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Efecto repelente y biocida de los
extractos metandlicos de Azadira-
chta indica, Xanthosoma roseum,
Bursera simaruba, Annona reticula-
ta y Dysphania ambrosioides sobre
Anopheles spp

RESUMEN: Las enfermedades trans-
mitidas por vectores como el mos-
quito, han provocado un problema de
salud publica, ademas del desarrollo
de resistencia causada por el uso
constante y sostenido de insecticidas
organosintéticos. Para encontrar una
alternativa al problema anterior, este
trabajo tuvo como objetivo, evaluar el
efecto repelente y téxico de exfractos
metandlicos de neem (Azadirachta in-
dica), malanga (Xanthosoma roseum),
palo mulato (Bursera simaruba), anona
(Annona reticulata) y epazote (Dyspha-
nia ambrosioides) en larvas, pupas y
adultos de mosquito (Anopheles spp.).
El material vegetal fue colectado de
plantas sanas, friturado y macerado en
metanol a temperatura ambiente por
24 hrs. Las larvas de mosquito se co-
lectaron de aguas estancadas y se cul-
tivaron bajo condiciones controladas.
Se realizaron bioensayos de repelen-
cia y de actividad biocida. Las prue-
bas de repelencia mostraron un efecto
superior al 80% para los extractos de
epazote, neem y anona. La mortalidad
de larvas y pupas fue del 100 % para el
extracto de anona.
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ABSTRACT: Vector-borne diseases such as mosquito have caused
a public health problem, in addition to the development of resistance
caused by the constant and sustained use of insecticides organosyn-
thetic. To find an alternative to the above problem, this study aimed
to evaluate the repellent activity, and toxic effect of methanol exfracts
of neem (Azadirachta indica), malanga (Xanthosoma roseum), naked
Indian tree (Bursera simaruba), custard apple (Annona reticulata) and
epazote (Dysphania ambrosioides) against mosquitoes (Anopheles
spp.) at different developmental stages (larvae, pupae and adults).
The plant material was collected from healthy plants, crushed and
macerated with methanol at room temperature for 24 hrs. Mosquito
larvae were collected from stagnant water, and cultured under con-
trolled conditions. Bioassay for mosquitfo repellency and biocidal ac-
tivity were performed. Repellency tests showed a superior effect of
80% for epazote, neem and custard apple extracts. The larvae and
pupae mortality was 100% when the custard apple extract was used.

Keywords: insecticide, larvae, pupae, mosquito, plant secondary me-
tabolites.

INTRODUCCION

La salud publica es un tema de gran importancia en nuestras sociedades.
Un brote infeccioso inadvertido y no controlado puede provocar situacio-
nes fuera de control que culminan en enfermedades a nivel de endemia,
epidemia 0 pandemia. Entre los temas emergentes sobre salud publi-
ca destaca las enfermedades causadas al ser humano por los insectos
vectores denominados con el nombre comun de mosquitos [1]. El nom-
bre mosquito refiere aproximadamente a 3000 especies identificadas
mundialmente hasta el momento [2]. Las hembras de pocas de estas
especies requieren adicionalmente en su alimentacion de sangre obteni-
da de diversos animales vertebrados, incluyendo al ser humano. Debido
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a esta situacion, algunas especies de mosquitos que se
alimentan de la sangre del ser humano se convierten en
vectores de virus causantes de enfermedades. Por solo
mencionar algunas, a Aedes aegypti, Anopheles gambiae,
Culex pipiens, Psorophora ferox, Aedes scapularis, etc.
Entre los agentes virales transmitidos por la picadura de
mosquito se encuentran el DENV, el YFV, el WNV y el CHI-
KV causantes, respectivamente, de dengue [3, 4, 5], fiebre
amarilla [6], fiebre del Nilo occidental [7] y chinkungunya
[8, 9] La demanda de niveles de control para aminorar,
prevenir e incluso erradicar estas enfermedades es de
preocupacion mundial. Por ejemplo, se ha estimado que
ocurren alrededor de 390 millones de casos de dengue
a nivel mundial por ano vy, de ellos, 96 millones se vuelven
casos clinicos [10].

Diversos estudios se han enfocado a la busqueda de nue-
vos productos naturales, con actividad insecticida y larvi-
cida, que puedan controlar la poblacion de mosquitos, sin
presentar riesgos al ser humano y otros animales domés-
ticos. Por ejemplo, el insecticida Olyset Duo® contiene una
novedosa mezcla de compuestos sintéticos (permetrina y
piriproxifeno) en conjuncion con IGR, un regulador de cre-
cimiento en insectos [11].

En ese sentido las plantas revisten un gran interés, debido a
que durante su evolucion han desarrollado un mecanismo
de respuesta ante el estrés biodtico y abiotico, produciendo
compuestos conocidos como metabolitos secundarios y
que han sido utilizados para el control de insectos; tal es
el caso de las piretrinas, producidas naturalmente por las
flores del género Pyrethrum: Chrysanthemum cinerariae-
folium y Chrysanthemum coccineum.

El presente trabajo muestra el efecto toxico de los acei-
tes esenciales de cinco plantas colectadas en la region
sur de Veracruz, México, sobre larvas, pupas y adultos
de Anopheles spp. El proposito consistio en determinar
y comparar el potencial de los exiractos etanolicos de
aceites vegetales como fuente de compuestos que pue-
dan ser utiles para combatir el crecimiento poblacional de
mosquitos vectores, causantes de enfermedades infec-
ciosas como las antes descritas.

MATERIALES Y METODOS

Colecta del material biol6gico

El material bioldgico se recolectd en un radio de 20 km
de la ciudad de Acayucan, Veracruz (17° 56" 54" N, 94°
54' 48" W).

La recolecta vegetal consistié en semillas de neem (Aza-
dirachta indica) y hojas jovenes de las siguientes especies:
malanga (Xanthosoma roseum), palo mulato (Bursera si-
maruba), anona (Annona reticulata) y epazote (Dysphania
ambrosioides). Inmediatamente a su llegada al laboratorio,
el material vegetal fue deshidratado en un cuarto ventilado
y protegido de la luz solar. La colecta de larvas de mos-
quito (Anopheles spp.) se realizd en aguas estancadas en
diferentes zonas del municipio de Acayucan, Veracruz.

Preparacion de los extractos

La extraccion de aceites esenciales se realizd median-
te un protocolo modificado propuesto por Castro 2010
[12]. Brevemente, el material deshidratado se trituré en
un molino de aspas y el pulverizado obtenido se colo-
cO en un matraz de 500 ml con metanol grado reacti-
vo (Baker®, México) en una proporcion 110 (20 gramos
de pulverizado por 200 ml de solvente). La mezcla se
mantuvo a temperatura ambiente en un agitador orbital
Mod. 311 DS (Labnet México), durante 24 h a 50 rpm. El
extracto obtenido se filtro por gravedad ufilizando pa-
pel Whatman® con un tamano de poro de 0.45 pm. Pos-
teriormente el filtrado, se destilbé a presion reducida en
un Rotavapor® R-100 (Buchi, México) a 40°C. El material
obtenido se conservo en recipientes de vidrio de color
ambar y se almacend a 4°C hasta su uso posterior.

Cultivo de mosquitos.

El cultivo de mosquitos en fase adulta se realizo de
acuerdo a lo reportado por Avila 1993 [13] con modifi-
caciones. Brevemente, se preparé un medio de cultivo
rico para larvas y pupas (MCLP), el cual consistié en 1L
agua de pozo artesiano suplementado con 3 g de la die-
ta formulada con 40% (p/p) de alimento para peces (Te-
tra GoldfishCrisps®, México), 30% (p/p) de complemen-
to alimenticio (Nutralac®, Mexico), 10% (p/p) de cereal de
maiz en hojuelas (Corn Flakes de Kelloggs®, México),
10% (p/p) de extracto de levadura (Bioxon®, México) y
10% (p/p)de caseinato de calcio (ProWinner®, México).
Las larvas colectadas de mosquito fueron transferidas
a charolas de plastico con dimensiones de 25 x 15 x 10
cm, las cuales contenian 3.25 Lts., del medio MCLP des-
crito anteriormente. Este cultivo se mantuvo en la oscu-
ridad y a temperatura ambiente durante 10 dias con el
propodsito de obtener pupas. Las pupas obtenidas fue-
ron transferidas a un frasco de 10 cm de diametro por
18 cm de altura, conteniendo 0.25 Lts., de MLCP. Los
frascos con larvas fueron colocados dentro de una jaula
entomologica de 35 x 35 x 35 cm. Al cabo de 5 dias, se
obtuvo una poblacion homogénea de mosquitos en su
fase adulta con los cuales se realizaron los ensayos de
repelencia.

Prueba de repelencia y actividad biocida

Para realizar las pruebas de repelencia se modifico el
protocolo propuesto por Aviles 2013, [14]. Brevemente,
los brazos y manos de voluntarios fueron lavadas con
jabbén neutro y enjuagadas abundantemente con agua.
Posteriormente, estos se cubrieron con cada uno de los
5 extractos y un tratamiento control (Autan®, SC John-
son, México) sin diluir y se infrodujeron dentro de la jaula
enfomologica por 5 minutos. Durante este fiempo, se
contabilizaron los mosquitos que se suspendieron so-
bre la piel, empleandose para ello tres observadores.
El porcentaje de repelencia se estimo de acuerdo a lo
reportado por Salazar y Soto 2012 [15] empleando la si-
guiente férmula: %R=(MB/MT)x100, donde %R, MB y MT
representan % de repelencia, mosquitos parados en el
blanco y mosquitos en el tratamiento, respectivamente.
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Para evaluar la actividad biocida en larvas y pupas, se pre-
pararon diluciones con agua destilada de los extractos
que mostraron un mayor efecto como repelente (neem,
anona y epazote), las cuales correspondieron a concen-
traciones de 0.03, 0.015 y 0.003 mg. de tejido vegetal/ml.
A la par, se realizé un tfratamiento control sélo con meta-
nol. Después de 24 h de la aplicacion de los tratamientos,
los organismos se consideraron muertos al ho observar
ningun tipo de movimiento cuando se les toco el meso-
torax con aguja de diseccion. Cuando el porcentaje de
mortalidad del tratamiento control fue de 4 a 12 %, éste
se corrigio de acuerdo a la ecuacion de Abbott, 1925 [16]:
“MC =" [("X-Y")"/" (“100-Y")]"x100" , donde MC, X y Y re-
presentan la mortalidad corregida (%), la mortalidad en el
tratamiento (%) y la mortalidad en el testigo (%).

Todos los ensayos en este trabajo fueron realizados por
triplicado. La significancia estadistica entre los tratamientos
se defermind por un andlisis de varianza (ANOVA) con una
comparacion de medias de Tukey y con un nivel de signifi-
cancia a del 0.05%, empleando Minitab® 17 como software
estadistico.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Cultivo de mosquitos

Para el desarrollo de los ensayos de repelencia y actividad
biocida fue necesario obtener una poblacion de mosquitos
representativos de la region de Acayucan. Mediante el em-
pleo del medio de cultivo MCLP y condiciones descritas en
la seccion de materiales y métodos se logrd caracterizar
los cuatro estadios: huevo, larva, pupa y adulto, presentados
en la figura 1

Efecto repelente de los extractos

El efecto repelente de los extractos metandlicos de las cin-
CO especies de plantas evaluadas comparado contra un
repelente comercial (Autan®) se presenta en la figura 2, en
ella se observo que todos los fratamientos mostraron un
efecto repelente mayor al 45%, destacandose entre ellos
los tratamientos correspondientes a anona, neem y epazo-
te los cuales no fueron estadisticamente significantes con
respecto al control (100% de repelencia), lo que significo
que fueron tan efectivos como el repelente comercial.
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Figura 2. Efecto de repelencia de diferentes extractos metano-
licos sobre tejido humano expuesto a mosquitos adultos. Le-
tras distintas denotan una diferencia estadistica significativa a
un a=0.05

Figura 1. Ciclo de vida del mosquito cultivados in vitro en
MCLP. A). Huevo, B). Larvas, C). Pupa y C). Adulto.

Figura 3. Observaciéon del efecto biocida de los extractos me-
tandlicos: A). Larvas antes del tratamiento. B). Después del
tratamiento. C). Pupa antes del tratamiento y D). Después del
tratamiento.
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Un efecto menor de repelencia fue observado con los
extractos de malanga y palo mulato cuya repelencia fue
menor al 50%, siendo estos significativamente diferentes
con respecto al control y a los exiractos de anona, neem
y epazote.

Actividad biocida

Para evaluar la letalidad de los extractos sobre larvas y
pupas de Anopheles spp., solo se consideraron aque-
llos extractos que presentaron una repelencia mayor al
50% (anona, neem y epazote). Cuando se expusieron
las pupas y larvas a estos extractos se observo morta-
lidad como la mostrada en la figura 3 B y D.

Como se puede observar de manera general en la fi-
gura 4, los tratamientos mostraron entre ellos una di-
ferencia estadisticamente significativa en la actividad
biocida en pupas. En el caso de anona, la letalidad de
los extractos en pupas de Anopheles spp a concen-
traciones de 0.03, 0.015 y 0.003 mg., de anona/ml., no
presentaron una diferencia significativa, lo que mostro
100% de letalidad en todos los tratamientos evaluados.
Con respecto a neem, se obtuvieron valores prome-
dio de letalidad de 86, 57 y 16% a concentraciones de
0.03, 0.015 y 0.003 mg. de heem/ml., respectivamente.
Por otro lado, el extracto de epazote mostro el menor
efecto letal sobre pupas, obteniendo valores prome-
dio de 83, 47 y 2% a concentraciones de 0.03, 0.015 y
0.003 mg. de epazote/ml, respectivamente.

Los resultados presentados en la figura 4 demuestran
que para obtener una mortalidad de pupas superior al
80% es posible ufilizar extractos metandlicos de ano-
na, neem y epazote a concentraciones superiores a
0.03 mg/ml. De acuerdo a lo presentado en la figura
4, el extracto de anona puede utilizarse hasta concen-
traciones de 0.003 mg/ml. y seguir teniendo un efecto
letal del 100%.
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Figura 4. Porcentaje de mortalidad de pupas de Anopheles
ssp., expuestas a diferentes concentraciones de extractos
(anona, neem, epazote). Letras distintas denotan una diferencia
estadistica significativa a un a=0.05

El efecto lefal sobre larvas se muestra en la figura 5,
los resultados indican de manera general un compor-
tamiento similar con respecto a la letalidad en pupas.
La letalidad con extractos de anona no mostro una di-
ferencia significativa en funcion de las tres concentra-
ciones evaluadas y ésta se mantuvo al 100%. Este mis-
mo comportamiento se presento en los extractos de
neem,; sin embargo, la letalidad promedio fue del 67 %.
Con respecto a los extractos de epazote, la letalidad
cambid en funcién de la concentracion. Cabe mencio-
nar que este extracto fue el que presento la actividad
biocida mas baja (30%).
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Figura 5. Porcentaje de mortalidad de larvas de Anopheles
ssp., expuestas a diferentes concentraciones de extractos
(anona, neem, epazote). Letras distintas denotan una diferencia
estadistica significativa a un a=0.05

En este frabajo se demostro que los cinco extractos
estudiados exhibieron actividad de repelencia a dife-
rentes concentraciones. Los exiractos de anona, neem
y epazote tuvieron la misma efectividad de repelencia
que el repelente comercial (100%). Ademas de que ex-
hibieron un efecto biocida sobre larvas y pupas, resul-
tados similares sobre la actividad biocida sobre mos-
quitos han sido reportados por otros autores [12, 17, 18,
19]. Por ofra parte, se ha propuesto que las acetogeni-
nas presentes en la anona, podrian ser los compuestos
responsables de esta actividad biocida [19].

Estudios sobre la actividad insecticida de anona, neem
y epazote ya han sido reportados por otros autores
[20, 21, 22, 23, 24]. Sin embargo, el uso de diferentes
metodos de extraccion, tipo tejido utilizados como ma-
teria prima (semilla, hojas), etc., dan como resultado
una diferencia en el porcentaje de letalidad entre los
extractos obtenidos, lo que hace dificil la comparacion
de un extracto a ofro; aun siendo obtenidos de la mis-
ma especie. Por ejemplo, para el género anona, la ex-
traccion de los componentes activos se ha realizado
por diferentes métodos asi como utilizando distintas
mezclas de solventes [12, 24].

Desde el punto de vista ecoldgico, los biocidas de ori-
gen natural pueden constituir una alternativa a los sin-
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téticos. Es por ello que es necesario contar con una
gama amplia de compuestos con propiedades bioci-
das que coadyuven a la sostenibilidad de las actuales
estrategias de control infegrado de plagas. En conse-
cuencia, es necesario realizar mayores estudios in vi-
tro utilizando diferentes partes del vegetal, ademas de
realizar un screening o tamizaje fitoquimico para las
diferentes especies de plantas e insectos.

Dada la dificultad de comparar el potencial insectici-
da de estos extractos, es necesario estandarizar v,
finalmente optimizar los métodos de exiraccion para
obtener la mayor letalidad posible a la menor concen-
tracion. Estudios posteriores requeriran identificar qui-
micamente los componentes activos de los extractos
y su posible escalamiento a nivel industrial.
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