.36 13.97b 10.95-16.48 26.09b 21.27-40.58
24 1.24c 1.00-1.46 2.19¢ 1.87-2.58 6.47c 5.05-9.17
P. nigrum
48 0.95¢ 0.27-1.41 1.46¢ 0.74-2.07 3.31c 2.30-9.51
24 27.53a  20.83-33.16 46.15d 39.08-54.34  123.20d  95.41-188.19
C. longa

48 20.05a  10.09-27.62  37.30ad  26.87-48.03 121.26d  83.27-285.07

@ CL=Concentracién letal. ® IC*95%= Intervalo de Confianza 95%.° Diferencia estadistica significativa en las
CL,s, CLso y CLo entre los diferentes extractos vegetales, valor obtenido a partir del sobrelapamiento de los
IC*95%, los CL que comparten la misma letra no presentan diferencia significativa.

7.3 Actividad pupicida de extractos vegetales

Se evalud la toxicidad pupicida de los extractos de P. americana, H. longipes, P. nigrum 'y
C. longa a concentraciones de 50 y 500 ppm. Se observé que a la concentraciéon de 50 ppm
el extracto de P. americana fue mas efectivo para el control de pupas presentando 72 y 92%
de mortalidad a las 24 y 48 h respectivamente, mientras que P. nigrum fue el Gnico extracto
que no presentd toxicidad contra pupas, ademds de que se observd el 100% de adultos
emergidos a las 48 h lo cual fue superior al control negativo. Con respecto a los estados de
muerte con P. americana se obtuvieron 6 y 16% de pupas deformes a las 24 y 48 h, mientras
que con C. longa 14% de adultos murieron al no poder emerger correctamente del

exoesqueleto de la pupa a las 48 h (Tabla 6 y Figura 15).
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Tabla 6. Porcentaje de mortalidad y aberraciones morfolégicas en pupas de Ae. aegypti tratadas con extractos

vegetales metandlicos a 50 ppm a las 24 h y 48 h.

% Estados de muerte 2

% Mortalidad

: b
Extracto Tiempo (h) e D N Total % AN
P americana 24 66b 6a Oa 72b 0Oa
48 76b 16b Oa 92¢ 6ab
H. longipes 24 Oa Oa 2a 2a Oa
48 Oa 6a 4a 10a 70c
P. nigrum 24 Oa Oa Oa Oa 18b
48 Oa Oa Oa Oa 100d
C. longa 24 Oa Oa Oa Oa 2ab
48 Oa Oa 14b 14b 62¢
Control 24 Oa Oa Oa Oa Oa
48 Oa Oa Oa Oa 68c

2Estados de muerte: PC=pupa normal muerta, PD= pupa deforme, AP= adulto unido al exoesqueleto de la pupa,
AN= adulto normal. ® % AN=Porcentaje de adultos emergidos normales. Los datos estan fueron analizados por
un ANOVA de una via seguido por una comparaciéon de medias de Tukey (P < 0.05).

Con la concentracién de 500 ppm se observd actividad pupicida con todos los extractos

evaluados, siendo el mejor P. americana presentando 100% de mortalidad a las 24 y 48 h,

seguido por H. longipes con 76 y 94%, mientras que el extracto menos efectivo fue C. longa

con 10 y 70%. El extracto de P. nigrum fue el que presentd mayor porcentaje de pupas

deformes con 30%, mientras que con C. longa 48% de los adultos murieron al no poder

liberarse del exosqueleto de la pupa a las 48 h (Tabla 7 y Figura 15).

Tabla 7. Porcentaje de mortalidad y aberraciones morfoldgicas en pupas de Ae. aegypti tratadas con extractos

vegetales metandlicos a 500 ppm alas 24 hy 48 h

% Estados de muerte *

% Mortalidad

Extracto Tiempo (h) % AN®
PC PD AP Total

P. americana 24 94c 6a Oa 100d Oa
48 94c 6a Oa 100d Oa
H. longipes 24 76¢ Oa Oa 76d Oa
48 88¢c 6a Oa 94d Oa
P. nigrum 24 16ab 16a 10ab 42bc 4a
48 30b 30a 22b 82d 6*
C. longa 24 6ab Oa 4ab 10ab Oa
48 12ab 10a 48¢c 70cd 16*
Control 24 Oa Oa Oa Oa Oa
48 Oa Oa Oa Oa 68b

2Estados de muerte: PC=pupa normal muerta, PD= pupa deforme, AP= adulto unido al exoesqueleto de la pupa,
AN= adulto normal. ® % AN=Porcentaje de adultos emergidos normales. Los datos estdn fueron analizados por
un ANOVA de una via seguido por una comparacién de medias de Tukey (P < 0.05).
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Figura 15. Pupas de Ae. aegypti después de 48 h de exposicidon con extractos vegetales. A) pupa normal. B)
pupa deforme (PD). C) adulto unido al exoesqueleto de la pupa (AP). D) adulto normal (AN).

7.4 Pruebas fitoquimicas

De acuerdo con los resultados en las diferentes pruebas fitoquimicas realizadas se identificé
que el extracto de H. longipes presentd todos los metabolitos evaluados. Para P. americana
solo las saponinas se encontraban ausentes. El extracto de P. nigrum fue positivo para
esteroles y/o triterpenos, cumarinas, fenoles y/o taninos, alcaloides y quinonas. Para C. longa
se identifico la presencia de esteroles y/o triterpenos, lactonas sesquiterpénicas, fenoles y/o

taninos, fenoles y/o flavonoides, alcaloides y quinonas (Tabla 8).

Tabla 8. Resultado del andlisis fitoquimico preliminar de extractos vegetales metandlicos.

Metabolitos secundarios Prueba cualitativa an}z)eerrisceacjm Zizlg; Seij Z\fz)g; Z:’n Cz;orggzia
Esteroles y/o triterpenos Lieberman-Burchard + + + +
Cumarinas NaOH y HCI + + + -
Lactonas sesquiterpénicas Baljet + + - +
Saponinas Espuma - + - -
Fenoles y/o taninos FeCl; + + + +
Fenoles y/o flavonoides Shinoda + + - +
Azucares Antrona + + - -
Alcaloides Dragendorff + + + +
Quinonas H,SO, + + + +

(+) =Presente. (-) = Ausente



7.5 Toxicidad del complejo espora-cristal de cepas de Bti contra larvas de Ae. aegypti
Se evalu6 la toxicidad de las cepas Bt-UNL y Bt-QAM contra larvas de Ae. aegypti, siendo
la cepa Bt-UNL la que present la mayor actividad larvicida obteniéndose concentraciones

letales CL2s, CLso y CLgode 0.004, 0.006 y 0.01 ppm respectivamente a las 24 h de exposicion
(Tabla 9).

Tabla 9. Concentraciones letales CL»s, CLso y CLog de actividad larvicida con las cepas Bt-UNL y Bt-QAM a
las 24 h.

CEPA CLos* IC* 95%" CLso* IC* 95%" CLogo™ IC* 95%"
Bt-UNL 0.004a 0.003-0.005 0.006a 0.006-0.007 0.01* 0.01-0.011
Bt-QAM 0.031b 0.027-0.034 0.042b 0.040-0.045 0.064b 0.060-0.070

2 CL=Concentracién letal. ® IC* 95%= Intervalo de Confianza 95%. ¢ Diferencia estadistica significativa en las
CLss, CLso y CLy entre los diferentes extractos vegetales, valor obtenido a partir del sobrelapamiento de los
IC*95%, los CL que comparten la misma letra no presentan diferencia significativa.

7.6 Combinacion de extractos vegetales y Bti

Se realizaron diferentes combinaciones entre las concentraciones letales CL2sy CLso de dos
cepas de Bti y cuatro extractos vegetales dando como resultado 32 combinaciones distintas.
El tratamiento con mayor porcentaje de mortalidad fue Bt-QAM y H. longipes en una
combinacién CLs0/CLa2s obteniéndose 99 y 100% de mortalidad, seguido por Bt-QAM y C.

longa con 97 y 98% con la combinacion CL2s/CLs a las 24 y 48 h respectivamente (Figura
16 - 19).

100 ©
B 24h A0y e B)
904 |[] 48h de cde i e
cde 90 | M 48 h
80 bede de
801 cde
cde cde
70 bed 70 cde
b 60 be K 60 bed
g b g bc
g 50 1 g 50 b
§ 40 § 40
c,\o 30 0\0 30 4
20 4 204
10 a a 10
a a
4 — 4
control 25/25 50/50 50/25 25/50 control 25/25 50/50 50/25 25/50
Bt-UNL/P. americana Bt-QAM/P. americana

Figura 16. Porcentaje de mortalidad de larvas tratadas con diferentes combinaciones de P. americana y cepas
de Bti a las 24 y 48 h. A) Bt-UNL en combinacién con P. americana. B) Bt-QAM en combinacién con P.
americana. Los datos estdn presentados como medias + DE, y fueron analizados por un ANOVA de una via
seguido por una comparacion de medias de Tukey (P < 0.05).
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Figura 17. Porcentaje de mortalidad de larvas tratadas con diferentes combinaciones de H. longipes y cepas de
Bti alas 24 y 48 h. A) Bt-UNL en combinacién con H. longipes. B) Bt-QAM en combinacién con H. longipes.

Los datos estdn presentados como medias + DE, y fueron analizados por un ANOVA de una via seguido por
una comparacién de medias de Tukey (P < 0.05).
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Figura 18. Porcentaje de mortalidad de larvas tratadas con diferentes combinaciones de P. nigrum y cepas de
Bti alas 24 y 48 h. A) Bt-UNL en combinacién con P. nigrum. B) Bt-QAM en combinacién con P. nigrum.

Los datos estdn presentados como medias + DE, y fueron analizados por un ANOVA de una via seguido por
una comparacién de medias de Tukey (P < 0.05).
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Figura 19. Porcentaje de mortalidad de larvas tratadas con diferentes combinaciones de C. longa y cepas de Bti
alas 24 y 48 h. A) Bt-UNL en combinacién con C. longa. B) Bt-QAM en combinacién con C. longa. Los datos

estdn presentados como medias + DE, y fueron analizados por un ANOVA de una via seguido por una
comparacion de medias de Tukey (P < 0.05).
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Se determino el tipo de interaccion y efecto sinérgico que existe entre las cepas de Bti y los
extractos vegetales metandlicos a las 24 h. Se observé que con la cepa Bt-QAM se obtuvieron
siete interacciones de potenciacion y efecto sinérgico a comparacion de la cepa Bt-UNL con
la que solo se obtuvo en una ocasién. La combinacién con la que se obtuvieron los mejores
resultados fue Bt-QAM y C. loga en una proporcion CL2s/CLas, con la cual se observo
potenciacién y efecto sinérgico con valores para el C.C. de 95 y F.C. de 1.94. Con la
combinacion CLso Bt-QAM+ CLso P. americana se obtuvieron los valores mas bajos para el

C.C. (-54) y F. S. (0.46), mostrando un efecto antagénico (Tabla 10-13).

Tabla 10. Tipo de interaccion y efecto sinérgico de las combinaciones entre el extracto de P. americana y
cepas de Bti sobre larvas de Ae. aegypti a las 24 h de exposicion.

Combinacién * % Mortalidad .c.v Tipo de . F.S.9 Efecto®
Esperado  Observado Interaccion
CL,s Bt-UNL+ CLos P. americana 50 47 -6 AD 0.94 A
CL;ys5 Bt-QAM+ CL;s P. americana 50 60 20 P 1.2 S
CLso Bt-UNL+ CLsg P. americana 100 85 -15 AD 0.85 A
CLso Bt-QAM+ CLso P. americana 100 46 -54 A 0.46 A
CLso Bt-UNL+ CLos P. americana 75 57 -24 A 0.76 A
CLso Bt-QAM+ CL;s P. americana 75 39 -48 A 0.52 A
CL,s Bt-UNL+ CLsg P. americana 75 61 -18.66 AD 0.81 A
CLas Bt-QAM+ CLsg P. americana 75 67 -10.66 AD 0.89 A

@ CL=Concentracién letal. ® C.C.=factor de co-toxicidad. “Tipo de interaccién: A=antagénico, AD=aditivo,
P=potenciacién. ¢F.S. = factor de sinergismo. ¢ Efecto: A=antagénico, NE=no hay efecto, S=sinérgico.

Tabla 11. Tipo de interaccion y efecto sinérgico de las combinaciones entre el extracto de H. longipes y cepas
de Bti sobre larvas de Ae. aegypti a las 24 h de exposicion.

Combinacién ? % Mortalidad C.C.? Tipo de F.S.¢  Efecto®
Esperado  Observado Interaccion ©
CL»s Bt-UNL+ CLys H. longipes 50 53 6 AD 1.06 S
CLys Bt-QAM+ CLys H. longipes 50 75 50 P 1.5 S
CLso Bt-UNL+ CLso H. longipes 100 49 -51 A 0.49 A
CLso Bt-QAM+ CLso H.longipes 100 89 -11 AD 0.89 A
CLso Bt-UNL+ CLos H. longipes 75 68 9.3 AD 0.91 A
CLso Bt-QAM+ CLys H. longipes 75 99 32 P 1.32 S
CL,s Bt-UNL+ CLso H. longipes 75 55 -26.7 A 0.73 A
CL,s Bt-QAM+ CLso H. longipes 75 91 21.3 P 1.21 S

3 CL=Concentracién letal. ® C.C.=factor de co-toxicidad. ° Tipo de interaccién: A=antagénico, AD=aditivo,
P=potenciacién. ¢F.S. = factor de sinergismo. ¢ Efecto: A=antagénico, NE=no hay efecto, S=sinérgico.
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Tabla 12. Tipo de interaccién y efecto sinérgico de las combinaciones entre el extracto de P. nigrum 'y cepas
de Bti sobre larvas de Ae. aegypti a las 24 h de exposicion.

Combinacion * % Mortalidad Coob Tipo de F S Efecto
orbIacion Esperado Observado o Interaccion * . eee
CLays Bt-UNL+ CLos P. nigrum 50 44 -12 AD 0.88 A
CLys5 Bt-QAM+ CLos P. nigrum 50 56 12 AD 1.12 S
CLso Bt-UNL+ CLso P. nigrum 100 75 25 A 0.75 A
CLso Bt-QAM+ CLso P. nigrum 100 52 -48 A 0.52 A
CLso Bt-UNL+ CLos P. nigrum 75 64 -14.66 AD 0.85 A
CLso Bt-QAM+ CLos P. nigrum 75 63 -16 AD 0.84 A
CL,s Bt-UNL+ CLso P. nigrum 75 55 -26.66 A 0.73 A
CLys Bt-QAM+ CLso P. nigrum 75 36 -52 A 0.48 A

3 CL=Concentracién letal. ® C.C.=factor de co-toxicidad. ° Tipo de interaccién: A=antagénico, AD=aditivo,
P=potenciacién. ¢F.S. = factor de sinergismo. ¢ Efecto: A=antagénico, NE=no hay efecto, S=sinérgico.

Tabla 13. Tipo de interaccion y efecto sinérgico de las combinaciones entre el extracto de C. longa y cepas de
Bti sobre larvas de Ae. aegypti a las 24 h de exposicion.

Combinacién ? % Mortalidad C.C.® Tipo de . F.S.¢ Efecto®
Esperado  Observado Interaccion
CL,5 Bt-UNL+ CLos C. longa 50 88 76 P 1.6 S
Clys Bt—QAM+ CLys C. longa 50 97 94 P 1.94 S
CLso Bt-UNL+ CLsg C. longa 100 80 -20 A 0.8 A
CLso Bt-QAM+ CLs C. longa 100 55 -45 A 0.55 A
CLso Bt-UNL+ CLos C. longa 75 78 4 AD 1.04 NE
CLso Bt-QAM+ CLys C. longa 75 69 -8 AD 0.92 A
CL,s Bt-UNL+ CLsg C. longa 75 72 -4 AD 0.96 NE
CL»s Bt-QAM+ CLs C. longa 75 81 8 AD 1.08 S

2 CL=Concentracién letal. ® C.C.=factor de co-toxicidad. © Tipo de interaccién: A=antagénico, AD=aditivo,
P=potenciacién. ¢ F.S. = factor de sinergismo. ¢ Efecto: A=antagénico, NE=no hay efecto, S=sinérgico.
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8. DISCUSION

Las plantas y los insectos han coexistido en la tierra por mucho tiempo, lo que ha permitido
el desarrollo de estrategias ofensivas y defensivas por parte de las plantas para evitar el ataque
de depredadores. Un ejemplo de estas estrategias es la produccién de compuestos que son
toxicos para los insectos (Senthil 2015). Se han reportado mas de 400 especies de plantas con
actividad larvicida contra diferentes especies de mosquitos, siendo el género Aedes
susceptible en mayor o menor medida a muchos compuestos fitoquimicos (Pavela et al.

2019).

De los 12 extractos vegetales que fueron evaluados 11 de ellos mostraron actividad larvicida,
siendo la concentracién mads elevada (500 ppm) con la que se obtuvieron los mejores
resultados con mortalidades de 5-100%, lo que es consistente con otros estudios en donde al
aumentar la concentracion de los extractos aumenta la mortalidad de larvas de Ae. aegypti
(Sanabria et al. 2009; Govindarajan 2009; Soonwera y Phasomkusolsil 2016). La toxicidad
contra larvas fue diferente dependiendo de la especie de planta que fue evaluada, lo que
concuerda con Ghosh et al. (2012) quien menciona que la eficacia de los extractos vegetales
depende la de la especie, la parte de la planta utilizada, la edad de la planta, la técnica para la
extraccion, el solvente utilizado, asi como la especie de mosquito en la que se evalie. Los
compuestos o extractos que presentan actividad larvicida como los obtenidos en este trabajo
pueden actuar por absorcion a través de la cuticula o el tracto respiratorio o por ingestion a
través del tracto gastrointestinal. Una vez en el interior de la larva el téxico alcanza el sitio
de accidn causando un efecto sistémico por difusion en los diferentes tejidos, lo que conlleva
a la muerte de la larva en minutos o en horas segun la dosis que se utilice y la toxicidad del

producto (Leyva et al. 2017).

Los extractos que fueron seleccionados a partir de los ensayos preliminares por presentar
100% de mortalidad en larvas con la concentraciéon méas baja (50 ppm) a las 48 h fueron: P.
americana, H. longipes, P. nigrum y C. longa. En un estudio realizado por Agrela et al.
(2014) se evalud la actividad larvicida del extracto metandlico de semilla de P. americana,
contra Ae. aegypti obteniéndose una CLsoy CLosde 5.7 y 4.5 ppm a las 24 h, lo que contrasta
con la CLso (28.57 ppm) y CLoo (36.98 ppm) obtenidas en este estudio, la diferencia podria

deberse al sitio de colecta de las semillas, fendmeno que fue reportado por Torres et al. (2014)
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al observar que la CLso de extractos etanolicos de P. americana variaban dependiendo del
origen del material vegetal. Lo que explica porque en un estudio donde el material vegetal
fue obtenido del estado de Nuevo Leon se obtuvieron CLs5p y CLos de 20.39 y 41.64 ppm muy
similar a lo obtenido en este trabajo (Ramos et al. 2007). En un estudio realizado por
Hernédndez et al. (2015), el extracto etandlico de H. longipes present6 una CLso de 4.07 ppm
en larvas de Ae. aegypti a las 48 h, la cual contrasta con lo encontrado en este estudio donde
la CLso fue de 13.97 ppm, la diferencia podria ser atribuida al solvente utilizado. Para el
extracto de P. nigrum la CLso a las 24 h fue de 2.19 ppm similar a la obtenido por Grzybowski
et al. (2013) quienes reportaron una CLso de 1.84 ppm con el extracto etandlico de P. nigrum
contra larvas de Ae. aegypti. El extracto de C. longa fue el que present6 la CLso mds alta con
23.299 ppm a las 24 h de exposicion, el equipo de trabajo de Abdelgaleil et al. (2019)
reportaron una CLso (23.63 ppm) similar a la obtenida en este estudio al evaluar la actividad

larvicida del extracto metandlico de C. longa contra C. pipiens.

El extracto de P. nigrum es el mas prometedor para ser utilizado como larvicida ya que fue
el tnico que presentd6 CLso menor a 10 ppm, por lo que tiene el potencial para ser
implementado en nuevas formulaciones insecticidas que puedan competir con los sintéticos
sin presentar las mismas desventajas (induccién de resistencia, impacto en el ambiente y

efectos en la salud humana) (Pavela ef al. 2019)

En cuanto a la actividad pupicida el extracto de P. americana fue el mejor al presentar
toxicidad elevada a las dos concentraciones evaluadas (50 y 500 ppm). En un estudio
realizado por de Carvalho (2010) se reporté6 una CLsp de 75.2 ppm contra pupas Ae.
albopictus al utilizar extracto etandlico de P. americana, mientras que en este estudio se
obtuvo 72% de mortalidad con 50 ppm. En un estudio realizado por Briones y Garbo (2016)
fue requerido 3546.1 ppm del extracto etandlico de P. nigrum para alcanzar el 50% de
mortalidad en pupas de Ae. aegypti, mientras que en este estudio con el extracto metandlico
se logré alcanzar 82% de mortalidad con 500 ppm, sin embargo, se observé que a 50 ppm el
100% de los mosquitos emergieron a las 48 h, mayor a lo observado en el control (68%), por
lo que P. nigrum no es adecuado para el control de pupas ya que permite la proliferacion de
adultos que es la forma infectiva del mosquito (Baldacchino et al. 2015). Herndndez et al.

(2015) menciona que los extractos crudos de H. longipes tienen actividad insecticida contra
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larvas y adultos de diferentes especies de mosquito causando toxicidad y paralisis, Hwang y
Mulla (1980) reportaron que las alcamidas obtenidas de forma comercial presentan toxicidad
contra pupas de C. pipiensy C. quinquefasciatus con CLs5o >10 ppm, este tipo de compuestos
se encuentra en la raiz de plantas del género Heliopsis, aunque pueden estar presentes en
otros géneros de plantas (Garcia et al. 2004), en este trabajo con H. longipes se logro obtener
96% de mortalidad con 500 ppm a las 48 h. Con el extracto de C. longa se obtuvo 70% de
pupas muertas con 500 ppm a las 48 h, mientras que con el aceite esencial de C. longa al 1%

Phukerd y Soonwera (2013) reportaron 8.4 h como tiempo letal medio para pupas de Ae.

aegypti.

Con respecto a los estados de muerte se encontré que con P. nigrum 30% de las pupas que
murieron presentaron deformidades cuando se expusieron a 500 ppm del extracto a las 48 h,
a las mismas condiciones con C. longa 48% de adultos murieron con las alas plegadas
incapaces de liberarse del exoesqueleto de la pupa, en contraste Chantawee y Soonwera
(2018) reportaron 40.7% de pupas deformes de Ae. aegypti con el aceite esencial de Anethum
graveolens y 8.3% de adultos muertos que no pudieron emerger con Alpinia galanga a las
72 h de exposicion. El efecto observado en pupas y adultos podria deberse a la presencia de
metabolitos secundarios capaces de regular el crecimiento de los insectos, los cuales tienen
un efecto pronunciado en el tiempo de desarrollo, emergencia de adultos, fecundidad,
fertilidad y eclosion de los huevos. La emergencia de los adultos es cominmente afectada
por los compuestos fitoquimicos, siendo capaces de producir anormalidades morfoldgicas en
pupas y muerte en los adultos al ser incapaces de emerger de la pupa, lo que indica un efecto
en la inhibicién de la metamorfosis, probablemente debido a la alteracion del control
hormonal y/o interferencia en la sintesis de quitina durante el proceso de muda (Shaalan et

al. 2005; Leyva et al. 2017).

La actividad larvicida de la semilla de P. americana se ha relacionado con la presencia de
compuestos como triterpenos, lactonas sesquiterpénicas y esteroles, entre los esteroles el B-
sitosterol es el compuesto bioactivo mds abundante en la semilla de esta planta, el cual se ha
evaluado contra larvas de Ae. aegypti con CLsode 11.5 ppm, el mecanismo de accién de este
compuesto no ha sido investigado a profundidad, se cree que la actividad insecticida se debe

a la inhibicién de la alimentacion de las larvas (Pavela er al. 2019; Ramos et al. 2007). Al
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realizar el andlisis fitoquimico preliminar el extracto de P. americana fue positivo para
esteroles, triterpenos y lactonas sesquiterpénicas, por lo que la actividad larvicida podria
deberse a la presencia de este tipo de compuestos. Adicionalmente P. americana fue positivo
para taninos, flavonoides, alcaloides y quinonas los cuales también han sido relacionados con
actividad insecticida, por lo que es probable que la actividad larvicida se deba a la
combinacion exacta de los diferentes componentes presentes en el extracto mas que a ciertos

compuestos en particular (Pavela et al. 2019).

En la raiz de H. longipes se ha registrado la presencia de azucares, flavonoides y terpenos
(Cilia et al. 2008), lo que concuerda con lo obtenido en este estudio, en donde se detecto la
presencia de este tipo de compuestos. La actividad insecticida de H. longipes ha sido
atribuida a la presencia de compuestos nitrogenados como la afinina la cual es la principal
alcamida presente en las raices de esta especie, su efecto larvicida ha sido correlacionado con
alteraciones en la actividad muscular y locomotora (Pavela et al. 2019; Garcia et al. 2004).
Con las pruebas fitoquimicas que fueron realizadas no es posible determinar la presencia de
compuestos como las alcamidas, por lo que es necesario confirmar su presencia por técnicas
cromatograficas. H. longipes fue el dnico extracto con presencia de saponinas, lo cual se
confirma con la prueba de antrona ya que estos compuestos quimicamente son glicsidos y
dan positivas a las pruebas para carbohidratos (Amaya y Gutiérrez 2004). Las saponinas son
conocidas por sus propiedades detergentes, los mecanismos de accién que se han descrito
son la inhibicién de la alimentacidn, regulacion del crecimiento de los insectos (prolongacién
de los estadios y metamorfosis fallida) y toxicidad por efectos citotéxicos y hemoliticos, por
lo que este tipo de compuestos podria estar contribuyendo a la actividad larvicida que fue

observada (Chaieb 2010).

Los alcaloides son compuestos nitrogenados involucrados en la defensa de las plantas contra
herbivoros y patégenos. Los alcaloides presentes en P. nigrum son piperina, piperlongumina,
pipericida y retrofractamida A, estos compuestos han sido evaluados contra larvas de
mosquitos, donde la pipericida y retrofractamida A fueron los compuestos bioactivos maés
potentes como larvicida mostrando CLso de 0.028 y 0.039 respectivamente contra Ae.
aegypti, la piperina el alcaloide mds abundante en los extractos de pimienta presentd CLsode

5.1 ppm. Las piperamidas presentan multiples modos de accion entre ellos: neutralizacién
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del sistema de detoxificacion del insecto al interactuar con enzimas como la oxidorreductasa
y monooxigenasa; o por neurotoxicidad al activar los receptores acetilcolina de tipo
nicotinico, inhibidores de la alimentacién y disrupcion del desarrollo embrionario (Pavela et
al. 2019). En las pruebas fitoquimicas P. nigrum fue positivo para alcaloides, por lo que
compuestos como las piperamidas podrian estar presentes en el extracto metandlico. También
se observo la presencia de esteroles, triterpenos, cumarinas, taninos y quinonas, compuestos

que ya han sido reportado anteriormente para la especie (Ahmad et al. 2012).

Se ha reportado previamente que el rizoma de C. longa presenta actividad bioldgica contra
larvas y adultos de diferentes especies de mosquitos incluyendo Ae. aegypti (Ali et al. 2015;
Kemabonta et al. 2018), esta propiedad insecticida se atribuye a la presencia de compuestos
fendlicos curcuminoides como la  curcumina, demethoxycurcumina vy
bisdemethoxycurcumina, ademds de terpenoides como ar-turmerona y 8-hydroxyl-
arturmerona. Los curcuminoides pueden actuar como fotosensibilizadores, en presencia de
luz visible y oxigeno desencadenan una serie de reacciones fotoquimicas conduciendo a la
destruccion selectiva de varios objetivos bioldgicos como membranas, pared celular,
mitocondrias, proteinas y dcidos nucleicos, lo que genera mortalidad en larvas de mosquito
(De Souza et al. 2019). El extracto metandlico de C. longa presenté compuestos fendlicos y
terpenos, lo que podria explicar la actividad larvicida. Se detectd la presencia de lactonas
sesquiterpénicas, alcaloides y quinonas, lo que concuerda con lo reportado en otros estudios

(Freire y Vistel 2015).

Como agente de control biolégico Bti ha demostrado alta eficiencia en contra de organismos
blanco, principalmente las larvas de mosquito de los géneros Aedes, Anopheles y Culex. Su
actividad larvicida se debe a la presencia de las toxinas Cry4, Cryl1, Cry10, Cytl y Cyt2 las
cuales se unen a receptores en el intestino de las larvas, generando poros en la membrana lo
que provoca la lisis osmética de las células, ocasionando la muerte del insecto en pocos dias
después de la ingestion de las toxinas (Ben 2014). Al evaluar la actividad larvicida del
complejo espora-cristal de las cepas de Bfi Bt-QAM y Bt-UNL se observo que las
concentraciones letales (CL2s, CLso y CLoo) eran diferentes, siendo Bt-UNL la cepa con
mayor toxicidad con CLsode 0.006 ppm, en contraste Kovendan et al. (2011) reporta menor

toxicidad con valores CLso de 10.2127 y 10.6229 ppm para larvas de los instar Il y IV
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respectivamente. La diferencia entre la toxicidad de diferentes cepas de Bt, estd relacionado
con la diversidad genética de la especie, la cual difiere segtin la region geografica de donde
las cepas son aisladas, adicionalmente la produccion de proteinas Cry dependen tanto del
medio de cultivo como de la cepa, las diferentes fuentes de nutrientes pueden afectar la
velocidad de sintesis de las d-endotoxinas y el tamafio de los cristales lo que a su vez

impactard en la toxicidad del complejo espora-cristal (Huerta 2013).

El control de mosquitos a través de insecticidas quimicos no solo favorece la resistencia, sino
que ademads genera impacto negativo en el ambiente. Por lo que enfoques sinérgicos tales
como la aplicacion de mezclas botédnicas y pesticidas microbianos proporcionardn un mejor
efecto en la reduccién de la poblacién de vectores transmisores de enfermedades y la
magnitud de la epidemiologia (Ghosh et al. 2012). En este estudio se combinaron los
extractos de P. americana, H. longipes, P. nigrumy C. longa con dos cepas de Bti. Se observé
que de las 32 combinaciones evaluadas solo 9 de ellas presentaron efecto sinérgico, donde 7
correspondian a combinaciones con la cepa Bt-QAM, las cepas de Bt evaluadas no tienen la
misma capacidad para establecer sinergismo con los extractos vegetales, lo que concuerda
con lo reportado por Buentello (2016) en donde se evalu6 la interaccidn de aceites esenciales
con cuatro cepas diferentes de Bt y solo la cepa HD567 presentd interaccion de sinergismo
contra de adultos de Anastrepha ludens. La combinacion con la que se obtuvieron los mejores
resultados fue CL2s Bt-QAM+ CL»s C. longa presentando efecto sinérgico con un valor de
94 para el factor de co-toxicidad (C.C.), en un estudio realizado por Mansour et al. (2012) se
encontraron datos muy parecidos, en donde la combinaciéon CL2s C. longa (aceite esencial) +
CL2s Bti present interaccion de potenciacion con C.C. de 70.6 al ser evaluado en larvas de
C. pipiens. Se sabe que las endotoxinas de Bti causan inanicion y muerte, por lo que la
exposicion de los insectos con ambos estresores al mismo tiempo podria conducir a efectos
mads dafiinos, que explicarian el efecto sinérgico que fue observado. Los peores resultados se
obtuvieron con P. nigrum, ya que la interaccion con Bfi fue antagénica en siete
combinaciones de un total de ocho, en contraste Mansour et al. (2012) reportaron
potenciacion al combinar la CLos del aceite esencial de P. nigrum 'y Bti con C.C. de 82.8, esta
diferencia podria ser debido a la cepa utilizada, la especie de mosquito evaluada o al tipo de

compuestos presentes en el aceite esencial.
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9. CONCLUSIONES

De los 12 extractos vegetales que fueron evaluados los que presentaron mayor
actividad larvicida fueron los extractos metandlicos de P. americana, C. longa, P.
nigrum 'y H. longipes.

El extracto de P. nigrum tiene mayor potencial para ser utilizado como larvicida ya
que presenté mayor toxicidad con valores CLso de 2.19 ppm a las 24 h.

Para el control de pupas el mejor extracto fue P. americana, con el cual se logrd
obtener el 100% de mortalidad.

La actividad insecticida de P. americana podria deberse a la presencia de triterpenos,
esteroles y lactonas sesquiterpénicas; compuestos nitrogenados para H. longipes;
alcaloides para P. nigrum y compuestos fendlicos para C. longa.

De las dos cepas de Bti que fueron evaluadas la mds téxica fue Bt-UNL con una CL5
de 0.006 ppm.

Al combinar los extractos vegetales con cepas de Bti, se logré potenciar la actividad
larvicida, siendo la mejor combinacién CL2s Bt-QAM+ CLys C. longa presentando

efecto sinérgico con una F.S. de 1.94.
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10. PERSPECTIVAS

Determinar las concentraciones letales del extracto de P. americana para el control de

pupas ya que presenta mayor potencial para ser utilizado como pupicida.

Encontrar la combinacion de extractos vegetales y cepas de Bti que logren potenciar la

actividad pupicida.

Determinar si existe sinergismo entre los extractos vegetales para el control de larvas y
pupas.

Purificar e identificar los compuestos bioactivos responsables de la actividad larvicida y

pupicida presentes en los extractos vegetales.
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13. ANEXOS

Anexo 1

Presentacién de cartel: EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOINSECTICIDA DEL
CITRICIDAL® CONTRA LARVAS DEL MOSQUITO Aedes aegypti (DIPTERA,
CULICIDAE). XLI Congreso Nacional de Control Biolégico y XXIX Curso Nacional de
Control Biolégico. Noviembre, 2018. Puerto Vallarta, Jalisco, México.
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Anexo 2

Presentacién de cartel: EVALUACION DE LA ACTIVIDAD TOXICA DE EXTRACTOS
ALMACENADOS DE Bacillus thuringiensis var. kurstaki DESPUES DE MAS DE TRES
DECADAS DE ALMACENAMIENTO EN CONTRA DE Trichoplusia  ni
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE). XLI Congreso Nacional de Control Biolégico y XXIX
Curso Nacional de Control Biol6gico. Noviembre, 2018. Puerto Vallarta, Jalisco, México.
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Anexo 3

Presentacion de cartel: ACTIVIDAD LARVICIDA DE CITRICIDAL® SOLO Y
COMBINADO CON Bacillus thuringiensis subsp. israelensis EN CONTRA DE Aedes
aegypti. VI Simposio Nacional de Ciencias Farmacéuticas y Biomedicina y IV Simposio
Nacional de Microbiologia Aplicada. Abril, 2019. San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn,
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Anexo 4

Presentacion de cartel: ACTIVIDAD LARVICIDA DE EXTRACTOS VEGETALES
CONTRA Aedes aegypti. XVIII Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. Junio,
2019. Le6n, Guanajuato, México.
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23 al 28 de junio de 2019 en Ledn, Guanajuato, México.

Ml&aﬂﬂ W he o v

Dr. Adelfo Escolan!e Lozada e \ RS
Dr. Jaime Ortcgu Lopez Dra. Sylvie LeBorgne "

Proadente ool Canie adon e nto del Comite Centifico

Lm @ leon-mexico com
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Anexo 5

Presentacion de cartel: ACTIVIDAD PUPICIDA DE EXTRACTOS VEGETALES
METANOLICOS CONTRA Aedes aegypti (L.) (DIPTERA: CULICIDAE). XLII Congreso
Nacional de Control Bioldgico y XXX Curso Nacional de Control Bioldgico. Noviembre,
2019. Boca del Rio, Veracruz, México.

Eliana Jemima Rangel Heredia, Jesica Maria Ramirez Villalobos, Maria'
Guadalupe Rojas Verde, Carlos Eduardo Hernandez Luna, Krista
Cassandra Villegas Torres, Zhalia Gabriela Del Angel Cruz, Isela

Miroslava Mendoza Garcia y Luis Jesus Galan Wong

Por su participacion como PONENTE en modalidad Cartel con el trabajo titulado:

ACTIVIDAD PUPICIDA DE EXTRACTOS VEGETALES
METANOLICOS CONTRA Aedes aegypti (L.) (DIPTERA: CULICIDAE)

realizado el 7 y 8 de noviembre de 2019 dentro del marco del XLIT Congreso Nacional de Control Biolégico y
XXX Curso Nacional de Control Biolégico, Boca del Rio, Veracruz, México.
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Anexo 6

Presentacion de ponencia oral: ACTIVIDAD LARVICIDA DE Bacillus thuringiensis var.
israelensis EN COMBINACION CON EXTRACTOS VEGETALES METANOLICOS
CONTRA Aedes aegypti (L.) (DIPTERA: CULICIDAE). XLII Congreso Nacional de
Control Biolégico y XXX Curso Nacional de Control Bioldgico. Noviembre, 2019. Boca del
Rio, Veracruz, México.
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Jesica Maria Ramirez Villalobos, Maria Guadalupe Rojas Verde, Carlos
“."  Eduardo Hernandez Luna, Krista Cassandra Villegas Torres, Zhalia

~ Gabriela Del Angel Cruz, Isela Miroslava Mendoza Garcia y Luis Jests
Galan Wong

* Porsu participacion como PONENTE en modalidad Oral con el trabajo
titulado:

ACTIVIDAD LARVICIDA DE Bacillus thuringiensis var.
israelensis EN COMBINACION CON EXTRACTOS
VEGETALES METANOLICOS CONTRA Aedes aegypti (L.)
(DIPTERA: CULICIDAE)

realizado el 7 y 8 de noviembre de 2019 dentro del marco del XLII Congreso Nacional de Control Biolégico y
XXX Curso Nacional de Control Biologico Boca del Rio, Veracruz, México.
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