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El uso de productos vegetales como plaguicida ha sido una practica
frecuente en el transcurso del tiempo. Estos productos pueden tener
actividad larvicida. El objetivo de esta investigacion fue Confirmar la
actividad larvicida contra larvas de Aedes aegypti de las plantas de
la tribu Dalbergiae Bronn ex DC. (Papilionoideae-Leguminosae), en
las especies Machaerium seemanni Benth. ex Seem., Machaerium
biovulatum Micheli y Tipuana tipu (Benth.) Kuntze. La investigacion
se desarrollo en el Herbario MERF y en el Laboratorio A del Instituto
de Investigaciones de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la
Universidad de Los Andes, donde se obtuvieron los extractos
(hexanicos, acetdnicos, etandlicos y diclorometanicos) de las
plantas y se realizaron los bioensayos. Las concentraciones
analizadas fueron entre 180 y 369 mg/mL, y el criterio de analisis fue
la ausencia de motilidad de las larvas alas 12 y 24 horas después de
la incubacion con los extractos. Los resultados fueron: no se
observé actividad larvicida con las concentraciones de 200 mg de
los diferentes extractos. Con concentraciones mayores de 300mg se
observdé hasta un 80% de mortalidad larvaria con el extracto
acetonico/diclorometanico. La mortalidad larvaria fue verificada con
una DL50 inversamente proporcional a la concentraciéon de los
extractos.

Palabras claves: Machaerium seemanni B., Machaerium biovulatum
M., Tipuana tipu B., extracto de plantas, actividad larvicida, Aedes

aegypti.



INTRODUCCION

Las leguminosas contienen 727 géneros y cerca de 19.325 especies
en el mundo. El género Machaerium esta subordinado a la subfamilia
Papilionoideae dentro de la tribu Dalbergiae Bronn ex DC. Dicha tribu
consiste en 19 géneros y aproximadamente 300 especies. Los recientes
estudios filogenéticos moleculares incluyen 49 géneros y alrededor de
1300 especies en esta tribu.

Ademas del interés que presenta la familia desde el punto de vista
sisteméatico y nomenclatural, existen otros criterios bioldgicos y de otra
indole que le dan aun mayor importancia al estudio de las Leguminosae
venezolanas. Es una familia muy importante desde el punto de vista de la
economia de la naturaleza, razébn por la que su conocimiento es
fundamental para poder emprender investigaciones cientificas sobre
agricultura y conservacion de la riqueza del suelo. Gran parte de sus
especies brindan productos diversos para la vida humana; de ellas se
obtienen semillas que han sido base insustituible de la alimentacién desde
tiempos remotos, como son las habas entre otras.

El uso de extractos vegetales para el control de plagas agricolas era
una practica ancestral, ampliamente utilizada en diversas culturas y
regiones del planeta hasta la aparicion de los plaguicidas sintéticos. En
los dltimos afios en la busqueda de un equilibrio entre el ambiente, la
produccion y el hombre, se ha desarrollado un nuevo concepto de
proteccion de cultivos. Esto se logra mediante productos que tengan una
accion especifica sobre el objetivo y un bajo impacto en los organismos
circundantes y el ambiente.

Esta investigacion fue de tipo confirmatoria, con disefio de campo y de
laboratorio. Los procedimientos realizados fueron: preparacion del
extracto alcohdlico de las hojas de las especies familia Dalbergiae
subfamilia Leguminosae. Posteriormente, se analiz6 la actividad larvicida.

Los datos fueron analizados a través de estadisticos descriptivos.



Este informe final de Trabajo de Grado estd estructurado por cinco
capitulos. Capitulo I, ElI Problema: que abarca, Planteamiento del
Problema, Formulacion del Problema, Justificacion de la Investigacion,
Objetivos de la Investigacion, asi como también Alcances y Limitaciones
de la Investigacién. Capitulo Il, Marco Tedrico: que presenta, Trabajos
Previos, Antecedentes Histéricos, Bases Teoricas, Definicion de
Términos. Capitulo 1ll, Marco Metodologico: que explica Tipo de
Investigacion, Disefio de Investigaciéon, Poblacién y Muestra, Instrumento
de Recoleccion de Datos, Procedimientos de la investigacion y el Disefio
de Analisis. Capitulo 1V, Resultados y discusién, donde se presentan los
resultados del estudio en tablas y gréficos y la discusion de los mismos; y
el Capitulo V donde se presentan las conclusiones y recomendaciones.

El objetivo especifico de esta investigacion fue determinar la actividad
larvicida contra larvas de Aedes aegypti en plantas de la tribu Dalbergiae
Bronn ex DC. (Papilionoideae-Leguminosae), en las especies
Machaerium seemanni Benth. ex Seem., Machaerium biovulatum Micheli
y Tipuana tipu (Benth.) Kuntze., ubicados en la zona geografica de

Venezuela



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

El estudio de compuestos biolégicos derivados de recursos naturales
renovables como las plantas, siempre ha sido de gran interés cientifico.
Existe la posibilidad de descubrir principios activos presentes en las
especies T. tipu, M. seemannii y M. biovulatum., los cuales podrian tener
algunas propiedades larvicidas. Estos géneros ofrecen amplias
posibilidades las cuales demandan la investigacion de éste recurso, para
mejorar el conocimiento de la biodiversidad. También, para el
aprovechamiento de los recursos naturales y el estudio de la bioactividad
de los fitoquimicos presentes en estas plantas, en las que destaca el
efecto larvicida (Sanabria, Segovia, Gonzalez, Alcaraz., Vera, 2009;
Chaverri y Castillo, 2010).

El dengue es una enfermedad infecciosa que puede ser producida por
cuatro serotipos diferentes del virus dengue y es transmitido por
mosquitos Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762). Presenta una
amplia distribucion en las regiones de clima tropical y subtropical del
mundo, manifestandose principalmente en zonas semiurbanas y urbanas,
en donde el mosquito Aedes aegypti es el principal vector (Amariles-
Barrera, Garcia, Parra-Henao, 2013).

Se estima que cerca de 25 millones de personas que habitan en zonas
urbanas con transmision endémica de dengue estan en riesgo de adquirir
esta enfermedad. El dengue es una de las enfermedades infecciosas que
mayor carga social y econdmica impone a la poblacion en Riesgo,
representando un evento de especial interés en salud publica (Amariles-

Barrera, Garcia, Parra-Henao, 2013).



Debido que no hay un tratamiento especifico para esta enfermedad y a
la ausencia de vacunas para realizar tratamientos a gran escala, segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), actualmente el Unico método de
controlar o prevenir la transmision de los virus del dengue consiste en la
lucha contra los vectores por medio de insecticidas quimicos, como los
organofosforados. El uso extendido e indiscriminado de estos insecticidas
sintéticos para el control de vectores ha favorecido la aparicion,
propagaciéon e incremento constante de resistencia a la mayoria de
insecticidas disponibles actualmente en el mercado para Aedes aegypti.
De otro lado, se ha encontrado un grave riesgo de contaminacion
ambiental, destruccion de la fauna benéfica y el subsecuente desequilibrio
en los diferentes ecosistemas (Arana, 2002; Amariles-Barrera, Garcia,
Parra-Henao, 2013).

Es evidente entonces la necesidad de desarrollar nuevas estrategias de
control. Como métodos alternativos para el control de los vectores se han
evaluado en laboratorio y en campo el uso de controladores biologicos
tales como depredadores, hongos entomopatdgenos y extractos naturales
de plantas, los cuales han demostrado ser efectivos controlando las
poblaciones de mosquitos y evitando el desarrollo de resistencia. Los
insecticidas de origen botanico han sido usados tradicionalmente en las
comunidades humanas en muchos lugares del mundo para el manejo de
los insectos plaga. Hoy en dia se ha encontrado que estos pueden ser
utilizados como alternativas eficaces en los programas integrados de
control de mosquitos vectores, con la ventaja de ser altamente
especificos, sin afectar la fauna benéfica, facilmente biodegradables, de
bajo costo, no requieren de metodologias complejas para la extraccion de
sus compuestos activos, son de disponibilidad inmediata y pueden ser
preparados artesanalmente por medio de tratamientos caseros y ser
aplicados inmediatamente sin la necesidad de instrumentos
especializados (Amariles-Barrera, Garcia, Parra-Henao, 2013).

En la actualidad la poblacion venezolana padece de varias

enfermedades infecciosas y virales causadas por mosquitos. Por eso,



debido a las diversas caracteristicas especificas que poseen las plantas
de la Tribu Dalbergiae-Leguminosae, y de la utilizacion etnobotanica-
medicinal se planted el siguiente enunciado holopraxico: ¢Cual es la
actividad larvicida contra larvas de Aedes aegypti de las especies de
plantas de la tribu Dalbergiae-Leguminosae, procedentes de Venezuela,
durante el periodo 2015-20177?

Justificacién de la Investigacion

La justificacion de una investigacion esta relacionada con las razones
gue motivan la realizacion del proceso operativo. En tal sentido, las
razones pueden estar relacionadas con necesidades observadas en la
realidad, inquietudes, oportunidades y amenazas (Hurtado, 2010). Al
respecto, el autor de esta investigacion considerd varias razones que le
motivaron a realizarla. Primera, la actividad larvicida permite el control de
vectores que pueden trasmitir enfermedades virales, fundamentalmente
(Arana, 2002; Chaverri. y Castillo, 2010). Segunda, en la actualidad el
control de vectores se hace con insecticidas organofosforados, los cuales
crean resistencia, contaminacion ambiental y no son biodegradables
(Amariles-Barrera y cols, 2013). Tercera, en la realidad existen evidencias
relacionadas con el uso de insecticidas botanicos, los cuales provienen de
plantas; ademas, son biodegradables, de bajos costos, y crean menor
resistencia en los vectores. (Sanabria, Segovia, Gonzéalez, Alcaraz., Vera,
2009; Amariles-Barrera y cols, 2013). Por tanto, las razones referidas
contribuyeron con la cosmovision que el investigador concreté para
cumplir cabalmente las fases operativas del proceso de la investigacion

realizada.



Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Confirmar la actividad larvicida contra larvas de Aedes aegypti de las
plantas de la tribu Dalbergiae Bronn ex DC. (Papilionoideae-
Leguminosae), en las especies T. tipu, M. seemannii y M. biovulatum

en el Herbario MERF, procedentes de Venezuela.

Objetivos Especificos

Obtener extractos de las especies T. tipu, M. seemannii y M.
biovulatum con solventes de polaridad creciente.

Describir el estadio 1l y IV de las larvas de Aedes aegypti.

Analizar la correspondencia entre el extracto y la concentracion

bioactiva de las especies T. tipu, M. seemannii y M. biovulatum.

Analizar la motilidad de las larvas en los extractos obtenidos de las
especies T. tipu, M. seemannii y M. biovulatum a las 12 y 24 horas de

interaccion.

Interpretar la sobrevivencia de las larvas en los extractos obtenidos de
las especies T. tipu, M. seemannii y M. biovulatum a las 12 y 24 horas
de interaccion.

Verificar la mortalidad de las larvas en los extractos de las especies T.

tipu, M. seemannii y M. biovulatum a las 24 horas de interaccion.



Alcances y Limitaciones de la Investigacion

Alcances

Los alcances de una investigacibn estan relacionados con la
profundidad del conocimiento que se quiere obtener. Al respecto,
Hernandez-Sampieri, Fernandez y Baptista (2010), refirieron que la
profundidad de una investigacion representa un continuum de
conocimientos. En tal sentido, esta investigaciéon tuvo un alcance
confirmatorio ya que se intent6 verificar la actividad larvicida de la
mortalidad de las larvas en los extractos de las especies M. seemanni.,

M. biovulatum y T. tipu a las 24 horas de interaccion.

Limitaciones

Hernandez-Sampieri y cols (2010), sefalaron que las limitaciones de
una investigacion pueden ser técnicas, tedricas y de recursos
econdémicos. Al respecto, en esta investigacion se encontraron
limitaciones que no limitaron la viabilidad de las fases operativas del
proceso. Las limitaciones teoricas estuvieron representadas por los
escasos trabajos previos sobre el evento de estudio. Las limitaciones de
disponibilidad de reactivos estuvieron relacionadas con la cantidad de
acetona, la cual fue sustituida por el diclorometano ya que tienen una

polaridad similar.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Gomez en 2015 realiz6 un estudio titulado evaluacion larvicida del
extracto etandlico de la semilla de Carica papaya sobre larvas del iv
estadio de Aedes aegypti (diptera: culicidae) en condiciones de
laboratorio, cuyo objetivo fue confirmar el efecto larvicida del extracto
etanolico de semillas de Carica papaya L. sobre larvas de IV estadio
de Aedes aegypti en condiciones de laboratorio, para generar alternativas
naturales en el control del vector del Dengue. En la metodologia se
llevaron a cabo seis bioensayos con diferentes concentraciones
del extracto etandlico de semilias de Carica papaya de 50, 100, 250,
500, 750 y 1000 ppm con cuatro repeticiones cada una, con 100
especimenes por bioensayoy un grupo testigo al que solo se le
agrego agua declorinada para comparar la mortalidad en las larvas
sometidas a los tratamientos experimentales y la mortalidad natural
sin  exposicion. Las mortalidades de los bioensayos de los extractos
etandlicos de semillas de Carica papaya a 50, 100, 250, 500, 750 y
1000 ppm al cabo de 48 horas fueron de 46 %, 87 %, 95 %, 99 %, 100
% y 100 % respectivamente. En cuanto al efecto residual las
mortalidades fueron menores a las iniciales, siendo 0 %, 8 %, 11 %,
14 %, 19 % y 23 % respectivamente a las concentraciones ya
mencionadas, por lo que se evidencia la degradacién del extracto
con el paso del tiempo, asegurando el uso de este en medios acuaticos
para el control de Aedes aegypti. Este antecedente es importante porque
demuestra que el efecto larvicida usando extractos etandlicos, también

utilizado en esta investigacion, puede tener éxito.



Albrech y Alonso en 2014 realizaron un estudio titulado efectos
larvicidas de extractos vegetales acuosos sobre el Aedes Aegypti. El
objetivo de este trabajo fue confirmar la actividad de los extractos
vegetales de: Chenopodim ambrosioides L. (Ka'are), Ruta graveolens L.
(Ruda) y Artemisia absinthium L. (Ajenjo), Aloysia triphylla (L"Hér.) Britton
(cidrén), Petiveria paraguayensis D. Parodi (Pipi), Dorstenia brasiliensis
Lam. (Tarope), Lavanda angustifolia (lavanda), Rosmarinus officinalis L.
(romero), contra las larvas del mosquito Aedes aegypti. Los huevos fueron
colectados en diferentes barrios de la ciudad de Encarnacion (Paraguay),
durante los meses de febrero y marzo del afio 2014, utilizAndose para la
captura ovitrampas conteniendo agua y extracto de Cynodon dactylon (L.)
Pers. (pasto bermuda). Se encontro la mejor actividad larvicida en Ruta
graveolens, llegando a eliminar al 60 % de las larvas en 12 horas, y a su
totalidad a las 24 horas de exposicion. La Dorstenia brasiliensis, a las 48
horas elimind el 100 %. Por su parte Petiveria paraguayensis (Pipi) con
5000 mg/L, y el Artemisia absinthium (ajenjo) necesitaron 72 horas para
llegar al mismo resultado. Chenopodim ambrosiodes, Aloysia triphylla,
Lavandula angustifolia Mill., Rosmarinus officinalis mostraron menor
actividad larvicida a esas dosis ya que eliminaron solo hasta el 40 %. Este
trabajo permite comparar los valores de mortalidad larvaria en diferentes
plantas encontradas en el pais, y se relacion6 con el evento de estudio de
esta investigacion.

Amariles-Barrera, Garcia, Parra-Henao en 2013, realizaron una
investigacion titulada Actividad insecticida de extractos vegetales sobre
larvas de Aedes aegypti, Diptera: Culicidae. El objetivo fue confirmar la
actividad insecticida de los extractos metandlicos de Gliricidia sepium
(Jacg.) Kunth ex Walp., Sapindus saponaria L. y Annona muricata L.
sobre larvas de tercer estadio de Aedes aegypti. El procedimiento se llevo
a cabo mediante percolacion metandlica de macerados de las especies
vegetales, se obtuvieron extractos totales y mediante diluciones de cada
extracto se realizaron bioensayos sobre larvas de tercer estadio de

Aedes aegypti, cepas Rockefeller y Silvestre. Se realizé andlisis PROBIT



ANALISIS para determinar la concentracion letal media (LC50) de los
extractos evaluados. Los valores de LC50 hallados para cada uno de
los extractos vegetales fueron: Annona muricata, 6,48 ppm (IC 95 %:
5,88 -7,27); Sapindus saponaria, 601,81 ppm (IC 95 %: 498,41 - 690,74);
Gliricidia sepium, 1328,91 ppm (IC 95 %: 1201,45 - 1448,70), para
la cepa Rockefeller. Annona muricata, 7,26 ppm (IC 95 %: 6,65 -
8,05); S. saponaria, 658,64 ppm (IC 95 %: 591,48 - 730,05); G. sepium,
1532,89 ppm (IC 95 %: 1408,15 -1660,70), para la cepa silvestre. Los
resultados obtenidos son promisorios para el control de estadios
inmaduros de Aedes aegypti y fue importante para esta investigacion por
el procedimiento que se llevo a cabo.

Gonzélez, Flores, Guerrero, Mendoza, Carden, Aguirre y Cerna en
2013, realizaron un estudio titulado efecto insecticida de extractos
vegetales, sobre larvas de Culex tarsalis (Diptera: Culicidae) en
laboratorio. El objetivo de este trabajo fue confirmar el efecto insecticida
de extractos vegetales sobre larvas de Culex tarsalis en el laboratorio. El
trabajo se desarrollo en el laboratorio de la Universidad (UAAAN), donde
se obtuvieron los extractos (metandlicos y hexanolicos) de plantas y se
realizaron los bioensayos. Las concentraciones evaluadas fueron: 400,
500, 600, 700, 800, 900 y 1000 ppm y la lectura de muertos fue realizada
alas 24, 48 y 72 h después de la aplicacion de los tratamientos. Los
resultados fueron analizados en el PC-Probit para la CLso. Los extractos
de semillas (Annona muricata, Carica papaya y Azadirachta indica A.
Juss.) mostraron los mejores resultados al matar con 1000 ppm mas de
80 % de la poblacion desde las 24 h. Los extractos vegetales de Annona
muricata, Carica papaya y Azadirachta indica mostraron ser una buena
alternativa para el control de Cx. tarsalis. Esta investigacion es importante
porque se demostroé que el efecto larvicida de los extractos en distintos
solvente organico, también funciona en otras especies de larvas distintas

a las utilizadas en esta investigacion.
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Antecedentes Historicos

Chaverri y Castillo (2010) realizaron un bioensayo para la deteccion
de la actividad larvicida en matrices complejas utilizando como modelo
larvicida de Aedes aegypti L. Esta linea de investigacion se basoé en el
estudio de matrices complejas, como extractos de origen natural y sus
constituyentes, que tengan un uso potencial. Es por ello, que se inicio
un programa para la busqueda de insecticidas de origen natural que
puedan exhibir tanto un menor impacto ambiental como un costo de
produccion razonable. Cabe destacar que los resultados demostraron
gue hay un potencial en los extractos naturales y sus constituyentes
para ser empleados como sustitutos de insecticidas.

Meléndez (2009) realiz6 una investigacion titulada Sinopsis del género
Machaerium pers. (Leguminosae — Papilionoideae — Dalbergieae) en
Venezuela. En la cual realiz6 una revision taxondmica de las especies
circunscritas al género Machaerium presentes en Venezuela, con el
objetivo de interpretar el conocimiento en cuanto a los problemas
nomenclaturales y de identificacién que han existido a través de la historia
de este taxon. Siguiendo el estudio clasico de observacidon de caracteres
morfologicos en dicho estudio. Se determinaron 39 especies y 11
variedades distribuidas en todo el territorio venezolano en un rango
altitudinal de 0-1800 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m).

Sanabria, Segovia, Gonzélez, Alcaraz., Vera (2009) realizaron una
serie de bioensayos con extractos acuosos de Annona muricata L.
(Chirimoya), Bulnesia sarmientoi Lorentz ex Griseb. (Palo santo) y Melia
azedarach L. (Paraiso). Probaron en cada planta su actividad y eficacia
como larvicida contra larvas del mosquito Aedes aegypti L. y observaron
gue las semillas de la Annona muricata L. presentaron mayor actividad
larvicida con respecto a los demas extractos ensayados.

Leyva, Tacoronte, Marquetti., Scull., Montada, Rodriguez, y Yirian
(2008), determinaron la accion insecticida de aceites esenciales contra

larvas de Aedes aegypti L. Observaron que los aceites probados
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presentaron alta actividad insecticida contra Aedes aegypti L., siendo
Piperauritum kunth. el que present6 mayor actividad con la menor
concentracion letal siendo 50 %.

Bobadilla, Zavala, Sisniegas, Zavaleta, Mostacero y Taramona (2005),
evaluaron la actividad larvicida de suspensiones acuosas de Annona
muricata L. sobre Aedes aegypti L. Registraron valores de mortalidad
mayores en la suspension de semillas en comparacion con las otras
partes vegetales evaluadas (flores y hojas). Todas las suspensiones
mostraron toxicidad larvicida.

Arana (2002), realizdé un estudio en la Universidad de San Carlos de
Guatemala denominado: determinacion de actividad larvicida de dieciocho
(18) especies de plantas detectadas por etnobotanica y bioprospeccion en
Guatemala, el cual se realiz6 por medio de Bioensayos contra cuatro
estadios de larvas de dos Especies de mosquitos (Aedes aegypti L. y
Anopheles albimanus C.). Siendo estas dos especies vectores de dos de
las mas importantes enfermedades en el mundo, Dengue y Paludismo
respectivamente. Por un método micrométrico el extracto etandlico de la
hoja de Tilandsia yunckeri L. mostro actividad preliminar contra larvas de
primer estadio de Aedes aegypti L. y posteriormente se determind la
concentracion letal 100 %, la cual fue de 0,20 mg/mL.

Sharma, Qadry, Subramanium, Verghese, Rahman (1998), evaluaron
la actividad larvicida de algunos extractos obtenidos de plantas de la
familia Euphorbiaceae L. contra el Aedes aegypti L. y Culex L. Estudiaron
la mortalidad de las larvas después de 24 horas de exposicion.
Observaron que todos los extractos mostraron poco efecto larvicida, sin
embargo, la mayor mortalidad de las larvas se encontr6 en el extracto de
éter de petréleo.

Estos antecedentes historicos revelan la importancia que tienen los
fitoquimicos presentes en los extractos de plantas en relacion a la
actividad larvicida. En consecuencia, contribuyeron con la cosmovision del

investigador durante el proceso de esta investigacion.
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Bases Teodricas

Las fabaceas (Fabaceae) o leguminosas (Leguminosae)

Son una familia del orden de las fabales. Reune arboles, arbustos y
hierbas perennes o anuales, facilmente reconocibles por su fruto tipo
legumbre y sus hojas compuestas y estipuladas. La riqueza de estas
especies se halla particularmente concentrada en las ramas de las
Mimosoideae y las Papilonoideae, ya que contienen cerca del 9,4 % de la
totalidad de las especies de las eudicotiledéneas. Se ha estimado que
alrededor del 16 % de todas las especies arbdreas en los bosques
lluviosos neotropicales son miembros de esta familia. Asi mismo,
Fabaceae es la familia mas representada en los bosques tropicales
lluviosos y en los bosques secos de América y Africa (Romero, Blunden,
Melendez, 2007).

Las plantas de la subfamilia Papilonoiadeae se reconocen de las
demas subfamilias de leguminosas debido a que sus flores poseen cuatro
pétalos envueltos entre si. A su vez, forman un tubo por cuyo extremo
sobresalen sus largos estambres. El quinto pétalo esta extendido como
una vela y se denomina estandarte, velamen o vexilo (Romero, Blunden,
Meléndez, P., 2007)

Las leguminosas raramente son cianogenéticas, en algunos casos,
Los compuestos cianogenéticos derivan de la tirosina, la fenilalanina o de
la leucina. Comunmente presentan alcaloides. Las protoantocianidinas
pueden estar presentes y, en ese caso, son la cianidina, la delfinidina o
ambas a la vez. Frecuentemente presentan flavonoides tales como
kaempferol, quercitina y miricetina. El &cido elagico se halla
consistentemente ausente en todos los géneros y especies analizadas de
las tres subfamilias. Los azucares se transportan dentro de la planta en

forma de sacarosa (Heinrich, Rimpler y Barrera, 1992) (Figural).
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Figura 1. Estructura quimica de la tirosina, leucina y fenilalanina.

Ademas del interés que presenta la familia desde el punto de vista
sistematico y nomenclatural, existen otros criterios biol6gicos y de otra
indole que le dan aun mayor importancia al estudio de las Leguminosae
venezolanas. Es una familia muy importante desde el punto de vista de la
economia de la naturaleza. Por esta razon, su conocimiento es
fundamental para poder emprender investigaciones cientificas sobre
agricultura y conservacion de la riqueza del suelo (Bird, y Maramorosch,
1975).

Gran parte de sus especies brindan productos diversos para la vida
humana. De ellas se obtienen semillas que han sido base insustituible de
la alimentacion desde tiempos remotos, como son las habas (Vicia L.),
lentejas (Lens Mill.), frijol (Phaseolus L.), soya (Glycine Willd.), arvejas
(Pisum L.), mani (Arachis L.), entre otras (Garcia y Forero, 1968). Asi
mismo, numerosas especies son usadas en medicina convencional y
popular o se cultivan con fines decorativos. Otras especies proporcionan
maderas finas o de construccion, algunas son forrajeras o tienen usos

industriales ya que de ellas se extraen ceras, alcoholes, insecticidas,
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sustancias citotoxicas, mucilagos, acidos organicos, taninos, tintes y
perfumes. Muchas sirven para proteger el suelo, producir abono organico
y fijar nitrdgeno por medio de las bacterias presentes en los nodulos que
se forman en sus raices (Garcia y Forero, 1968).

Tipuana tipu

Pertenece a la familia Leguminosas (Fabaceae), la forma de la copa es
extendida y es de crecimiento lento. Se describe como un arbol cultivado
introducido de 8 a 10 metros, tronco de corteza escarchada con presencia
de latex rojizo. Su foliolo es sub coreaceo y los frutos samaroides con ala

conspicua y uniseminada en su base (Melendez, 2016). (Figura 2).

Figura 2. Arbol T. tipu.

Machaerium seemannii

Planta trepadora mediante ramas con garfios, posee Foliolos
coredceos y tallitos pubescentes. Inflorescencia en cortos racimos con
flores en botones o prefloraciones. (Meléndez, 2016).

Son plantas trepadoras o lianas con tallos cilindrico, ramitas con
lenticelas marrones, hojas imparipinnadas y alternas, con 3 a 11 foliolos,
alternos en el raquis. Los foliolos son asimétricos y miden de 3 a 15 cm
de largo y de 1.5 a 8 cm de ancho, lanceolados a ovados, con &pice
acuminado, bordes enteros y base redondeada. Los foliolos presentan
pelos a lo largo de la nervadura central del envés. También, estipulas

persistentes o deciduas, a veces algo espinescentes en los brotes.
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Peciolos de 3 a 5 cm de largo y pulvinados en la base. Presentan
inflorescencias en racimos axilares o subterminales. Sus flores son lilas y
sus frutos con la semilla basal y un ala en el extremo apical, de 6 a 9 cm
de largo y de 1.5 a 2 cm de ancho, a veces cubiertos de pelos sericeos
(Lépez y Sanchez, 2001) (Figura 3).

Figura 3. M. seemannii.

Machaerium biovulatum.

Arbolito de 4 metros de alto con frutos secos muy madurados, y posee

foliolos sub coraceos (Meléndez, 2016).
Entre sus caracteristicas se encuentran: arboles hermafroditas,
perennifolios con la copa irregular, los troncos cilindricos en seccion
transversal, sin contrafuertes prominentes, armados con espinas
geminadas. La corteza externa es pardo-grisacea, lisa; ocasionalmente
con latex rojo. Las hojas alternas, imparipinnadas, con los foliolos
alternos, emarginados apicalmente y con los nervios secundarios
numerosos, finos y paralelos. Las estipulas espiniformes (que luego
guedan remanentes en las ramas y los troncos).

Las inflorescencias son paniculadas, las flores puarpuras, los calices
campanulados, 5-lobulados, las corolas con 5 pétalos, el vexilo
ampliamente ovado u orbicular, con 10 estambres. Las legumbres
samaroides, indehiscentes, con las valvas reticuladas y ferrugineo-
pubescentes. Se distribuye desde México a Bolivia, Colombia y
Venezuela. En bosques humedos y secos; de 0-1300 m.s.n.m (L6pez y
Sanchez, 2001) (Figura 4).
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Figura 4. M. biovulatum..

Los mosquitos

Los mosquitos y zancudos son pequefios insectos pertenecientes al
Orden Diptera, Familia Culicidae, provistos de dos alas funcionales. Son
de metamorfosis completa (huevo, larva, pupa, adulto), depositan sus
huevos en racimo o aislados en agua de curso lento o estancado, o en
lugares donde puedan humedecerse al ocurrir una inundacion. La forma y
posicion de las larvas respecto de la superficie del agua permite
diferenciar las especies. Las larvas y las pupas viven en el agua, pero
deben emerger a la superficie para respirar. Luego de 4 estadios
larvarios, al cabo de 4 a 10 dias, las larvas se transforman en pupas
bastante activas. Luego de un dia o algunas semanas eclosiona el adulto.

Los mosquitos tienen proboscis penetrante, y son las hembras las que
precisan alimentarse de sangre para producir huevos fértiles (obtencion
de proteina). Después del apareamiento, la hembra pica a su hospedero
(humano o animal) y con cada succién de sangre produce entre 100 a 200
huevos. El macho, en cambio, se alimenta de jugo y néctar de plantas, ya
que su aparato bucal no esta adaptado para succionar sangre. El tiempo
de desarrollo de huevo a adulto es de 10 a 14 dias. Una de las
caracteristicas importantes de esta especie es la capacidad de esperar
condiciones climaticas adecuadas de los huevos, los cuales pueden
eclosionar de inmediato o hasta varios afios después (Garcia, Gutsevich,
1969).
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Habitos

Los mosquitos y zancudos se encuentran desde los tropicos hasta el
artico. Son la unica forma de transmision de enfermedades tropicales
como la malaria, fiebre amarilla, el dengue, fiebre del nilo y otras. Sin
embargo, su sola presencia puede ser insoportable por el permanente
acoso que provocan las hembras para picar y alimentarse de sangre.

Los principales mosquitos vectores son: zancudos, mosquito del
dengue y mosquito de la malaria. Zancudo (Culex spp.), vector de la
Fiebre del Nilo y Filariasis. Presente en paises tropicales y subtropicales,
calidos y templados. Mosquito del Dengue (Aedes aegypti), vector de la
Fiebre del Dengue y Fiebre Amarilla, presente en paises tropicales,
subtropicales y calidos, en todo América, excepto Canada y Chile
Continental, ya que se encuentra en Isla de Pascua. Mosquito de La
Malaria (Anopheles spp.), vector de la Malaria o Paludismo, enfermedad
que anualmente mata en el mundo, alrededor de dos millones de
personas, de los cuales un millén son nifios. Esta presente en Africa,
Medio Oriente y Sur de Asia, En América, desde el Sur de Estados

Unidos y toda América Latina (Garcia, Gutsevich, 1969) (Figura 5).

Ciclo de vida del Zancudo

N

Larva
e® 10 a 14 dias
oo [ S
Huevos
(100 a 200) Pupa
Adulto

Figura 5. Ciclo de la vida de Aedes aegypti.
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Manejo de los mosquitos

Un control efectivo de los mosquitos se consigue aplicando medidas
de control integrado. Entre las medidas de control se pueden mencionar el
manejo del ambiente a través del drenaje de areas anegadas, métodos
fisicos como mosquiteros. También los métodos bioldgicos para el control
de Bacillus turingiensis var. israelensis, Bacillus sphaericus; entre otros

esta el uso de insecticidas. (Corrales, 2004).

Sitios de cria de mosquitos

La presencia de determinadas condiciones en depdsitos de agua
favorece el desarrollo de algunas especies de mosquitos. Hay algunas
gue viven en aguas salobres, otras son de agua dulce y otras crian en
aguas totalmente polidas. El estudio de los sitios de cria es importante
para poder realizar un efectivo control de los insectos (Garcia, 1977). Se
han clasificado en cuatro grupos los criaderos de mosquitos, dividiéndolos
principalmente por su naturaleza y la permanencia del agua de los
mismos, mencionando las especies que crian en cada una de ellas, los
grupos son:

¢ Naturales Permanentes: que incluye lagunas, ciénagas, cuevas de

cangrejos, remansos de rios, etc.

¢ Naturales Temporarios: que incluye huecos de arboles, piedras y

charcos de agua de lluvia, etc.

¢ Artificiales Permanentes: donde se encuentran las presas, zanjas,

cisternas, canales, etc.

e Artificiales Temporarios: como arrozales, latas, gomas, etc.
(Corrales, 2004).
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Aedes aegypti L.

Es una especie diseminada por el hombre por medio del transporte de
sus adultos, huevos, larvas o ninfas en barcos, aviones y transportes
terrestres. Sus habitos son netamente antropofilicos y domésticos, con
ubicacién de sus criaderos en la vivienda o sus alrededores (Consoli y De
Olivera, 1994). También, en depdsitos de agua, ubicados en objetos o
construcciones, como neumaticos, baterias viejas, recipientes de todo
tipo, botellas, floreros. Estos le sirven al Aedes aegypti para establecer
sus criaderos en agua limpia, con bajo contenido organico y de sales
disueltas, mediante la puesta de huevos en la superficie del recipiente a la
altura de la interface agua-aire (Consoli y De Olivera, 1994).

Por otra parte, se ha demostrado que los mosquitos sélo utilizan un
espacio estrecho entre la superficie del agua y las zonas mas profundas.
Esto permite entender su presencia en gran diversidad de recipientes
(Corrales, 2004). Ademas, existe una tendencia de resaltar la importancia
de incluir los criaderos llamados subterraneos de esta especie en los
programas de vigilancia y control de la misma (Corrales, 2004).

Los huevos, de alrededor de un milimetro de largo, son inicialmente de
color blanco, para tornarse negros (Figura 6), con el desarrollo del
embrién, que evoluciona en 6ptimas condiciones de temperatura y
humedad en un lapso de dos a tres dias. Con posterioridad a ese periodo,
los huevos son capaces de resistir desecacion y temperaturas extremas
de hasta siete meses a un afio. La mayor parte de cada postura es de
eclosion rapida, mientras un porcentaje reducido constituye los llamados

huevos resistentes, inactivos o residuales (Consoli y De Olivera, 1994).
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Huevos de Aedes aegypti

Figura 6. Huevos de Aedes aegypti.

Generalmente, después de cada alimentacion sanguinea se desarrolla
un lote de huevos. Sin embargo, este mosquito con frecuencia se
alimenta con sangre mas de una vez entre cada postura. Especialmente,
si es perturbado antes de estar completamente lleno de sangre. Las
alimentaciones escasas producen menos huevos por lote y una
alimentacion muy reducida no las produce. Por otra parte, se ha
demostrado que Aedes aegypti presenta la habilidad de incrementar o
disminuir la duracién de la alimentacién requerida, lo cual viene aparejado
con interferencias fisioldgicas durante el proceso de la alimentacion y

consecuentemente aumenta su eficiencia vectorial (Chadee, 1990).

Larva de Aedes aegypti.

Su desarrollo se completa en condiciones favorables de nutricion y con
temperaturas de 25 a 29 °C, en cinco a siete dias, estando dotadas de
movimientos caracteristicos verticales, entre fondo y superficie. Se
disponen en forma de ese (S) durante los mismos. Son incapaces de
resistir temperaturas inferiores a 10 °C, superiores a 42 °C (Chadee,
1990).
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La pupa no requiere alimentacion y entre 28° y 32 °C completa su
desarrollo hasta la emergencia del adulto en uno a tres dias. Las
variaciones extremas de temperatura pueden dilatar o acelerar este
periodo (Chadee, 1990) (Figura 7).

Figura 7. Pupa de Aedes aegypti.

El ciclo completo del Aedes aegypti de huevo a adulto, se completa en
Optima temperatura y alimentacion en 10 dias. El adulto emergente es de
color negro, con disefios blanco-plateados formados por escamas claras
gue simulan la forma de una "lira", en el 17 dorso del térax, y mostrando
un anillado caracteristico a nivel de tarsos, tibia y fémures de las patas
(Hoeck, Ramberg, Merril, Moll, Agedorn, 2003) (Figura 8).

Figura 8. Adulto de Aedes aegypiti.
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Las hembras hematéfagas poseen habitos de alimentacion diurnos,
en cercania a los domicilios humanos, con gran afinidad a la alimentacion
sobre el hombre. Estudios realizados en Tucson Arizona mostraron en el
andlisis de la sangre del estbmago de hembras que un 80 % de las
mismas se alimentaron sobre humanos (Hoeck, Ramberg, Merril, Moll,
Agedorn, 2003). El mosquito Aedes aegypti no se aleja mucho de sus
criaderos, algunas observaciones hacen suponer que pueden alejarse
unos 200 o 300 metros y algunos creen que hasta un kildmetro o mas. La
distancia de dispersién aceptada para este mosquito es de menos de 150
metros (Chadee, 1990).

Definicion Operacional de Terminenos

Actividad larvicida

Los compuestos utilizados como larvicidas son aquellos que tienen una
buena capacidad de matar las formas inmaduras de los mosquitos
(Estadio Il y IV). El mecanismo de accion de estos compuestos es la
inhibicion de la formacion de quitina. La consecuencia de esta inhibicion
es que bloquea el ciclo evolutivo del insecto produciendo un efecto letal

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2011).
Probdéscide

La probdscide del mosquito consiste en un pequefio paquete de estilos
largos, ahusados y de alimentacion que se denomina colectivamente
fasciculo. Tiene un labio inferior externo escamoso llamado labio. Durante
la alimentacion de sangre, solo el fasciculo penetra en la piel mientras
que el labio se abrocha para permanecer en la superficie. En su lugar,
utiliza los dos maxilares como microcosis de frecuencia variable con
dientes de nanoarp para avanzar en el tejido de la piel. Este elegante
BMEMS permite al mosquito insertar su fasciculo de alimentacion en la
piel humana utilizando una fuerza extremadamente pequeia (promedio
de 16,5 uN) (Kong, Wu, 2010).
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Percolacion

Es el proceso por el cual el solvente pasa a través de la planta
deshidratada y pulverizada, hasta extraccion exhaustiva de las sustancias
solubles en él. El paso del solvente se realiza por efecto de la gravedad.
El equipo que se usa para el proceso se denomina percolador (Avila,
2013).

Maceracion

Es el proceso en el que el material vegetal se pone en contacto con el
solvente, durante varios dias con o sin agitacion, normalmente a
temperatura ambiente. El equipo que se usa para el proceso es un simple

tanque de maceracion. (Avila, 2013).

Inflorescencias

Se denomina inflorescencia a aquellos sistemas de ramas de los
espermatofitos que estan destinados a la formacion de flores y se suelen
encontrar mas o menos claramente delimitados respecto al area
vegetativa. Constan de un eje principal llamado raquis que lleva
generalmente bracteas en cuyas axilas nacen flores o inflorescencias
parciales. El raquis esta unido al tallo por el pedunculoy cada flor esta
sostenida por el pedicelo. Las inflorescencias pueden ser simples o
complejas. Son simples cuando sobre el eje principal nace una flor en la
axila de cadabractea. Son complejas cuando en la axila de
la bractea nace una inflorescencia parcial que lleva a su vez bractéolas o

profilos (Marzocca, 1985).
Operacionalizacion de las variables

El proceso de operacionalizacion, es importante, durante las fases
operativas del proceso de investigacion. En tal sentido, Pérez (2009)
sugiri6 que los conceptos abstractos debe transformarse en empiricos
para que se puedan identificar los indicadores. Estos permitiran reconocer

la presencia de la caracteristica estudiada. Por tal razén se
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operacionalizaron el evento de estudio y el criterio de analisis (Tabla 1y

2).

Tabla 1. Operacionalizacion de la variable dependiente: Actividad

larvicida contra larvas de Aedes aegypti de las especies de T. tipu, M.

seemannii y M. biovulatum.

Actividad larvicida
contra larvas de Aedes
aegypti de las especies

de T. tipu, M.
seemannii y M.
biovulatum.

Dependiente
Discreta.

La actividad larvicida

de un compuesto se
refiere a la muerte de
la larva durante las
primeras 24 horas de
interaccion.

La actividad larvicida
se mide a través de la
ausencia de movilidad
de las larvas.

Ausencia de

morbilidad larvaria.

Sobrevivencia larvaria.

Larva de Aedes
aegypti en estadio Il'y
IV sin movilidad a las
12 0 24 horas de
incubacioén con el

extracto.

Chacon, Luces, Meléndez y Hernandez, 2017.



Tabla 2.

Operacionalizacion

de

la variable

independiente:

Concentracion del extracto de las especies de T. tipu, M. seemannii y

M. biovulatum.

Concentracion del
extracto de las
especies de T. tipu, M.
seemannii y M.
biovulatum.

Independiente

Discreta

Es el producto
purificado después de
la interaccion  del
material molido de una
planta con un solvente
alcohdlico u acuoso.

El extracto se mide en
cuanto a la
concentracion del
presente y se puede
diluir para analizar
varias concentraciones.

.Concentracion del
extracto:
.Concentracibn menor
200 mg.
.Concentracion de
200-300 mg.

.Concentracién mayor
de 300 mg.

Miligramos del extracto
de cada especie.

Chacon, Luces, Meléndez y Hernandez, 2017.



Sistema de Hipotesis
Afirmativa
Existe actividad larvicida contra las larvas de Aedes aegypti en las
plantas de la tribu Dalbergiae-Leguminosae, especies T. tipu M.
seemanni y M. biovulatum , durante el periodo 2015-2016.
Nula
No Existe actividad larvicida contra las larvas de Aedes aegypti en las

plantas de la tribu Dalbergiae-Leguminosae, especies T. tipu, M.

seemannii y M. biovulatum, durante el periodo 2015-2016.

27



CAPITULO 1lI

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion se refiere al grado de profundidad con la que
se aborda un objeto o fenomeno de estudio (Hernandez, Fernandez, y
Baptista, 2010). Ademas, Hurtado (2010) ha referido que existen diez
tipos de investigacion: descriptiva, analitica, comparativa, explicativa,
predictiva, proyectiva, interactiva, confirmatoria y evaluativa.
Especificamente, la investigacion confirmatoria considera la relacion de
causa-efecto entre dos variables. Por lo tanto, esta investigacion fue de
tipo confirmatoria ya que se intentd confirmar la actividad larvicida contra
larvas de Aedes aegypti de las plantas de la tribu Dalbergiae Bronn ex
DC. (Papilionoideae-Leguminosae), en las especies T. tipu, M. seemannii

y M. biovulatum.

Disefio de la investigacion

El disefio de la investigacion se refiere a donde y cuando se recopila la
informacion, asi como, la amplitud de la informacion a recolectar, de modo
gue se pueda dar respuesta a la pregunta de investigacion de la forma
mas idénea posible (Hurtado, 2010). En la presente investigacion el
disefio fue de laboratorio y de tipo experimental, ya que los datos fueron
recolectados en el Laboratorio “A” de productos naturales del Instituto de
Investigaciones Dr. Alfredo Nicolas Usubillaga Del Hierro de la Facultad
de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, y se manipuld

la concentracion del extracto. Respecto al cuando el disefio fue
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Evolutivo y contemporaneo, ya que el dato fue recolectado en el presente
y a las 12 y 24 horas de interaccion de las larvas de Aedes aegypti con la
concentracion del extracto. En relacion a la amplitud de la informacion a
recolectar el disefio fue bivariable, bicategérico y multicategérico, pues el
evento de estudio estuvo conformado por una variable dependiente y una
variable independiente, las cuales presentaron dos categorias y mas

categorias respectivamente.

Poblacién y muestra

Unidad de investigacion

La unidad de investigacion estuvo representada por las larvas de
Aedes aegypti en las que se verificO la actividad larvicida de los extractos
de las plantas de la tribu Dalbergiae Bronn ex DC. (Papilionoideae-
Leguminosae), en las especies T. tipu, M. seemannii y M. biovulatum.
Estas larvas fueron cultivadas en los alrededores del Jardin Botéanico de

la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.

Seleccién del tamafo de la muestra

El tamafio de la muestra estuvo representado por 400 larvas de Aedes
aegypti en estadio Il y IV. Las larvas fueron distribuidas en grupos de 10
para cada uno de los ensayos que se realizaron. Especificamente, se
distribuyeron 10 larvas de Aedes aegypti para el ensayo de cada una de
las especies: T. tipu, M. seemannii y M. biovulatum.. Finalmente, el

tamafio de la muestra no fue probabilistico.
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Sistema de Variables

Las variables fueron sistematizadas en dependiente e independiente.
La variable dependiente fue: actividad larvicida de las especies T. tipu, M.
seemannii y M. biovulatum, la cual presenté dos categorias (ausencia de
motilidad larvaria, sobrevivencia larvaria) .Variable independiente fue:
concentraciones del extracto de las especies T. tipu, M. seemannii y M.
biovulatum, la cual presenté tres categorias (menor 200 mg, 200-300 mg,

mayor de 300 mg).

Procedimientos de la investigacion

Obtencion del extracto de las especies T. tipu, M. seemannii y M.

biovulatum.

Se recolectaron muestras vegetales de las especies de la tribu
Dalbergiae Bronn ex DC. (Papilionoideae-Leguminosae), tales especies
especies fueron: T. tipu, M. seemannii y M. biovulatum, en el estado
Mérida, las cuales fueron procesadas y preservadas en el Herbario MERF
de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis, bajo los nimeros de coleccion o
vouchers 643, 646 y 645 respectivamente, cuya colector principal es P.
Meléndez, y la identificacion taxondmica fue realizada por el Dr. Pablo
Meléndez. Posteriormente, se limpiaron y se separaron las partes aéreas
(hojas y flores) y los tallos (Figura 9,10 y 11). Se procedi6 al secado en la
estufa durante 72 horas y luego se molieron las hojas empleando un
molino de alta velocidad GRINDOMIX GM 200 de cuchillas y se pasaron
por una malla con un didmetro de orificio de 0,5 mm; para que las
pequefias particulas tuviesen mayor superficie de contacto con el
solvente. Finalmente, se utilizaron 6,5 g, 7,8 g y 8 g de las hojas molidas

de las especies T. tipu, M. seemannii y M. biovulatum respectivamente.
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Figura 9. Tallos y hojas recolectadas de T. tipu.

Figura 11. Tallos y hojas recolectadas de M. biovulatum.

31



Extracto Hexandico

Las hojas se maceraron en hexano durante 48 horas, transcurrido este
tiempo se filtraron para extraer la fraccion liquida. Este procedimiento se
repitid tres veces para obtener el filtrado total. La mezcla de estos tres
filtrados (filtrado total), se procedi6 a colocarla en el rotaevaporador,
donde se concentrd por presion reducida a una temperatura no mayor de
50°C hasta extraer completamente el solvente y asi obtener el
concentrado de cada especie (Tabla 3).

Extracto Acetonico

Para este extracto se utilizd el sélido sobrante de la filtracion con
hexano, al cual se le agregd una solucion de acetona. Después de 48
horas se procedi6 a realizar la filtracién por tres veces hasta obtener el
filtrado total. Posteriormente, el filtrado fue colocado en el rotaevaporador,
donde se concentrd por presion reducida a una temperatura no mayor de
50 °C hasta extraer completamente el solvente y asi obtener el
concentrado de T. tipu. Para las especies M. seemanni y M. biovulatum el
solvente empleado fue de Diclorometano debido a que no se disponia de
suficiente cantidad de Acetona en el Laboratorio, y estos presentan la

misma polaridad (Tabla 3).

Extracto Etandlico

Para dicho procedimiento se utilizé el sélido sobrante de la filtracion
con acetona y diclorometano, al cual se le agreg6 una solucion de etanol.
Después de 48 horas se procedio a realizar la filtracion por tres veces
hasta obtener el filtrado total. Posteriormente, el filtrado fue colocado en el
rotaevaporador hasta extraer completamente el solvente y asi obtener el
concentrado de T. tipu, M. seemannii y M. biovulatum. (Tabla 3).
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Los tres concentrados obtenidos de los extractos de las especies, T.
tipu, M. seemannii y M. biovulatum, fueron trasvasados a frascos estériles
y llevados a la estufa durante 48 horas para obtener un completo secado.
Posteriormente, a estos extractos concentrados se les agregé una
dilucion de Dimetilsulféxido (DMSQO) para proceder con la actividad

larvicida.

Tabla 3. Miligramos de los extractos obtenidos de las especies T.

tipu, M. seemannii y M. biovulatum con diferentes solventes.

Planta Solvente Extracto
obtenido
e Tipuanatipu (6.59) Hexano 1,07 g
Etanol 1,219
Acetona 1,119
e Machaerium seemanni  Hexano 1,05¢
(7.89)
Diclorometano 1,199
Etanol 1,029
e Machaerium Hexano 0,989
biovulatum (8g)
Diclorometano 0,78g
Etanol 1,02¢g

Cultivo Larvario de Aedes aegypti

Las larvas fueron cultivadas en recipientes con agua potable, los
cuales fueron colocados en ambientes adecuados para el desarrollo
larvario, ubicados en los alrededores del Herbario MERF de la Facultad
de Farmacia y Bioanalisis Universidad de Los Andes. Las larvas fueron
transportadas al laboratorio de microbiologia “Dra. Celina Araujo” en el
edificio de microbiologia de dicha Facultad. Luego las larvas se colocaron
en agua destilada por al menos 20 horas a temperatura ambiente. Para

los ensayos se seleccionaron aquellas larvas que estaban entre el
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Estadio Il y Estadio IV de desarrollo, ya que en estas etapas muestran
menor resistencia a los larvicidas. Ademas, es la dltima etapa larvaria en

la que toman alimento antes de surgir la pupa y el insecto adulto.

Ensayo de la actividad larvicida contra las larvas de Aedes aegypti
de los extractos de las especies T. tipu, M. seemannii y M.

biovulatum.

Andlisis preliminar de la actividad larvicida

200 mg del extracto de cada una de las especies se resuspendieron en
Dimetilsulfoxido. Luego 1 mL se diluydé en 19 mL de agua destilada en
tubos de vidrio 19 X 200 mm, obteniendo un volumen final de 20 mL.
Previamente, las larvas viables de Aedes aegypti se colocaron en agua
destilada “over night” y a temperatura ambiente para eliminar el factor
manipulacion. Seguidamente en la mafiana se colocaron 10 larvas en
cada tubo a temperatura ambiente. El procedimiento se realiz6 por
triplicado (extracto etandlico, acetonico, hexanico, diclorometanico). El
control positivo estuvo representado por la colocacion de las larvas
viables en un tubo con Dimetilsulféxido a una concentracion mayor de la
que podrian tener los extractos residuales (3 mL de DMS con 17 mL de
agua destilada). EI control negativo estuvo representado por las larvas
viables colocadas en un tubo con 20mL agua destilada. La observacion
del criterio de analisis representado por la motilidad de las larvas se
realiz6 a las 12 y 24 horas. La ausencia de motilidad de las larvas se

interpretd como actividad larvicida positiva.
Analisis de la potencia larvicida de los extractos
Entre 306 y 369 mg/mL del extracto de cada una de las especies se

resuspendieron en Dimetilsulfoxido. Previamente, las larvas viables de

Aedes aegypti se colocaron en agua destilada “over night” y a
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temperatura ambiente para eliminar el factor manipulacién. Luego, se
dispensaron 1650 pyL de la solucibn de cada extracto (etandlicos,
acetonicos, diclorometanicos, hexanoicos) en los tubos de ensayo
respectivos, y se agregaron 10 larvas viables de Aedes aegypti que
reposaron toda la noche en agua destilada (tiempo inicial del ensayo).
Ademas, se prepararon el control positivo y negativo para la actividad
larvicida. La observacion del criterio de andlisis representado por la
motilidad de las larvas se realiz6 a las 12 y 24 horas. La ausencia de
motilidad de las larvas se interpreté como actividad larvicida positiva. Los

ensayos se realizaron por triplicado.

Ensayo de la sobrevivencia de las larvas de Aedes aegypti en los

extractos de las especies T. tipu, M. seemannii y M. biovulatum.

Analisis de la sobrevivencia de las larvas de Aedes aegypti en el

extracto de la especie Tipuana tipu (Benth.) Kuntze

190 mg/mL, 198 mg/mL y 226 mg/mL de los extractos etandlico,
aceténico y hexandico, respectivamente se resuspendieron en
Dimetilsulfoxido. Luego, se dispensaron 1650 pyL de la solucion de cada
extracto (etandlicos, acetonicos, hexanoicos) en los tubos de ensayo
respectivos, y se realizaron 2 diluciones (1/100 y 1/1000). Posteriormente,
se colocaron 10 larvas viables de Aedes aegypti en los tubos de las dos
diluciones realizadas. La observacion del criterio de analisis representado
por la presencia de motilidad de las larvas se realizé a las 12 y 24 horas.
La presencia de motilidad de las larvas se interpreté como sobrevivencia
larvicida positiva. También se determiné la dosis letal 50 utilizando el
programa estadistico PROBIT ANALISIS. Los ensayos se realizaron por

triplicado.
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Analisis de la sobrevivencia de las larvas de Aedes aegypti en el

extracto de la especie M. seemanni.

181 mg/mL, 185 mg/mL y 194 mg/mL de los extractos etandlico,
diclorometanico y hexandico, respectivamente se resuspendieron en
Dimetilsulféxido. Luego, se dispensaron 1650 uL de la solucién de cada
extracto (etanolicos, diclorometanico, hexandicos) en los tubos de ensayo
respectivos, y se realizaron 2 diluciones con agua destilada (1/100 y
1/1000). Posteriormente, se colocaron 10 larvas viables de Aedes aegypti
en los tubos de las dos diluciones realizadas. La observacion del criterio
de analisis representado por la presencia de motilidad de las larvas se
realizé a las 12 y 24 horas. La presencia de motilidad de las larvas se
interpreté como sobrevivencia larvicida positiva. También se determiné la
dosis letal 50 utilizando el programa estadistico PROBIT ANALISIS Los

ensayos se realizaron por triplicado.

Andlisis de la sobrevivencia de las larvas de Aedes aegypti en el

extracto dela especie M. biovulatum.

180 mg/mL, 203 mg/mL y 211 mg/mL de los extractos etandlico,
diclorometanico y hexandico respectivamente, se resuspendieron en
Dimetilsulféxido. Luego, se dispensaron 1650uL de la solucién de cada
extracto (etandlicos, diclorometanico, hexandicos) en los tubos de ensayo
respectivos, y se realizaron 2 diluciones con agua destilada (1/100 y
1/1000). Posteriormente, se colocaron 10 larvas viables de Aedes aegypti
en los tubos de las dos diluciones realizadas. La observacion del criterio
de analisis representado por la presencia de motilidad de las larvas se
realizo a las 12 y 24 horas. La presencia de motilidad de las larvas se
interpreté como sobrevivencia larvicida positiva. También se determinoé la
dosis letal 50 utilizando el programa estadistico PROBIT ANALISIS Los

ensayos se realizaron por triplicado.
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Disefio de anélisis

Los datos recolectados en la fase interactiva del proceso de
investigacion fueron expresados numéricamente. Por eso, el enfoque de
andlisis fue cuantitativo, tal como lo refirieron Palella y Martins (2010).
Para tal efecto, el disefio fue bivariable, bicategérico y multicategorico. El
analisis se realizé a través de estadisticos descriptivos como frecuencias

absolutas y relativas.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

Los datos recolectados sobre la actividad larvicida de los extractos de
las especies T. tipu, M. seemannii y M. biovulatum, fueron sistematizados
en tablas y graficos. Posteriormente, se interpretaron utilizando el criterio
de analisis representado por la presencia de motilidad de las larvas a las
12 y 24 horas, en el laboratorio “Dra. Celina Araujo” de la Facultad de

Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.

Distribucion porcentual de la mortalidad de las larvas de Aedes
aegypti alas 12y 24 horas del ensayo con 200 mg de los extractos
de T. tipu, M. seemannii y M. biovulatum.

En el ensayo con 200 mg de cada uno de los extractos por separado,
las larvas mantuvieron su motilidad. Por lo tanto, no hubo mortalidad

larvaria en ninguno de los tubos con los extractos (Tabla 4).

Distribucion porcentual de la mortalidad de las larvas de Aedes
aegypti alas 12y 24 horas del ensayo con 330, 320y 369 mg de los

extractos de T. tipu.

El extracto fue resuspendido en 1650 pL del disolvente orgénico
Dimetilsulféxido. La mortalidad de las larvas incubadas en 330mg del
extracto etanolico fue: 40 % a las 12 horas y 50 % a las 24 horas de
incubacion. La mortalidad de las larvas incubadas en 320mg del extracto
acetonico fue: 60 % a las 12 horas y 80 % a las 24 horas de incubacion.
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La mortalidad de las larvas incubadas en 369 mg del extracto hexandico
fue: 40 % a las 12 horas y 40 % a las 24 horas de incubacion. La mayor
mortalidad se observo a las 24 horas con el extracto acetonico (Figura
12).

Distribucion porcentual de la mortalidad de las larvas de Aedes
aegypti alas 12y 24 horas del ensayo con 306, 313y 325 mg de los

extractos de M. seemanni.

El extracto fue resuspendido en 1650 pL del disolvente orgénico
Dimetilsulféxido. La mortalidad de las larvas incubadas en 306 mg del
extracto etandlico fue: 70 % a las 12 horas y 80 % a las 24 horas de
incubacion. La mortalidad de las larvas incubadas en 313 mg del extracto
diclorometanico fue: 80 % a las 12 horas y 80 % a las 24 horas de
incubacion. La mortalidad de las larvas incubadas en 325 mg del extracto
hexanodico fue: 60 % a las 12 horas y 60 % a las 24 horas de incubacion.
La mayor mortalidad se observd a las 24 horas con el extracto

diclorometanico (Figura 13).

Distribucion porcentual de la mortalidad de las larvas de Aedes
aegypti alas 12y 24 horas del ensayo con 306, 338y 349 mg de los
extractos de de M. biovulatum.

El extracto fue resuspendido en 1650 pL del disolvente organico
Dimetilsulféxido. La mortalidad de las larvas incubadas en 306 mg del
extracto etandlico fue: 60 % a las 12 horas y 70 % a las 24 horas de
incubacion. La mortalidad de las larvas incubadas en 338 mg del extracto
diclorometanico fue: 80 % a las 12 horas y 80 % a las 24 horas de
incubacion. La mortalidad de las larvas incubadas en 349 mg del extracto
hexandico fue: 40 % a las 12 horas y 50 % a las 24 horas de incubacion.
La mayor mortalidad se observd a las 24 horas con el extracto

diclorometanico (Figura 14).
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Sobrevivencia de las larvas de Aedes aegypti en el extracto de T.

tipu.

La sobrevivencia de las larvas fue categorizada en tiempo (TOy T1), y
en diluciones (1/100 y 1/1000). La sobrevivencia observada de las larvas
en el extracto T. tipu en TO fue de 10 larvas al inicio del ensayo. Mientras
que la sobrevivencia en T1 (24 horas del ensayo) fue: dilucion 1/100 del
extracto etanolico (198 mg/mL) 2 larvas conservaron la motilidad, extracto
aceténico (190 mg/mL) 4 larvas conservaron la motilidad, extracto
hexandico (226 mg/mL) 1 larva conservo la motilidad; Dilucion 1/1000 del
extracto etanolico 6 larvas conservaron la motilidad, extracto acetonico 8
larvas conservaron la motilidad, extracto hexandico 7 larvas conservaron
la motilidad. La dosis letal 50 obtenida fue 0,065, 0,15, 0,95 mg/mL para
los extractos etandlicos, aceténicos y haxandicos, respectivamente. La
mayor sobrevivencia se observé a las 24 horas con el extracto aceténico
utilizado en la dilucion 1/1000 (Tabla 5).

Sobrevivencia de las larvas de Aedes aegypti en el extracto de M.

seemanni.

La sobrevicencia de las larvas fue categorizada en tiempo (TOy T1), y
en diluciones (1/100 y 1/1000). La sobrevivencia observada de las larvas
en el extracto M. seemanni en TO fue de 10 larvas al inicio del ensayo.
Mientras que la sobrevivencia en T1 (24 horas del ensayo) fue: dilucion
1/100 del extracto etandlico (181 mg/mL) 3 larvas conservaron la
motilidad, extracto diclorometanico (185 mg/mL) 5 larvas conservaron la
motilidad, extracto hexandico (194 mg/mL) 4 larvas conservaron la
motilidad; Dilucion 1/1000 del extracto etandlico 10 larvas conservaron la
motilidad, extracto diclorometanico 8 larvas conservaron la motilidad,
extracto hexandico 7 larvas conservaron la motilidad. La dosis letal 50
obtenida fue 0,14, 0,185, 0,139 mg/mL para los extractos etandlicos,

diclorometanicos y haxanoicos, respectivamente. La mayor sobrevivencia
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se observd a las 24 horas con el extracto etanodlico utilizado en la dilucién
1/1000 (Tabla 6).

Sobrevivencia de las larvas de Aedes aegypti en el extracto de M.

biovulatum.

La sobrevicencia de las larvas fue categorizada en tiempo (TOy T1), y
en diluciones (1/100 y 1/1000). La sobrevivencia observada de las larvas
en el extracto M. biovulatum en TO fue de 10 larvas al inicio del ensayo.
Mientras que la sobrevivencia en T1 (24 horas del ensayo) fue: dilucion
1/100 del extracto etanolico (180 mg/mL) 3 larvas conservaron la
motilidad, extracto diclorometanico (203 mg/mL) O larvas conservaron la
motilidad, extracto hexanodico (211 mg/mL) 3 larvas conservaron la
motilidad; Dilucion 1/1000 del extracto etandlico 9 larvas conservaron la
motilidad, extracto diclorometanico 8 larvas conservaron la motilidad,
extracto hexanoico 6 larvas conservaron la motilidad. La dosis letal 50
obtenida fue 0,10, 0,09, 0,085 mg/mL para los extractos etandlicos,
diclorometanicos y haxanoicos, respectivamente. La mayor sobrevivencia
se observo a las 24 horas con el extracto etandlico utilizado en la dilucién
1/1000 (Tabla 7).
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Tabla 4. Distribucion porcentual de la mortalidad de las larvas de
Aedes aegypti a las 12 y 24 horas del ensayo con 200 mg de los
extractos de T. tipu, M. seemannii y M. biovulatum. Laboratorio “Dra
Celina Araujo”. Periodo 2015-2017.

Extractos de Tipuana tipu %Mortalidad %Mortalidad
12h 24h

Hexano 0% 0%

Acetona 0% 0%

Etanol 0% 0%

Extractos de Macherium seemanni|%Mortalidad %Mortalidad
12h 24h

Hexano 0% 0%

Diclorometano 0% 0%

Etanol 0% 0%

Extractos de Macherium |%Mortalidad %Mortalidad

biovulatum 12h 24h

Hexano 0% 0%

Diclorometano 0% 0%

Etanol 0% 0%

Cada extracto fue resuspendido en 1000 uL del disolvente organico Dimetilsulféxido. La
cantidad de cada extracto utilizado para este ensayo fue 200 mg. No se observo
mortalidad de las larvas incubadas con los diferentes extractos a las 12 y 24 horas de
incubacion.
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Figura 12. Distribucién porcentual de la mortalidad de las larvas de
Aedes aegypti a las 12 y 24 horas del ensayo con el extracto de T.
tipu. Laboratorio “Dra Celina Araujo”. Periodo 2015-2017.

El extracto fue resuspendido en 1650 uL del disolvente organico Dimetilsulféxido. Las
cantidades del extracto utilizado para este ensayo fueron: 330 mg (extracto etandlico),
320 mg (extracto acetonico), 369 mg (extracto hexanéico). La mortalidad de las larvas
fue mayor con el extracto acetonico a las 24 horas de incubacion.

43



100%

24 Horas
50%
12 Horas
0%
Etanol Diclorometano Hexano
0 12 Horas 70% 80% 60%
B 24 Horas 80% 80% 60%

012 Koras ® 24 Horas

Figura 13. Distribuciéon porcentual de la mortalidad de las larvas de
Aedes aegypti a las 12 y 24 horas del ensayo con el extracto de M.
seemanni. Laboratorio “Dra Celina Araujo”. Periodo 2015-2017.

El extracto fue resuspendido en 1650 uL del disolvente organico Dimetilsulfoxido. Las
cantidades del extracto utilizado para este ensayo fueron: 306 mg (extracto etandlico),
313 mg (extracto diclorometanico), 325 mg (extracto hexandico). La mortalidad de las
larvas fue mayor con el extracto diclorometénico a las 24 horas de incubacion.
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Figura 14. Porcentaje de Mortalidad de las larvas de Aedes aegypti
incubadas con el extracto de la especie M. biovulatum. Laboratorio
“Dra Celina Araujo”. Periodo 2015-2017.

El extracto fue resuspendido en 1650 pL del disolvente organico Dimetilsulféxido. Las
cantidades del extracto utilizado para este ensayo fueron: 306 mg (extracto etandlico),
338 mg (extracto diclorometanico), 349 mg (extracto hexanéico). La mortalidad de las
larvas fue mayor con el extracto diclorometanico a las 24 horas de incubacion.
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Tabla 5. Sobrevivencia de las larvas de Aedes aegypti en el extracto
de T. tipu. Laboratorio “Dra Celina Araujo”. Periodo 2015-2017.

Extracto (e Tipuana tipu (Benth,) Kuntze

Sobrevivenca
Solers T0 Dilucion | T2 Dilucion | TO Dilucion | TL Dilucion | DL 50
U100 | 1100 | 11000 | 11000 | (mgmi)
Etanol: 198 mgimL 10 2 10 6 0,065
Acgtona: 190 mymL | 10 4 10 8 015
Hexano: 226 mgim | 10 1 10 T 0,0%

Nota. TO : tiempo inicial; T1: tiempo final (24 horas).

El ensayo se realizé con 10 larvas viables en el tiempo inicial y dos diluciones (1/100,
1/1000). Luego se observé en T1 la presencia de motilidad de las larvas, la cual fue

mayor en la dilucion 1/1000. Las concentraciones del extracto utilizadas fueron menores

a 300 mg/mL (P/V), ya que los ensayos revelaron que en cantidades mayores la letalidad

aumenta.
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Tabla 6. Sobrevivencia de las larvas de Aedes aegypti en el extracto

de M. seemanni. Laboratorio “Dra Celina Araujo”. Periodo 2015-2017.

Extracto de Machaerium seemanni Benth. ex Seem.
Sobrevivencia

Soherte T0 Dilucion | T1 Dilucion| TO Dilucion | T1 Dilucion | DL 50
1/100 1100 | 12000 | 12000 | (mgml)

Etanol: 181 my/mL 10 3 10 10 0,14
DCM: 185 my/mL 10 5 10 8 0,185
Hexano: 194 my/mL 10 4 10 ! 0,139

DCM: Diclorometano N

Nota. TO : tiempo inicial; T1: tiempo final (24 horas).

El ensayo se realiz6 con 10 larvas viables en el tiempo inicial y dos diluciones (1/100,
1/1000). Luego se observé en T1 la presencia de motilidad de las larvas, la cual fue
mayor en la dilucion 1/1000. Las concentraciones del extracto utilizadas fueron menores
a 300 mg/mL (P/V), ya que los ensayos revelaron que en cantidades mayores la letalidad
aumenta.
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Tabla 7. Sobrevivencia de las larvas de Aedes aegypti en el extracto

de M. biovulatum. Laboratorio “Dra Celina Araujo”. Periodo 2015-

2017.

Extracto de Machaerium biovulatum Micheli
Sobrevivencia
Soherie T0 Dilucion | T1 Dilucion{ TO Dilucion | T1 Dilucion | DL 50
1/100 1100 | 1/1000 | 1/1000 | (mgml)
Etanol: 180 mg/mL 10 3 10 9 0,1
DCM: 203 my/mL 10 0 10 8 0,09
Hexano: 211 mgmL | 10 3 10 6 0,085

DCM: Diclorometano

Nota. TO : tiempo inicial; T1: tiempo final (24 horas).

El ensayo se realiz6 con 10 larvas viables en el tiempo inicial y dos diluciones (1/100,
1/1000). Luego se observé en T1 la presencia de motilidad de las larvas, la cual fue
mayor en la dilucion 1/1000. Las concentraciones del extracto utilizadas fueron menores
a 300 mg/mL (P/V), ya que los ensayos revelaron que en cantidades mayores la letalidad

aumenta.

48




Discusién

En esta investigacion bivariable, bicategérica y multicategérica se
pretendié confirmar la actividad larvicida contra larvas de Aedes aegypti
de las plantas de la tribu Dalbergiae Bronn ex DC. (Papilionoideae-
Leguminosae), en las T. tipu, M. seemannii y M. biovulatum.. Para tal
efecto se realizaron ensayos experimentales y posteriormente se
analizaron los datos a través de estadisticos descriptivos.

El porcentaje de larvas muertas de Aedes aegypti incubadas, a
temperatura ambiente, con 200 mg del extracto de T. tipu, M. seemannii y
M. biovulatum. fue de 0 % a las 12 y 24 horas de incubacion. No se
encontr6 ninguna referencia de otros autores que sustentara este
hallazgo. Sin embargo, Gémez (2015), aunque con 50 ppm de otro tipo de
extracto (Carica papaya) observdo 0 % de mortalidad de las larvas de
Aedes aegypti. Este resultado con la concentracion de 200 mg del
extracto (etandlico, acetonico/diclorometanico, hexandico) de las especies
estudiadas vehiculizado con dimetilsuliéxido — mostré6 ausencia de
actividad larvicida, probablemente porque no tiene suficiente cantidad de
componentes organicos para matar las larvas. Aunque también es posible
que las larvas presentaran actividad de la esterasa y de glutation-S-
transferasa, las cuales inactivarian los componentes larvicidas del
extracto, tal como lo divulgaron Rodriguez, Bisset y Ferndndez (2007).
Por lo tanto, los autores de esta investigacion realizaron otros ensayos
biodirigidos con otras concentraciones.

Con el aumento de la concentracion del extracto de T. tipu, a partir de
320 mg hasta 369 mg, en el medio de reaccion para la actividad larvicida,
los investigadores observaron 40 y 60% de mortalidad de la larvas a las
12 horas de exposicion. Especificamente, los 320mg del extracto
acetonico lograron 60 % de mortalidad a las 12 horas; este hallazgo
permiti6 considerar que existe una relacidn sinérgica entre la
concentracién del extracto y el tipo de solvente. De manera similar,

Gbémez (2015) encontr6 que el incremento de la cantidad del extracto
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etandlico aumento la mortalidad en 20 % a las 24 horas de incubacion,
adicionalmente, el tiempo de exposicion (48 horas) aumento la actividad
larvicida. El extracto hexandico fue el que obtuvo el rendimiento menor en
cuanto a la actividad larvicida, con una concentracion mayor (369 mg),
tanto a las 12 horas como a la 24 horas de exposicion, lo cual estimula a
considerar la polaridad de este solvente con respecto a la de los
componentes del extracto. Ante estos hallazgos confrontados, los
investigadores consideraron que las concentraciones mayores de 200 mg
del extracto y la polaridad del tipo de solvente, como en el caso de la
acetona, son importantes para la actividad larvicida.

Con la especie M. seemanni, las concentraciones mayores a 200 mg
mostraron que el extracto hexandico fue de menor rendimiento (60 y 60%)
de la actividad larvicida a las 12 y 24 horas, respectivamente. Esto
coincidié con el bioensayo realizado con el extracto hexandico de T. tipu.
Sin embargo, la actividad larvicida fue mayor (80 %) con el extracto
diclorometanico, parecido al acetonico de T. tipu, aunque a las 24 horas
no causo el deceso de todas larvas, ya que 20 % de las cepas larvarias
conservaron la motilidad. En cuanto al extracto etandlico, en esta
especie, fue el segundo en rendimiento de la actividad larvicida, sin
embargo, Parra-Henao (2007) encontrd buen efecto insecticida aunque en
cepas de laboratorio (Rockefeller) y en otra especie; lo interesante es que
aparentemente el etanol presenta una buena polaridad para extraer
fracciones polares bioactivas.

Resultados parecidos se obtuvieron con la especie M. biovulatum, con
concentraciones del extracto mayores a 200 mg, siendo el extracto
hexandico el de menor rendimiento (40 y 50 %) de la actividad larvicida a
las 12 y 24 horas, respectivamente. Esto coincidid con el bioensayo
realizado con el extracto hexandico de T. tipu. En este ensayo la actividad
larvicida fue mayor (80 %) con el extracto diclorometanico, parecido al
acetonico de T. tipu, sin embargo, a las 24 horas no causo el deceso de

todas larvas.

50



El extracto etandlico es el segundo en rendimiento de la actividad
larvicida de la especie M. biovulatum, sin causar el 100 % de mortalidad a
las 24 horas, lo cual no coincide con el hallazgo de Arana (2002) quién si
encontr6 mortalidad de 100 % de las larvas de Aedes aegypti con un
extracto etandlico aunque de otra especie (Tilandsia yunckeri). El tiempo
de exposicion al extracto aumento la actividad larvicida en el caso del
etanol y el hexano, sin que mejorara el rendimiento respecto al extracto
diclorometanico; este hallazgo coincide con lo reportado por Albrech y
Alonso (2015), quienes encontraron que el tiempo de incubacion con el
extracto aumento la tasa de mortalidad de las larvas de Aedes aegypti.
Por lo tanto, la concentracidon mayor de 200 mg del extracto etandlico y
hexandico produce mortalidad de las larvas pero no incrementa el
porcentaje cuando se aumenta de 306 mg a 349 mg. Sin embargo, el
tiempo de exposicion si incrementa la tasa de mortalidad cercana al 80 %
en el caso del extracto etandlico.

En los bioensayos realizados con los extractos de las especies de T.
tipu, M. seemannii y M. biovulatum, los autores de esta investigacion
observaron que existi6 una relacion directamente proporcional de la
sobrevivencia de las larvas de Aedes aegypti con el aumento de la
dilucion del extracto (etandlico, acetonico/diclorometanico, hexanadico). En
tal sentido, el niumero de larvas que sobrevivieron aumentd en la dilucién
1/1000 con respecto a la de 1/100. No se encontrd ningun trabajo previo
relacionado con la variable dilucion del extracto y su relacion con la
sobrevivencia de las larvas. Sin embargo, se podria especular que en el
caso de la mayor dilucion, la fraccidén polar extraida del extracto podria
tener grupos funcionales saturados con el solvente de dilucién, lo cual
disminuiria la accion insecticida.

Respecto a la DL50 de los extractos de las diferentes especies
analizadas en los bioensayos, los autores de esta investigacion
encontraron que a mayor concentracion de los extractos de T. tipu, M.
seemannii y M. biovulatum. se requiri6 menor concentracién para el

deceso del 50 % de las cepas larvarias. Amariles, Garcia y Parra (2013)
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encontraron que las cepas larvarias de Aedes aegypti requirieron una
DL50 mayor del extracto en cepas salvajes que en las de referencia.
Mientras que en las cepas salvajes de esta investigacion probablemente
seria igual, si se comparara con cepas de referencia. Ademas, es
importante considerar que en esta investigacion se analizaron las hojas
de las especies mencionadas y no las semillas, ya que algunos autores
han referido que estas Ultimas por ser 6érganos de reserva tienen mayor
concentracién de los metabolitos secundarios y fitoconstituyentes toxicos
para las larvas (Agrela, Hidalgo y Herrera, 2014).

Es importante sefialar que la DL50 es muy relevante sobretodo en las
cepas salvajes ya que éstas estan bajo la presion selectiva de los
insecticidas sintéticos. Por lo tanto, pueden desarrollar mecanismos de
resistencia relacionados con la actividad de esterasa y de glutation-S-
transferasa (Rodriguez y cols, 2007). También, esta DL50 debe ser la
menor posible para evitar los efectos secundarios en la poblacion tales
como reacciones alérgicas en nifios y adultos que tienen contacto con el
insecticida. Entre otros aspectos se evitaria eliminar el depredador natural
de Aedes aegypti, representado por el mosquito no hematéfago
Toxorhynchites (Sanabria y cols, 2009). Indudablemente, estas
consideraciones son relevantes para elaborar los planes de control de las
enfermedades transmitidas por vectores, tales como Aedes aegypiti.

En resumen, esta investigacién reveld que los extractos de las
especies T. tipu, M. seemannii y M. biovulatum tienen actividad larvicida
contra las cepas larvarias de Aedes aegypti. También que es importante
considerar el tipo de solvente utilizado para la extraccion. En tal sentido,
seria interesante realizar nuevas investigaciones en las cuales se incluyan
cepas larvarias de referencia y salvajes, en la que ademas se determine
la DL50 y DL90.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Las caracteristicas morfoldgicas de las larvas fueron sugestivas de del
estadio Il y IV de Aedes aegypti, las cuales revelaron motilidad en el
control negativo y mortalidad en el control positivo.

La correspondencia entre el extracto de las especies T. tipu, M.
seemannii y M. biovulatum. y la concentracidon larvicida fue evidente a
partir de concentraciones mayores a 200 mg/mL en los bioensayos
realizados.

La mortalidad de las larvas fue mayor en los extractos acetonicos y
diclorometanicos que en los etandlicos y hexandicos; revelando hasta
un 80% de efecto larvicida a las 24 horas.

La sobrevivencia de las larvas de Aedes aegypti fue directamente
propocional a la dilucién del extracto.

La mortalidad de las cepas de Aedes aegypti fue verificada con una
DL50 inversamente proporcional a la concentracion de los extractos
(etandlico, acetdnico/diclorometanico, hexandico) de las especies T.

tipu, M. seemannii y M. biovulatum.
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Recomendaciones

Las recomendaciones se realizan después de finalizadas las fases
operativas del proceso de investigacion. Al respecto Hurtado (2010),
aclar6 que las recomendaciones derivan de las limitaciones encontradas

durante la investigacion. A continuacion se mencionan:

e Durante la fase analitica-comparativa-explicativa no se encontraron
suficientes trabajos previos para sustentar esta investigacion. Por lo
tanto, los autores de esta indagatoria recomiendan dinamizar la
divulgacién de las fuentes primarias con el fin de que estén
disponibles para otros investigadores.

e Ante la limitacibn econdGmica para comprar un reactivo si no hay
suficiente cantidad, es conveniente considerar las propiedades
fisicoquimicas afines de otros compuestos con el fin de sustituirlo y
mantener la viabilidad de la investigacion.

e Los ensayos preliminares de laboratorio, cuando se analiza la
actividad de un compuesto, son una buena opcidn para definir las
otras estrategias que se pueden implementar con el fin de asegurar el
maximo rendimiento de los reactivos utilizados, asi como, del tiempo
de investigacion.

e Es conveniente realizar otras investigaciones que permitan identificar
fitoquimicos especificos con actividad contra las larvas de Aedes
aegypti en las especies T. tipu, M. seemannii y M. biovulatum., con el
fin de estandarizar su uso y promocionarlo con fines epidemioldgicos.
Pues, Aedes aegypti es un vector para la transmision del virus del
dengue, cuya transmision a los humanos fomenta un problema de
salud publica.

e Los autores de esta investigacion recomiendan realizar un analisis de
correspondencia mdultiple a los datos obtenidos, asignando como
variable de referencia a la actividad larvicida en relacion con las otras

caracteristicas: concentracion del extracto, polaridad del solvente,
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dilucion de la muestra, DL50 y sobrevivencia. El fin es medir
descriptivamente la tendencia de la actividad larvicida en
correspondencia con las caracteristicas seleccionadas. La realizacion
de este andlisis permitiria continuar esta linea de indagacion con una
nueva investigacion.

Indagar a posterior posibles datos que infieran o aporten sobre
relaciones sistematicas o filogenéticas de especies de esta tribu

respecto a esta actividad larvicida.
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