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RESUMEN

Las plantas poseen gran numero de metabolitos secundarios que actian como
mecanismo de defensa y sirven como atrayentes o repelentes de diferentes
especies de animales. Actualmente se conocen alrededor de 2 400 especies de
plantas utilizadas como plaguicidas, dado que principios activos se obtienen por
medio de extraccion de las diferentes partes de las plantas. Esta ha sido una de
las alternativas para el control de insectos plagas o vectores de enfermedades,
debido a que los insecticidas sintéticos provocan resistencia en las poblaciones de
dichos organismos. Azadirachta indica (cuyo nombre vernaculo es nim) es uno de
los arboles mas reconocido por su efecto insecticida en 500 especies de insectos.
En este estudio se pretende aportar nueva informacién sobre el uso de A. indica
como control biolégico de Triatoma dimidiata, uno de los vectores del parasito
Trypanosoma cruzi que causa la enfermedad de Chagas. Se evaluo el efecto de
un extracto alcohdlico de hojas de A. indica en dos estadios y en adultos de T.
dimidiata. Para obtener el extracto las hojas del nim fueron puestas en maceracion
en frio utilizando como diluyente alcohol metilico; se identificaron los grupos de
metabolitos secundarios presentes. Se determind la mortalidad, alimentacion y
muda en las ninfas del 3° y 4° estadio de T. dimidiata a una concentracion 500
ppm del extracto. Y se determin6 el efecto repelente en los adultos alas 2y 24 h
utilizando dos concentraciones:750 y 500 ppm Se identificaron seis grupos de
metabolitos secundarios: fenoles, flavonoides, glucésidos. terpenos, esteroides y
lactonas-sesquiterpénicas. Las ninfas del 3° estadio presentaron mortalidad a la
tercera (23.3%) y cuarta (20%) semana y las del 4° estadio a la segunda (13.33%)
y tercera (11.67%) semana. La mortalidad acumulada fue de 43.33% (3° estadio) y
25 % (4° estadio). El extracto redujo el porcentaje de alimentacion (56.66 %) y la
muda (56.66%) en ninfas del tercer estadio. Sin embargo, presentdé menor efecto
en ninfas del cuarto estadio puesto que el 75% de las ninfas mudaron al quinto
estadio, y no mostré efecto en la alimentacion. Se observé mayor efecto repelente
a las 24 h (60%) en los adultos a una concentracion de 750 ppm. Con los
resultados obtenidos muestran que las ninfas del tercer estadio fueron mas

susceptibles al extracto de las hojas del A. indica. Este arbol podria ser una

Vi



alternativa para el manejo y control de T. dimidiata, sin embargo, es necesario
profundizar este tipo de estudios utilizando otras concentraciones y partes del
arbol del nim.

Palabras claves: bioinsecticida, nim, triatomino, mortalidad, repelencia.
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l. INTRODUCCION

Las plantas cumplen una funcién primordial para los ecosistemas y ademas del
metabolismo primario presente en todos los seres vivos, poseen un metabolismo
secundario que les permite producir y acumular compuestos de naturaleza
qguimica diversa a los cuales se les ha denominado en conjunto metabolitos
secundarios. Estos compuestos cumplen una funcién ecolégica ya que actian
como mecanismo de defensa para las plantas y sirven como atrayentes o
repelentes de diferentes animales; otros presentan propiedades medicinales,

herbicidas, fragancias, colorantes, entre otras (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Actualmente se conoce alrededor de 2 400 especies de plantas utilizadas
como plaguicidas (Villavicencio-Nieto et al.,, 2010). Estos bioinsecticidas se
obtienen a partir de extractos de las plantas mediante un proceso de extraccion
del principio activo y que actian como sustancias reguladoras, de control o
eliminaciéon de los insectos. Es uno de los métodos alternativos para el control de
insectos plagas o vectores de enfermedades, ya que representan una fuente
promisoria, segura y sostenibilidad ecolégica, es decir, bajo riesgo para la salud
humana, menos costoso, son biodegradables y con baja toxicidad para el
ambiente [Promocion del Desarrollo Sostenible/Organizacion de las Naciones

Unidas para la agricultura y la Alimentaciéon (IPES/FAQO), 2010; Leyva et al., 2017].

Uno de los insecticidas naturales mas conocidos son las piretrinas extraidos
principalmente de la flor del crisantemo (Chysantenum cinerariaefolium), la
nicotina principio activo de la Nicotiana tabacum y la azadiractina presente en el
arbol del nim (Azadirachta indica) (Pérez, 2012).

Actualmente, los métodos principales para el control de plaguicidas se
basan en insecticidas sintéticos, el uso excesivo, indebido e innecesario de estas
sustancias han tenido un efecto negativo sobre el medio ambiente, causando
toxicidad a otros organismos vivos (Garcia-Gutiérrez y Rodriguez-Meza, 2012).
Los insecticidas actuales basados en piretroides sintéticos usados para el control

de triatominos (vectores del parasito Trypanosoma cruzi, que causa la enfermedad
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de Chagas), llegan a provocar neurotoxicidad en algunos mamiferos y, por otra
parte, la aplicacion de organofosforados, organoclorados, carbamatos han
provocado altos niveles de resistencia hacia grupos de triatominos (Coelho et al.,
2006). Ademas, la Organizacion de las Naciones Unidas (OMS, afio) reportd que
el uso de DDT para el control/erradicacion de los vectores, presenta un alto riesgo
para la salud humana, por su alto nivel de toxicidad (Cervantes, 2008).

Azadirachta indica es uno de los arboles mas reconocido por su efecto
insecticida en 500 especies de insectos y también es utilizado como repelente
natural; esta planta produce un tetranortriterpenoide llamado azadiractina que se
encuentra acumulado principalmente en los frutos y semillas, ademas de las hojas
(Villamil et al., 2012).

Esta planta se ha utlizado principalmente para el control de plagas
agricolas y otras especies vectores de enfermedades (Ej. mosquitos), sin
embargo, pocos estudios se han realizado en el control de triatominos vectores de
la enfermedad de Chagas. La especie Triatoma dimidiata es uno de los vectores
del parasito T. cruzi, una de las mas importantes en México y la mas frecuente en
el estado de Chiapas (Salazar-Schettino et al., 2016). Por tal razon, se pretende
con este estudio aportar nueva informacion sobre el uso de esta planta (A. indica)

como control biolégico de T. dimidiata.



II. MARCO TEORICO

2.1. Generalidades de Azadirachta indica

Azadirachta indica A. Juss pertenece a la familia Meliaceae, cominmente
conocida como nim, margosa o arbol del paraiso. Es un arbol originario de
la India, de crecimiento rapido y que habita en las regiones tropicales y
subtropicales; normalmente sobrevive en zonas con condiciones subéridas a
subhumedas (National academy press, 1992). El nim puede desarrollarse en
diferentes tipos del suelo, pero crece mejor en suelos profundos y arenosos. Se
cultiva desde el nivel del mar hasta una elevacion de 1 500 m. Es una especie Uutil
para mejorar la fertilidad del suelo en los sitios secos degradados, debido a la
calidad de su hojarasca y a la tasa de descomposicién foliar relativamente rapida.
Es considerado como uno de los arboles mas prometedores por su gran potencial

para el manejo de plagas, proteccion al medio ambiente y medicina (Pijoan, 2004).

Ha sido introducido para cultivo en otros paises y en la actualidad se
encuentra distribuida en méas de 78 paises de Asia, Africa, América, Australia y las
islas del sur del Pacifico (Parrotta y Chaturvedi, 1994). En México fue introducido
en 1989 por la universidad autonoma de nuevo leén y ha sido objeto de estudio.
La distribucion y aprovechamiento de este arbol como insecticida en México,
representa una alternativa factible para el control de plagas agricolas,
principalmente en comunidades rurales de bajo nivel tecnoldgico [Instituto

Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), 2004].

2.1.1 Clasificacion taxondmica

Reino: Plantae
Subreino: Trachaeophyta
Division: Pteropghyta
Subdivision: Angiosperma
Clase: Dicotiledonea
Orden: Geraniales

Familia: Meliaceae


https://www.ecured.cu/India
https://www.ecured.cu/Asia
https://www.ecured.cu/%C3%81frica
https://www.ecured.cu/Am%C3%A9rica
https://www.ecured.cu/Australia
https://www.ecured.cu/Pac%C3%ADfico

Subfamilia: Melioideae
Género: Azadirachta

Especies: A. indica A. Juss

2.1.2. Descripcion botanica

A. indica (nim) es un arbol pequefio a mediano, mide entre 15 a 30 m. de altura
(figura 1), siempre verde, de crecimiento rapido y puede vivir mas de 200 afios.
Posee un tronco recto que llega a medir hasta 2.5 metros de circunferencia cuya
corteza es moderadamente gruesa, (INIFAP, 2004). Las hojas se componen de
peciolo, lamina y la base que se adhiere a las hojas del tallo la cual puede llevar
dos hojas pequefias laterales como estructuras llamadas estipulas (figura 2). La
flor es pequefia con una coloraciéon blanca (figura 3), crema o amarillenta,
bisexual, actinomorfica, que crece en racimos de manera axilar. En plena floracion

su aroma y néctar facilitan su polinizacion (Ramos, 2017).

Figura 1. Arbol del A. indica. Fuente: Comision Nacional Forestal
(CONAFOR), 2019.
El fruto es una drupa elipsoidal, con un aspecto liso y mide de 1.4 a 2.4 cm
de largo, producidos en racimos (figura 4A). La pulpa es jugosa y dulce,

consumible por humanos, aves y animales (Parrotta y Chaturvedi, 1994). Tiene



una maduracién des uniforme, no simultanea, es decir, en una misma rama se
puede encontrar flores, frutos inmaduros y frutos maduros;, en México
generalmente maduran los frutos entre los meses de julio y septiembre. La semilla
es de forma elipsoidal, mide alrededor de 1.4 cm de largo y 6.5 mm de ancho,

posee una envoltura de color café (figura 4, B). Esta es la parte mas importante

del arbol porque en ella se almacena todas las propiedades bioldgicas (Espinoza,
1998).

Figura 2.- Hoja del nim (Fuente: Figura 3.- Inflorescencias del nim (Fdente:
CONAFOR, 2019). CONAFOR, 2019).

contesia NT.gov.au

Figura 4.- Fruto en racimos (a) y semilla (b) (Fuente: CONAFOR, 2019).



2.1.3. Distribucién

El nim tiene una amplia distribuciéon encontrandose en diferentes partes del
mundo. En América se encuentra en paises como Trinidad y Tobago, Jamaica,
Puerto Rico, Islas Virgenes, Surinam, Guayana, Barbados, Cuba, Republica
Dominicana, Haiti, Guatemala, Nicaragua, Honduras, Bolivia, Ecuador, Argentina y
Brasil. En México actualmente se encuentra distribuido en estados como Yucatan,
Veracruz, Oaxaca, Morelos, Chiapas, Guanajuato, Sonora, Tabasco, Tamaulipas,
Durango, Baja California Sur y San Luis Potosi (INIFAP, 2004).

.»tl-f

£

Figura 5.- Distribucion mundial de A. indica (Fuente: Lorrén et al., 2015).

2. 2. Propiedades del nim

Debido a su amplia distribucion el nim ha tenido varias aplicaciones en diferentes

sectores como la agricultura, industria, medicina y entre otros.

2.2.1. Fertilizante

Esta planta es utilizada como fertilizante organico, porque es superior al estiércol
vacuno, porcino o de otra fuente de fertilizantes organicos. Mezclada con urea da
buenos resultados para abonar el suelo. Se ha visto que las hojas son las que se

emplean para el abono organico (Hidalgo, 2002). La pasta de nim es el principal
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subproducto del procesamiento, es rica en nutrientes y ayuda a mantener la tierra
suelta lo cual permite que el agua y los nutrientes sean absorbidos més facilmente
por las raices (Saldafia, 1999; INIFAP, 2004).

2.2.2. Medicinal

El papel de nim como uso medicinal se remonta desde hace 4 500 afios. Muchas
de las propiedades estan basadas en el conocimiento tradicional y anecdético de
la medicina ayurvédica. Todas las partes del arbol (frutos, semillas, aceite, hojas,
raices y corteza) son utilizadas para preparar diferentes remedios. Destaca su
utilidad contra la lepra, las enfermedades de piel, las fiebres, gastritis, diabetes,
cancer, enfermedades nerviosas, las lombrices intestinales y los insectos
parasitos. En el siglo XIX, los médicos alopaticos, tanto europeos como hindues,
gue oficiaban en la India descubrieron que la corteza de nim era efectiva contra la
malaria y fue incluido en la Pharmacopeia of India (1896) y en la Practical Materia
Medica (1900) (Pijoan, 2004).

En medicina tradicional, la corteza de nim también se utiliza para aliviar
inflamaciones e irritaciones cutaneas y curar heridas, hemorroides y encias
sangrantes. La savia, por su parte, se emplea para curar diversas dermatosis
incluidas hasta hace poco las tremendas Ulceras de la lepra. La goma, similar a la
arabiga, se utiliza como emulgente para el dolor de garganta y las flores como
vermifugos, para aliviar la tos y varias dolencias oculares, entre ellas las cataratas.
Los frutos, también con poder vermifugo, sirven para tratar los trastornos urinarios,
purificar la sangre y curar los granos sangrantes. El aceite, es considera como un
remedio Optimo para los eccemas, abscesos, lesiones leproticas, para la psoriasis
y la caspa, para matar piojos y para aliviar comezones (Pijoan, 2004; INIFAP,
2004).

2.2.3. Fungicida

Las hojas de nim contienen compuestos como los triterepenos gedunin y nimbidol

gue acttan como fungicidas (Saldafia, 1999). Se ha observado que alivian el pie
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de atleta, la tifla y hongos tipo levadura que pueden desarrollarse internamente
(Garcia y Martinez, 2018). Estudios demuestran que los extractos de corteza,
pulpa del fruto y el aceite de nim puede inhibir el crecimiento de ciertos patdgenos,
por ejemplo, Fusarium oxyspomm f. sp., Rhizoctonia solani, Sclemtium rolfsii y
Sclerotinia sclervtorium que producen el marchitamiento y putrefaccion del

garbanzo de la india (Villa-Martinez et al., 2015).

2.2.4. Insecticida

En muchos paises, es apreciada por sus propiedades insecticidas y repelentes,
especialmente contra ciertos insectos como las termitas o comejenes y los
dafinos nematodos (Hidalgo, 2002). Se ha visto que los extractos obtenidos del
nim acttan como anti-alimentario, inhibidor de crecimiento, prolonga las etapas
inmaduras ocasionando la muerte, disminuye la fecundidad y la ovoposicion,
disminuye los niveles de proteinas y aminoéacidos en la hemolinfa e interfiere en la
sintesis de quitina (Pastorino, 2009). Muchos de los metabolitos secundarios del
arbol tienen actividad biolégica (Morgan, 2009), pero la azadiractina es

considerada de mayor importancia ecolégica (Galerani y Kemmelmeier, 2005).

Estas caracteristicas hacen que las sustancias obtenidas del nim no
funcionen como toxicas, sino que intervienen en los procesos quimicos y
fisiol6gicos de los insectos. Y por ello muchos investigadores han tenido el interés,
asi como el deseo de conseguir un pesticida efectivo y seguro y consideran que el
nim tiene esa potencialidad para el control de cualquier tipo de plagas (Mordue y
Nisbet, 2000).

2.2.5. Otros usos

También es utilizado en la industria jabonera. Reemplaza a los aceites de coco,
palma africana y mani. Como contiene acidos miristicos y lauricos, los jabones
fabricados con dicho aceite tienen mas espuma que aquellos fabricados con
aceites comestibles. También es superior al aceite de higuerilla o ricino. En india
se emplean la pulpa como generador de gas metano (Parraga, 2016). El aceite

también es usado para preparar cosméticos (shampoo, balsamos, jab6n y cremas)
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(Martinez et al., 2016). Ademéas del uso medicinal, se cultivan para disminuir
la pérdida del agua en el suelo y se cree es un buen absorbente del diéxido de

carbono (Espinoza, 1998).

Existe evidencia cientifica preliminar que demuestra que el nim es muy
efectivo en el tratamiento de la sarna, pero aun faltan estudios que respalden esta
informacion (Estrada et al., s/f). El nim es recomendado a quienes sean sensibles
a la permetrina, porque les causa irritacion. A su vez, también existe evidencia de
su efectividad en la eliminacion de piojos, aunque no sus huevos (liendres) (Bronet
y Garrote, 2014) y en nematodos y gusanos filiformes tanto ecto como
endoparésitos del hombre (Nayan y Upadhyay, 1997).

2.3. Metabolitos secundarios

Las plantas destinan una cantidad significativa del carbono asimilado y de energia
para la sintesis de una amplia variedad de moléculas organicas que no poseen
una funcion directa en los procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de
nutrientes, transporte de solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos.
Estas moléculas se denominan metabolitos secundarios, también denominados
productos secundarios o productos naturales. Se sintetizan en pequefias
cantidades y su produccion es restringida a un determinado género de plantas, a
una familia, o incluso algunas especies (Avalos y Pérez-Urria, 2009). De acuerdo
a la composicion quimica de los metabolitos secundarios se clasifican en tres

grandes grupos: terpenos, fenoles y compuestos nitrogenados (Valle, 2012).

Los terpenos o terpenoides constituyen el mayor grupo de productos
secundarios. Generalmente son insolubles en agua; son biosintetizados a partir
del acetil CoA e intermediarios glicoliticos. Comunmente las moléculas poseen
desde un par de unidades de isopreno (hidrocarburo estructurado por 5 atomos de
carbono) hasta cuatro (mono, sesqui, di, tri y tetraterpernos), algunos son
politerpenos. Participan en el mecanismo de defensa de las plantas, como
repelentes de herbivoros y algunos mamiferos. Un ejemplo son los piretroides, un
monoterpeno, la cual se encuentra en las hojas y flores de Chrysantenum con una

actividad insecticida muy elevada (Taiz y Zeiger, 2007).
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Los compuestos fendlicos, fenoles o polifenoles vegetales son sustancias
qgue poseen al menos un anillo aromético con un radical hidroxilo. Los polinefoles
son las mas abundantes dentro del reino vegetal. Se sintetizan a partir de la ruta-
acido shikimico y la ruta del acido malénico que produce los tres amino&cidos
aromaticos: fenilalanina, tirosina y triptéfano; los fenilpropanoides produce
derivados del acido cinamico, precursores de los flavonoides y ligninas; los
flavonoides producen diversos compuestos. Un ejemplo son las antocianinas que
se encuentra en todas las familias de plantas, junto con los carotenoides de origen
terpénico, dan colores rosas, naranja, rojo, violeta, azul a los pétalos de las flores
y de los frutos. Esto les sirve a las plantas atraer polinizadores y dispersores de

semilla (Almaraz-Abarca et al., 2006).

Existe una gran cantidad de compuestos nitrogenados, comunmente se le
conoce como alcaloides, incluye a los glucésidos ciandgenos (Azcon-Bieto y
Talén, 2008). Generalmente derivan de aminoacidos comunes, asi como la lisina,
triptéfano y tirosina, ademas de la fenilalanina e histidina (Valle, 2012). Se puede
encontrar cuatro clases de alcaloides: verdaderos, imperfectos, rotoalcaloides vy
pseudoalcaloides. Son sustancias que se encuentra en: hojas (cocaina, nicotina),
flores (escopolamina), en frutos (peletiariba, coniina), semilla (piperina, arecolina),
corteza (quinina, tubocurarina) y la raiz de la planta (emetina y cefalina). Actia en

la defensa contra herbivoros y patégenos (Arango, 2008).

2.3.1. Metabolitos secundarios de A. indicay su efecto contra los insectos

El arbol del nim produce mas de 300 metabolitos secundarios que pertenece a la
clase de los terpenos, un tercio de los cuales son tetranortriterpenoides
(limonoides); estos se encuentran en las semillas, corteza, fruto y en las hojas. Por
sus efectos biologicos son de interés comercial y cientifico (Morgan et al., 2000;
Dai et al., 1999). Entre los limonoides con mayor importancia es la azadiractina y
sus cerca de 25 analogos naturales son los mas activos biol6égicamente. De estos,
la azadiractina A (Aza A) (figura 6) es la mas abundante y biolégicamente activa y
representa aproximadamente el 80% de la azadiractina encontrada en diferentes

partes del arbol en el nim, mientras que el 15% puede ser Aza B (3-
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tigloylazadirachtol) (figura7) (Soni et al., 2012). La Aza es uno de los metabolitos
principales utilizado especialmente para el control de insectos (Barreto, 2011),
debido a que su estructura quimica es parecida a la hormona de muda llamada

ecdisona (figura 8). Ademas de la AZA se ha reportado otros limonoides como el

meliantrol, salanin, nimbin, nimbidina y deactilazadiractinol (National academy
press, 1992).

Figura 6.- Estructura quimica de Aza A Figura 7.- Estructura quimica de Aza B
(Fuente: Soni et al., 2012). (Fuente: Soni et al., 2012).

o]

Figura 8.- Estructura quimica de ecdisona (fuente:
Ferro et al., 2005).
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2.3.1.1. Efectos sobre la alimentacion

Se ha observado en diferentes especies de insectos pertenecientes al orden
Lepidoptera, Coleoptera, Hemiptera, Hymenoptera y Orthoptera un efecto anti
alimentario y esta relacionado con la respuesta sensorial de los quimiorreceptores

presentes en las piezas bucales de los insectos (Mordue et al., 1998).

El comportamiento alimentario es diferente en cada especie, depende tanto
del aporte neural de los sentidos quimicos, tales como receptores del gusto en los
tarsos, piezas bucales y cavidad bucal como de la integracion del sistema nervioso
central de ese codigo sensorial. Se han hecho estudios donde demuestran que la
azadiractina estimula las células disuasorias especificas en los quimiorreceptores.
Asi, cuando un insecto entra en contacto con esta sustancia provoca un efecto
antialimentario y fisiologico, el cual provoca una reduccion en el consumo de
alimentos como efecto secundario, debido a la alteracion del sistema hormonal,
inhibicion de la produccion de enzimas digestivas y del sistema nervioso

estomatogastrico (Perera et al., 2000; Mourde y Nisbet, 2000).

Ademas de la Aza, se reporta que el aceite meliantrol y el limonoide salanin
también influyen en la alimentacidn de los insectos. El deactilazadiractinol, aunque
se encuentra en menor cantidad, funciona como una antihormona y paraliza el
sistema digestivo del insecto. El 3-deacetilsalanin y el salanol, estan relacionados
guimicamente con el salanin y también son antialimentarios. Al actuar sobre el
sistema hormonal y no sobre el sistema nervioso o digestivo, impiden que dichos
insectos adquieran resistencia. A diferencia de plaguicidas quimicos como el
malation o el metomilo, que llegan a ser tolerados por algunas variedades o tipos

de insectos (National academy press, 1992).

2.3.1.2. Efecto fisioldgico

La respuesta de los insectos ante la exposicion del principio activo del nim afecta
al crecimiento y el proceso de muda. Los efectos fisiolégicos de azadiractina
actian de manera directa e indirecta (Mordue et al., 1986). La manera indirecta
esta relacionada con el sistema endocrino, esto tiene que ver con el bloqueo de

las hormonas peptidicas morfogenéticas y alatostanina, las cuales controlan la
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funcion de las glandulas protoracicas y los corpora allata o cuerpos alados la cual
consiste en un par de glandulas endocrinas responsables de la biosintesis y
secrecion de la hormona juvenil que controla la formacion de estadios juveniles en
cada muda; ademas de la ecdisona la hormona que regula los mecanismos de
sefalizacion de la muda y formacion de nuevas cuticulas y los ecdicis (acto de la
extraccion de la cuticula anterior). En los adultos, ambas hormonas participan en
la formacion de yemas en los huevos. Por ende, al actuar en el sistema hormonal
interrumpe la muda, regula el crecimiento y aumenta la proporcién de huevecillos
estériles (INIFAP, 2004). De manera directa se da a nivel celular y tejidos ya que
los insectos pueden absorber los componentes del nim como si fueran hormonas
reales, por ejemplo, la azadiractina posee una estructura similar a la hormona de
muda que al ser absorbida provoca la inhibicién de la divisién celular y la sintesis
de proteinas (Porcuna, 2011). De igual manera se ha reportado un efecto de
pardlisis flacida de los musculos, necrosis en las células del intestino y la pérdida
de células regenerativas, ademas de evitar la produccion de enzimas en el
intestino (Mourde y Nisbet, 2000).

En algunas especies de insectos, afecta el proceso reproductivo de machos
y hembras. Por ejemplo, en &fidos inhibe la ovogénesis y la sintesis de
ecdiesteroides ovaricos, por lo que previene la ovoposicion. Otro de los efectos es
gue reduce la fecundidad de las hembras e interrumpe los procesos meiéticos que
son responsables de la produccion de espermatozoides en los machos adultos; sin
embargo, hay que aclarar que cada especie responde de manera diferente ante la

exposicion de dicha sustancia (Mourde y Nisbet, 2000).
2.4. Insectos vectores de enfermedades

Se conoce como vector bioldgico a cualquier organismo vivo con la capacidad de
transportar y transmitir un patégeno a otro organismo. Las mas comunes, son los
insectos hematéfagos que, al alimentarse de un individuo infectado, ingieren los
microorganismos patdgenos que posteriormente transmiten a otro individuo. Un

reservorio es un organismo que aloja microorganismos patdégenos que pueden
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causar una enfermedad contagiosa y cuando no son controlados, pueden provocar
una epidemia [World Health Organization (WHO), 2019].

Los insectos hematéfagos obtienen su alimento por medio de un 6rgano
bucal alargado que ha sufrido modificaciones para poder absorber la sangre. Este
organo consiste en una trompa llamada probéscide en donde se localizan dos
tubos unidos, uno de mayor tamafio por la cual absorbe la sangre y otro mas
delgado con el que inoculan su saliva, generalmente provista de sustancias
anestésicas que permite disminuir el dolor de la picadura. De esta manera los

transmisores de enfermedades pican de una manera indolora, debido a una larga
adaptacion en la cadena epidemioldgica: reservorio —insecto vector — hombre

(Fernandez-Rubio, 2000).

El comportamiento alimenticio puede ser nocturno, diurno o crepuscular
dependiendo de habitos fijos de cada especie o cada género. La mayoria de los
insectos con habitos hematéfagos pertenecen al orden Diptera (moscas,
mosquitos, tdbanos, etc.), Siphonaptera (pulgas), Ixddida (garrapatas), Hemiptera
(chinches) divididas en dos familias: Cimicidae y Reduviidae,), entre otras
(Calderon et al., 2004; Fernandez-Rubio, 2000).

2.5. Caracteristicas generales de la Subfamilia Triatominae

Los triatominos son una subfamilia de hemipteros (chinches verdaderas)
caracterizados por su habito hematéfago. En América se conocen mas de 100
especies, algunas de los cuales son transmisores del parasito causal de la
enfermedad de Chagas. Por su comportamiento y fisiologia similares, todas las
especies tienen la capacidad de ser portadoras del protozoo Trypanosoma cruzi.
Sin embargo, condiciones como la capacidad de adaptacion del vector al habitat
humano y el alto grado de antropofilia que éste posea, lo pueden convertir en un
vector efectivo de la enfermedad de Chagas en humanos (Lent y Wygodzinsky,
1979). Las especies de mayor importancia epidemiolégica son las que colonizan
facilmente las viviendas de los humanos y viven en grietas de las paredes de
casas rurales, en donde salen para alimentarse de los ocupantes en reposo,

principalmente durante la noche (Castillo y Wolff, 2000).
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Se caracterizan por presentar un aparato bucal que consiste en un labio
segmentado en forma de canoa, que en los fitéfagos no alcanza el primer par de
coxas mientras que en los hematéfagos es largo y recto. Son considerados
insectos paurometdbolos, es decir, de metamorfosis incompleta con base en
transformaciones graduales de las formas de huevo, ninfas de cinco estadios a las
formas adultas (Bar, 2009).

Los estadios ninfales y los adultos comparten los mismos habitos
alimenticios y nichos ecolégicos, por lo que se considera que a partir del segundo
estadio poseen el mismo potencial en la transmision del parasito (idem).

2.5.1. Ecotopos

Los triatominos suelen encontrarse en diferentes ambientes o ecotopos:

Silvestre: los vectores se encuentran frecuentemente en ambientes
naturales como bosques y selvas. Se alimentan de sangre de mamiferos,
especialmente zarigieyas (Didelphys marsupialis). Suelen encontrarse en refugios
de armadillos (Xenarthra), en palmeras, arboles viejos y huecos, cuevas de

murciélagos, monticulos de piedra, en ruinas Mayas (Hernandez et al., 2010).

Peridomeéstico: son los que se encuentran cerca o alrededor de las casas
rurales en gallineros, perreras, chiqueros, entre otros y se alimentan de animales

domeésticos (perros, gatos, gallinas) (Quirés-Gomez et al., 2017).

Intradoméstico: son aquellos triatominos que se encuentran dentro de las
viviendas, cerca de los lugares donde duermen las personas que habitan la casa o
animales domésticos que viven en el interior de la misma, y que finalmente llegan
a alimentarse de humanos. Las ninfas tienden a cubrirse con particulas de polvo
(Lent y Wygodzinsky, 1979).

2.6. Triatoma dimidiata: como principal vector del parasito Trypanosoma

cruzi en Chiapas

Triatoma dimidiata es una especie de tamafio grande y un color distintivo en el

cuerpo: de piceo a negro en el conexivo y de amarillo palido a amarillo naranja en
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el corium (hemelytron). EI macho mide entre 24. 5y 32 mm y, la hembra, entre 24.
5y 35 mm (max. 43-50 mm). La variacion morfologica entre las poblaciones de
triatominos podria estar asociada con la ecogeografia, la preferencia de huésped y
el habitat (Quirés-Gomez et al., 2017).

Presentan una cabeza alargada y conica, el protérax se hace angosto hacia
el frente, las alas se cruzan en forma plana sobre el dorso y tienen de dos a tres
celdas en la membrana; en la orilla del abdomen presenta lo que se asemeja a
placas planas a los lados de las alas, en la figura 9 se muestra las partes externas
del triatomino. El macho y la hembra se diferencian en cuanto a la forma de la
punta de abdomen: lobulada o aguda en la hembra y redondeada y lisa en el

macho, generalmente este ultimo es de menor tamafio (Guzman-Marin, 1990).
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Figura 9.- Morfologia externa de un triatomino vista dorsal (Fuente: Canale, 2005).

2.6.1. Clasificacion taxon6mica

Reino: Animalia

Filo: Arthropoda
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Subfilo: Hexapoda

Clase: Insecta

Subclase: Pterygota

Orden: Hemiptera

Suborden: Heteroptera

Familia: Reduviidae

Subfamilia: Triatominae

Género: Triatoma

Especie: T. dimidiata (Latreille, 1811).

2.6.2. Ciclo biolégico

El ciclo de vida de T. dimidiata comienza desde el huevo, pasa por cinco estadios
ninfales hasta llegar a la etapa adulta (figura 10). El tiempo promedio para
completar el ciclo oscila entre 5 a 12 meses, siempre y cuando las condiciones
sean oOptimas (Salazar et al., 2005). El tiempo de vida de los adultos varia de
acuerdo con el sexo; los machos viven durante 160 dias, mientras que las
hembras pueden vivir hasta 172 dias aproximadamente con alimento disponible
(Reyes-Novelo et al., 2011). En los primeros dos estadios las ninfas sobreviven
hasta los 25 dias sin alimentarse, en el tercer y cuarto alrededor de 75 dias y en el
quinto puede resistir hasta casi 100 dias; sin embargo, en el estado adulto solo
pueden sobrevivir aproximadamente 60 dias, debido a las necesidades

energéticas de vuelo y reproductivas, (Moran, 2013).

17


https://www.naturalista.mx/taxa/372739-Hexapoda
https://www.naturalista.mx/taxa/47158-Insecta
https://www.naturalista.mx/taxa/184884-Pterygota
https://www.naturalista.mx/taxa/47744-Hemiptera
https://www.naturalista.mx/taxa/61267-Heteroptera
https://www.naturalista.mx/taxa/48959-Reduviidae
https://www.naturalista.mx/taxa/472290-Triatominae
https://www.naturalista.mx/taxa/252908-Triatoma

~ Huevo

—

Adulto
d‘ ¢
/

Figura 10.- Ciclo de vida T. dimidiata (Reyes y Angulo, 2009).
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Es una especie generalista en sus habitos alimenticios. El consumo de
alimento impacta directamente en la capacidad reproductiva de esta especie y en
su capacidad de colonizacién de nuevos ambientes. La mayoria de las hembras
oviposita antes de copular, produciendo huevos infértiles (Reyes-Novelo et al.,
2011). Una vez que la hembra tiene alimentacion y coOpula, puede poner 16
huevos diarios en promedio y 1300 huevos en toda su vida reproductiva. La
fertilidad de los huevos observada en esta especie es alta entre 80 y 90% de
eclosion aproximadamente, por ende, tiende a tener un costo energético muy alto
el cual es cobrado con alimentacion abundante (hasta dos veces el peso de un
individuo en promedio por cada toma de sangre), esto hace que los triatominos
entren en contacto constante con sus hospederos alimenticios, incluso puede
afectar la salud humana (Moran, 2013). Debido a estas -caracteristicas
alimenticias, Triatoma dimiata es considerado uno de los principales vectores del
parasito Trypanosoma cruzi tanto en América Central y Sur de México (Gulh,
2009).

2.6.3. Distribucién en México

México es considerado como el pais latinoamericano con mayor diversidad de

especies de triatominos, llegandose a encontrar hasta 35 especies y subespecies
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del género Triatoma, 13 de ellas presentan un riesgo para la transmision del

parasito T. cruzi al hombre (Lent y Wygodzinsky, 1979).

T. dimidiata es un transmisor con un amplio rango de distribucion en la
Republica mexicana; se encuentra en 16 estados: Campeche, Colima, Chiapas,
estado de México, Guanajuato, Hidalgo, Guerrero, Jalisco, Nayarit, Oaxaca,
Puebla, Quintana Roo, San Luis Potosi, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan
(figura 11). En altitudes desde el nivel del mar hasta los 2360 m (Salazar-Schettino
et al., 2010).

Golfo de México

Belize

Guatemala

Figura 11.-Mapa de distribucion de Triatoma dimidiata en México (Fuente: (Salazar-
Schettino et al. 2010).

2.7. Situacion epidemioldgica en México

Debido a que T. dimidiata presenta una amplia distribucién y facilidad de colonizar
ambientes urbanos y suburbanos, las consecuencias epidemioldgicas como vector
de T. cruzi son evidentes. Las estimaciones de las tres principales formas de
transmision de la enfermedad de Chagas las cuales son: vectorial, vertical o
congénita y transfusiones sanguineas, para la Republica Mexicana indican que
96% de la transmision ocurre a través del vector (Ramsey y Schofield, 2003). La

transmision, principalmente se lleva a cabo por contacto con las heces u orina
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infectadas de estos insectos. Cuando el triatomino sale de noche a buscar
alimento, introduce su probdscide en la piel y defecan cerca de la picadura; por
donde los parasitos penetran en el orificio de la picadura. También pueden
penetrar por la conjutiva del ojo, la boca o alguna lesion cutanea abierta; después
de que la persona se rasca y arrastra las heces hacia una de las zonas antes
mencionadas (WHO, 2019).

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) considera a México
como uno de los paises endémicos para la enfermedad de Chagas y en el 2006
estimé que 1.1 millones de personas podrian estar infectadas con T. cruzi.
Durante el periodo de 2000 a 2007 la incidencia se mantuvo en un rango de 0.07 a
0.37 por 100 mil habitantes; a partir de 2008 ascendio de 0.61 a 0.70 por 100 mil
habitantes en 2012. Los estados que presentaron mayor incidencia en el periodo
de 2000-2012 fueron: Veracruz, Morelos, Oaxaca, Yucatan, Chiapas, Guerrero y
Jalisco. La notificacion de casos por la Direccion General de Epidemiologia de la
Secretaria de Salud, a través del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica,
presenta una tendencia ascendente hasta 2015, debido al registro de 53 casos
retroactivos provenientes del Estado de México. Durante 2018, hasta abril, se

registraron 150 casos en toda la republica (Rojo-Medina et al., 2018).

2.8. Estrategias para el control vectorial

Desde que Carlos Chagas descubri6 el agente causal y modo de transmision de la
enfermedad de Chagas, sugirié que la forma de prevenir y controlar la transmision
era la modificacién y mejora de viviendas en zonas rurales, en ese entonces no
habia programas que llevaran a cabo esa accion; los programas publicos de
control de este vector empezaron a surgir hasta 20 afios después de la notificacion
de esta enfermedad [Secretaria de Salud (SALUD), 2014]. La Organizacion
Mundial de la Salud fundada en 1948 se encarga de planificar, aplicar y evaluar
programas nacionales de vigilancia, asi como de identificar los vectores y

reservorios de la infeccién [Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 1993].

En México, la enfermedad de Chagas empezé a ser reconocida en el afio

1936 por Mazzotti, quien descubrié los primeros triatominos infectados
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naturalmente y documentd el primer caso en 1940 en una persona indigena de
Real del Carmen, Oaxaca. Desde entonces, el programa de control ha pasado por
varias etapas hasta llegar a contar con un programa especifico incluido en el
Programa de Accion 2001- 2006 de Enfermedades Transmitidas por Vectores
(incluido a su vez en el Programa Nacional de Salud 2001-2006). En 2003 fue
aceptada y publicada la Norma Oficial Mexicana para la Vigilancia Epidemioldgica,
Prevencion y Control de las Enfermedades Transmitidas por Vectores (NOM-032-
SSA2-2000) [Secretaria de salud y Organizacion Panamericana de la Salud
(SALUD/OPS, 2003]. A partir del 2013 se dispone del Programa de Accion
Especifico 2013-2018 para la Vigilancia, Prevencion y Control de la Enfermedad
de Chagas, en donde uno de sus objetivos es: Controlar la transmisién vectorial
intradomiciliaria mediante la estratificacion de riesgo, el mejoramiento de la
vivienda y el control quimico del vector (SALUD, 2014). También debe prestarse
mucha atencion a la aparicion de un alto porcentaje de infestacion en aéreas
urbanas en donde antes no existia y con alturas mayores de los 2000 msnm
(Guzman-Bracho, 2001; Ramsey y Schofield, 2003).

2.8.1. Control de triatominos vectores mediante el uso de insecticidas

Las intervenciones anti-vectoriales son las principales estrategias para el control
de la enfermedad de Chagas. Estas intervenciones incluyen mejoras en las
condiciones de la vivienda asociado con educacion sanitaria a la poblacion
humana que vive en areas endémicas de la enfermedad, asi como el control a
través de la fumigacion con insecticida en interiores usando insecticidas sintéticos
como los carbamatos, organofosforados y piretroides (Vazquez-Martinez et al.,
2014; Oliveira, 1997).

Para el control de los vectores de la enfermedad de Chagas en los afios
50's y 60°s se empleaban hidrocarburos clorinados tales como el HCH y el
dieldrin; el DDT fue descartado por ser poco eficaz contra los insectos que se
gueria eliminar. Sin embargo, los costos operativos de los programas de
rociamiento eran altos puesto que el método de aplicacion del insecticida era de

dos ciclos sucesivos debido a la corta duracion de su accién residual (30-180
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dias). Por este inconveniente, se buscé otros métodos mas eficaces, econdmicos
y con un solo rociamiento. Investigaciones posteriores llevaron en 1975 a la
introduccion de otros insecticidas en los programas de control vectorial tales como
el carbamato (propoxur), seguida de organofosforosos (diclorvos), el malatién y el
fenitrotion. Desde el 1980 empezaron a utilizar los piretroides sintéticos, aunque
se continda en la busqueda de otros insecticidas con baja toxicidad, al menor

costo y con menos problema de aplicaciéon (OMS, 1993).

Actualmente se han llevado a cabo varios estudios de campo con diferentes
métodos de la aplicacion de los insecticidas, cuyos resultados evidencian que el
rociado convencional de insecticidas es de eficacia limitada para controlar la
infestacion domeéstica de Triatoma dimidiata. En estudios piloto se ha mostrado
gue el uso de estrategias alternativas como el uso de mosquiteros (barreras
fisicas) y de cortinas impregnadas de insecticidas con efecto de larga duracion
(barreras quimicas) se ha logrado reducir la infestacion de T. dimidiata en las
casas en un 80-95%, por al menos dos afios consecutivos. Sin embargo, esta
especie se dispersa de forma estacional, es decir, desde el ambiente selvatico
hacia los ambientes domeésticos y peridomésticos. Hasta la fecha, la aspersion de
insecticidas residuales resulta menos eficaz para el control de este triatomino,
debido al tipo de dispersion que tiene, ya que, al ocurrir la infestacion de adultos
de manera estacional, el efecto del insecticida se pierde, lo que genera altos
costos y pocos beneficios en la eliminacion de las chinches en el interior de las
viviendas al reinfestar de manera estacional (Dumonteil et al., 2004; Barbu et al.,
2009; Ferral et al., 2010).

La persistencia de algunos especimenes de triatominos, principalmente en
el entorno peridoméstico, a pesar de la aplicacion de insecticidas en la linea de
tiempo, puede estar relacionada con el comportamiento de estos insectos. El
peridomicilio presenta una amplia variedad de ecotopos que corresponden a un
namero infinito de escondites asociados con diferentes fuentes de alimento para T.

dimidiata, como gallinas, perros, cerdos y gatos (Davila et al., 2015).
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2.9. Resistencia a insecticidas

El analisis del control de vectores con insecticidas casi siempre lleva a la
consideracién de por qué las poblaciones de estos insectos se recuperan después
de un intervalo post-aplicacion, en general de algunos meses. Esto es debido de
gue los individuos pueden ser remanentes del tratamiento o reinfestantes de fuera
(silvestres). Se han hecho estudios en campo donde demuestran que existe un
aumento en el numero de poblaciones de vectores resistentes a las insecticidas, lo

gue hace que las estrategias de control sean ineficientes (Guerreiro et al., 2012).

La resistencia se define como la capacidad de un organismo de sobrevivir a
la exposicion de una dosis de un quimico que seria letal. Es un cambio genético
gue sufre un organismo como respuesta a la seleccion por sustancias toxicas.
Cuando las poblaciones resistentes sobreviven llegan a reproducirse y dejan
descendencias portadoras de los genes resistentes, este rasgo de resistencia es
seleccionado en las siguientes generaciones y asi sucesivamente, en cambio,
aquellas poblaciones que son susceptibles a aquel insecticida son eliminados
[Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO),
2012]. O bien, puede ser que antes de la exposicion de una sustancia toxica ya
existen individuos que portan una 0 mas mutaciones de resistencia, a este

proceso se le llama pre adaptacion (Casida, 1980).

Existen tres factores principales que estan involucrados en el surgimiento
de resistencia a insecticidas: a) genéticos: esto tiene que ver con la frecuencia y
numero de mutaciones de resistencia, interaccion entre los alelos, penetrancia,
expresividad, seleccidon, etc.; b) biolégicos: se refiere a las generaciones
siguientes, generacion por generacion, migracion, etc. y c) operacionales: tipo de
insecticida usada, relaciones con otros insecticidas usados previamente,
residualidad, etc. Es importante tomar en cuenta la forma de aplicar el insecticida,

la dosis aplicada, seleccion de alternativas, etc. (Georghiou y Saito, 1983).

Se considera que la resistencia a insecticidas en la familia Triatominae es
una caracteristica heredada de manera autosémica y semi-dominante. Varios

autores han demostrado que la misma poblacion de triatominos exhibe diferentes
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perfiles toxicoldégicos cuando se expone a la misma clase de insecticida. Las
especies de triatominos que han mostrado resistencia, tanto los huevos como
ninfas, a los insecticidas sintéticos son: Rhodnius prolixus, T. infestans, T.
maculata, Panstrongylus herreri, T. brasiliensis, T. sérdida, P. megistus y T.
dimidiata (Reyes et al., 2007; Pessoa et al., 2015).

Los mecanismos involucrados con la resistencia de los triatominos a los
insecticidas estan relacionados con cambios en uno o varios pasos toxicocinéticos
/toxicodinAmicos ocurridos durante la interaccién entre insecticida-insecticida,
aislado o asociado, siendo: 1) cambios en el local de la penetracion quimica activa;
II) aumento de su desintoxicacién enziméatica; y Ill) cambios en la accion. Existe
dos tipos de resistencia, a nivel fisiologico y bioquimica; la resistencia fisiolégica
se asocia con una reduccion en la penetracion de insecticidas debido a cambios
en la cuticula del insecto y / 0 en su capacidad para almacenar / excretar el
insecticida. La resistencia bioquimica corresponde a un aumento significativo en
las actividades de las enzimas de desintoxicacion, especialmente las

monooxigenasas Y las esterasas (Brogdon y Mcallister, 1998).

Actualmente, en México no existe un programa de monitoreo de la
resistencia de los triatominos a los insecticidas usados para el control de estos
vectores. Es importante sefialar que el monitoreo de la resistencia a los
insecticidas constituye un elemento esencial para el planteamiento de los
programas de manejo integral de las enfermedades transmitidas por vectores en
nuestro pais ademas que permite buscar otras alternativas tales como el uso de

insecticidas naturales (Davila, 2017).
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lll. ANTECEDENTES

Los diversos estudios referentes a la actividad insecticida de Azadirachta indica
son en gran medida dirigidos para el control de plagas agricolas en donde los
autores han utilizado las hoja, semilla y fruto del arbol en combinacion con

diferentes métodos de extraccion de los metabolitos secundarios.

Esparza-Diaz et al. (2010), compararon diferentes métodos de extraccion
del nim y valoraron su efectividad insecticida sobre el pulgdén Aphis gossypii Glover
(Hemiptera), asi como posibles efectos toxicos sobre la planta Ixora coccinea
(Rubiaceae). El extracto oleoso produjo lesiones en 35 % del area foliar tratada y
un dafio medio y nivel 5 de fitotoxicidad en I. coccinea. Los autores encontraron
diferencias significativas en la mortalidad de A. gossypii por tipo de extracto,
tiempo y dosis, asi como en las interacciones dosis tiempo y dosis tipo de extracto.
El extracto con el mayor potencial insecticida fue el metandlico (0.2 mg AZA), con

100 % de mortalidad a 48 y 72 h después de la exposicion.

Trinidad y Gaona (2011), evaluaron el efecto insecticida y repelente del
polvo de nim en diferentes concentraciones sobre el escarabajo Callosobruchus
maculatus F. que es una plaga de los granos almacenados del frijol caupi o de
castilla (Vigna unguiculata). El polvo de nim no produjo efectos de mortalidad
sobre C. maculatus en ninguna de las dosis propuestas (1, 2, 3 y 4%). Sin
embargo, al 4% de polvo de nim mostr6 efectos repelentes sobre C. maculatus en

los granos almacenados.

Villamil et al. (2012), determinaron la presencia de azadiractina en frutos
inmaduros de Azadirachta indica y evaluaron la actividad insecticida del extracto
etandlico sobre la chinche de los pastos Collaria scenica Stal. en tres
concentraciones: 50, 150 y 250 ppm. La ultima concentracion fue la mas eficaz,
exhibiendo una mortalidad del 97% y una reduccion del numero de exuvias y

adultos al final del ensayo.
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Cérdova-Albores et al. (2013), evaluaron la capacidad insecticida de
extractos fermentados de hojas de nim. Las soluciones de estiércol empleadas
(fuente de microbiota exdgena) fueron sin diluir, dilucién 1:2, dilucion 1:4 y sin
estiércol. Los extractos se aplicaron a plantas de maiz. El mejor tratamiento con

capacidad insecticida fue la mezcla de hojas con in6culo sin diluir.

Romero et al. (2015), determinaron la actividad insecticida de los extractos
etandlicos de nim (Azadirachta indica L.), vinca rosea (Catharanthus roseus L.),
ruda (Ruta graveolens L.), trinitaria (Bougainvillea glabra Choisy), cariaquito
(Lantana camara L.) y yuquilla (Ruellia tuberosa L.) sobre los adultos de mosca
blanca (Bemisia tabaci Genn.) en condiciones de laboratorio. Los extractos de
ruda y nim causaron una mortalidad de 99,1y 95,6% a las 72 h, respectivamente.

Flinn et al. (2016), evaluaron el efecto del extracto a base de nim sobre la
mosca blanca en el cultivo de tomate en huerto urbano en la Ciudad de Acapulco,
Guerrero, México. El extracto no tuvo efecto en las moscas, debido a diversos
factores, tanto ambientales como propios de la concentracion natural del

azaridactina en las hojas de nim.

Navarrete et al. (2017), determinaron el efecto de derivados del arbol de
nim sobre las poblaciones de la mosca blanca Bemisia tabaci y sus controladores
biologicos, ademas del efecto disuasivo de estas sustancias en la oviposicion de
B. tabaci en el cultivo de meldn. Los tratamientos estudiados fueron extracto
acuoso de semillas de nim en dosis de 25; 50; 75y 100 g L-1 y aceite formulado
de nim (INBIO-75 R) en dosis de 2,50; 5,00; 7,50 y 10,00 mL L-1. Los autores
sefialan que los extractos acuosos a una dosis de 100 g L-1 fue el tratamiento

mas eficaz.

Por otra parte, para control vectorial de enfermedades, se ha mostrado su
efecto en diferentes especies de insectos, aunque son pocos los estudios

relacionados con el control de triatominos vectores de la enfermedad de Chagas.

Gonzalez et al. (2013), determinaron el efecto insecticida de 7 extractos

vegetales (Azadirachta indica, Annona muricata, Caryca papaya, Euphorbia
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dentada, Sapindus saponaria, Tagetes tenuifolia y Thuja occidentalis) sobre larvas
de Culex tarsalis en el laboratorio. Las concentraciones evaluadas fueron: 400,
500, 600, 700, 800, 900 y 1000 ppm y la lectura de muertos fue realizada a los 24,
48 y 72 h Los extractos de semillas (A. muricata, C. papaya y A. indica) mostraron
los mejores resultados al matar con 1000 ppm mas de 80% de la poblacién desde
las 24 h.

Herrero (2015), evalud el efecto insecticida de un preparado comercial de
extractos de nim (Azadirachta indica) en tres dosis 1,6%, 3,2% y 6,4%, sobre
larvas de Phlebotomus papatasi (insecto-vector de Leishmaniasis). Los tres
tratamientos provocaron un efecto larvicida e inhibicion de la emergencia de las

pupas, provocando entre 98 y 100 % de mortalidad.

Sanchez et al. 2016, evaluaron el efecto repelente y toxico de extractos
metanolicos de neem (Azadirachta indica), malanga (Xanthosoma roseum), palo
mulato (Bursera simaruba), anona (Annona reticulata) y epazote (Dysphania
ambrosioides) en larvas, pupas y adultos de mosquito (Anopheles spp.). Las
pruebas de repelencia mostraron un efecto superior al 80% para los extractos de
epazote, nim y anona. La mortalidad de larvas y pupas fue del 100 % para el

extracto de anona.

Aleman et al. (2016), evaluaron la actividad repelente de extractos acuosos
de semillas de nim a concentraciones del 3 y 5 % contra mosquitos hembras de
Aedes aegypti encontrando que ambas concentraciones mostraron repelencia
entre 33-90%.

Morante 2019, determind el efecto del extracto etandlico de hoja de A.
indica sobre la viabilidad de los huevos y larvas de Aedes aegypti L. en
laboratorio. Los porcentajes de eclosiéon de huevos y las concentraciones del
extracto fueron: 86.65% para 0.0017 g/ml, 83.35% para 0.0034 g/ml y 73.35%
para la 0.0051 g/ml. Por otro lado, la concentracion de 0.0051 g/ml tuvo el
promedio mas bajo de eclosién (1.0) en la semana 1, en tanto que a 0.0034 g/ml y
0.0051 g/ml se evidencié una eclosion prolongada hasta la semana 4. Los
porcentajes de mortalidad larval fueron de 11.65% para la concentracion de
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0.0017 g/ml, de 36.65% para 0.0034 g/ml y 73.35% para 0.0051 g/ml, asi mismo,
la concentracion de 0.0051 g/ml mostré un efecto letal a las 24 h, seguido de
0.0034 g/ml a las 36 h y finalmente 0.0017 g/ml a las 48 h.

De manera reciente se han realizado algunos estudios sobre los vectores

de la enfermedad de Chagas, los cuales han mostrado resultados prometedores.

Barrientos-Gutiérrez et al. (2016), evaluaron la repelencia mediante pruebas
de confinamiento de seis extractos vegetales etandlicos en ninfas de primer instar
del vector de la enfermedad de Chagas Meccus pallidipennis (Hemiptera:
Reduviidae). Las especies botanicas consideradas para este estudio fueron
chicalote Argemone mexicana (Papaveraceae), epazote de monte Chenopodium
graveolens (Amaranthaceae), marrubio Marrubium vulgare (Lamiaceae), zoapatle
Montanoa tomentosa (Asteraceae), nim Azadirachta indica (Meliaceae) y pirul
Schinus molle (Anacardiaceae). La evaluacion implico refugios impregnados con
los extractos a varias concentraciones (100, 10, 1, 0.1, 0.001, 0.0001 y 0.00001
%), y diferentes tiempos de observacion (35 minutos, dos y 24 horas). Los
resultados obtenidos mostraron que los extractos de A. mexicana, A. indica, C.
graveolens y S. molle son los mas prometedores, con valores de repelencia
superiores al 70 % en al menos dos de los tiempos de observacion y
concentraciones empleadas. Especificamente el extracto etandlico del nim a su
concentracion absoluta, obtuvo un valor promedio de 94 % de repelencia a los 35
minutos y dos horas, mientras que a las 24 horas el promedio de repelencia fue
del 86 %. Al 10 % el extracto de nim obtuvo valores de mediana del 70 % a los
tres tiempos registrados, mientras que la repelencia promedio al 10 % fue de 74 y
72 % a los 35 minutos y dos horas respectivamente, asi mismo, a las 24 horas
obtuvo un 66 %. Al 1 % el valor de su mediana alcanz6 el 70 % a los 35 min y dos
horas, el valor promedio de esta concentracion a los dos tiempos sefialados fue

del 64 %, destacando por ser uno de los valores mas altos a esta concentraciéon

Barrientos et al. (2018), evaluaron en bioensayos de laboratorio el efecto del
extracto etandlico y hexanico de la semilla de nim sobre el vector de la

triapanosomiasis americana Meccus pallidipennis (Hemiptera: Reduviidae). El
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extracto hexanico provoc6 una mortalidad de 47.9, 37.5, y 27.1% en las ninfas en
concentraciones de 80, 60, y 30% respectivamente e inhibidé la eclosion con un
62.5 y 35 % de huevos. Por otra parte, el extracto etandlico mostr6é un efecto de
repelencia del 70% y 52% en concentraciones del 10 y 1% respectivamente.
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IVV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del extracto metandlico de hojas de Azadirachta indica en dos
estadios y en adultos de Triatoma dimidiata.

4.2. Objetivos particulares

Identificar los grupos de metabolitos secundarios presentes en el extracto
metandlico de hoja de A. indica.

Determinar la respuesta biologica ( mortalidad, alimentacion y muda) del extracto

metandlico de la hoja de A. indica en las ninfas del 3° y 4° estadio de T. dimidiata.

Determinar el efecto repelente del extracto metandlico de la hoja de A. indica en
adultos de T. dimidiata.
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V. AREA DE RECOLECTA

5.1. Ubicacion geogréfica

El material de Azadirachta indica se recolecto6 en la colonia “Paraiso bajo”, ubicada
en la 5ta poniente y libramiento norte en las siguientes coordenadas: 16°77'15” de
latitud Norte y 93°12’18” de latitud Oeste del municipio de Tuxtla Gutiérrez,
Chiapas. Limita al norte con los municipios de San Fernando y Usumacinta; al este
con el de Chiapa de Corzo, al sur con el de Suchiapa y al oeste con los de
Ocozocoautla y Berriozébal (figura 12). Presenta las siguientes coordenadas: 16°
45 11” de latitud Norte y 93° 07’ 56” de longitud Oeste y se ubica a una altitud de
600 metros sobre el nivel del mar. Cuenta con una extension territorial de 334.61
km2, que representa 0.5% del territorio estatal y 18.6% de la superficie regional
(Instituto Nacional de Estadistica Geografica e Informética (INEGI), 2019).

e Osumacinta

v

San Femando \ NFl

4 ./ Chiapade *
3 A . _Corzo
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de A {

Espinosa Suchlapa

Figura 12. Mapa de ubicacién del municipio de Tuxtla Gutiérrez. (Fuente: Gémez, 2014).

5.2. Clima

El clima del municipio es principalmente célido subhimedo con lluvias de verano y
semicalido subhumedo. En los meses de mayo a octubre, las temperaturas

minimas promedio son de 18 a 21°C. En tanto que las maximas promedio en este
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periodo son de 30 a 33°C (80.7%). Por otro lado, durante los meses de noviembre
a abril, las temperaturas minimas promedio se distribuyen de 12 a 15°C. Mientras
gue las maximas promedio en este mismo periodo son de 24 a 27°C (6.97%), de
27 a 30°C (47.24%) y de 30 a 33°C (45.79%) (Comité Estatal de Informacién
Estadistica y Geogréfica (CEIEG), 2019).

En los meses de mayo a octubre, la precipitacion media fluctia entre los 900
mm y los 1,200 mm, y en el periodo de noviembre-abril, la precipitacion media va
de los 25 mm a 200 mm (idem).

5.3. Vegetacion

La superficie municipal esta distribuida en: 24.2% de vegetacion secundaria (selva
baja caducifolia y subcaducifolia con vegetacion secundaria arbustiva y herbacea);
15.2% de selvas secas (selva baja caducifolia y subcaducifolia); 4.6% con
pastizales y herbazales (pastizal inducido); 0.3% de vegetacion secundaria (selva
alta y mediana subperennifolia con vegetacion secundaria arbustiva y herbacea)
0.23% selvas humedas y subhumedas (selva alta y mediana subperennifolia) que

abarca 0.23% y 0.2% bosques deciduos (bosque de encino) (idem).
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VI. METODOS

6.1. Recolecta del material vegetal

En el mes de marzo del 2019, se seleccionaron las hojas verdes del arbol del nim,
se envolvieron en una manta limpia y seca y se guardaron en bolsas de papel
estraza. El material biolégico se trasladé al laboratorio de docencia del Instituto de
Ciencias Biologicas de la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas, en donde
se lavaron con agua destilada y posteriormente colocadas en papel absorbente
durante 5 dias en condiciones de sombra hasta agotar la humedad. En una
licuadora comercial se metieron las hojas secas hasta que se obtuvo un polvo con

textura fina que permitié la extraccién de los componentes quimicos de la hoja.
6.2. Obtencion del extracto de hoja de A. indica

Se utilizé el método de maceracion en frio. Se colocaron 35 g del polvo de A.
indica en un frasco ambar de 500 ml y se afiadieron 300 mL de alcohol metilico
(metanol) al 99.9%, durante 72 horas agitandose 3 veces al dia; los residuos se
separaron por el método de filtracion al vacio y el extracto obtenido se concentro
en un rotaevaporador a 180 rpm y 40 °C. Este extracto se dej6 secar a
temperatura ambiente y se guardo en una placa Petri envuelta con papel aluminio

hasta su uso.

6.3. Identificacion de los grupos de metabolitos secundarios (MS)

Se prepard una solucidon madre que consistid6 de 10 mg del extracto seco la cual
se diluyé en 2 mL de agua destilada; para obtener una concentracion final de 5
mg/mL del extracto. Posteriormente se colocaron 100 puL en cada tubo de ensayo
para la realizacion de las pruebas coloridas, mas dos tubos de control: control 1
(extracto+agua) y control 2 (agua+reactivo).

Las pruebas se realizaron por duplicado y de acuerdo con Sheel et al.
(2014), los resultados se anotaron mediante un sistema de cruces para especificar
la presencia o ausencia de los grupos de metabolitos siguiendo los criterios de:

muy abundante (++++), abundante (+++), medio (++), ligero (+) y ausencia (-).
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Alcaloides: Prueba con el reactivo de Dragendorff

Preparacién del reactivo:

e Soluciéon A= 0.85 g de nitrato de bismuto, en 10 mL de acido acético glacial
en 40 mL de agua destilada.

e Solucién B= 8 g de Yoduro de potasio en 20 mL de agua destilada.

e Reactivo= 5 mL de solucién A + 4 mL de solucion B en 100 mL de agua
destilada.

A un tubo de ensayo con 100 pL del extracto se le afiadié 1 mL de HCI al
10%, y dos gotas del reactivo de Dragendorff. Un precipitado marrén en el extracto
indico la presencia de este metabolito.

Fenoles: Prueba de cloruro férrico
A un tubo de ensayo con 100 uL de extracto se le afiadio 1 mL de etanol y tres
gotas de FeClz al 3% en etanol. La aparicion de una coloracion verde en el

extracto correspondio a una reaccién positiva.

Flavonoides: Prueba de Shinoda

A un tubo de ensayo con 100 pL de extracto se le afladié 1 mL de etanol, 3 trocitos
de magnesio y 2 gotas de HCI concentrado. La reacciéon se observa de la
siguiente manera:

-Naranja: flavonas

-Rojo: flavononas

-Rojo azuloso: flavonoles

-Violeta: xantinas

Si hay presencia de clorofilas, al filtrado afiadirle un volumen igual de
solucion de acetato de plomo al 4% que contenga acido acético al 0.5 %, agitar,

dejar reposar 15 minutos y filtrar. Con el filtrado realizar el ensayo.

Glucésidos: Prueba de Molish
A un tubo de ensayo con 100 pL extracto, se le afiadié 1 mL de etanol, luego se

agregaron dos gotas de alfa-naftol al 5% en etanol y 1 mL de H>SO4, gota a gota

34



dejando resbalar por las paredes del tubo poco a poco. La formaciéon de un anillo

de color violeta en la interface indicé una reaccion positiva.

Saponinas: Prueba de espuma
A un tubo de ensayo con 100 pL extracto, se le afiadié 1 mL de agua destilada, se
tapd y agitod vigorosamente durante 30 segundos, la aparicién de espuma durante

2 minutos indico la presencia de saponinas.

Taninos: Prueba para taninos hidrolizables y condensados

A un tubo de ensayo con 100 uL de extracto, se le afiadieron 1 mL de agua y dos
gotas de solucién acuosa de FeCls al 2%. La aparicion de una coloracion azul
indicé que se trataba de taninos hidrolizables y una coloracion verde la presencia

de taninos condensados.

Terpenos: Prueba de Salkowski

A un tubo de ensayo con 100 pL del extracto se le afiadié 1 mL de cloroformo y 1
mL de H2SO4 concentrado agregando gota a gota para formar una capa. Al
formar una coloracibn marron rojiza de la interface indica una reaccion positiva

para terpenos.

Esteroides: Prueba de Liebermann-Burchard

Preparacion del reactivo:

e Solucion A= colocar 1 mL acido acético anhidrido en 1 mL de cloroformo.

e Reactivo= Resbalar por la pared 1 gota de acido sulfarico a la solucion A.

A un tubo de ensayo con 100 pL de extracto se le afadi6 1 mL de
cloroformo y 1 mL del reactivo de Liebermann-Burchard. La reaccién fue positiva
para esteroides si se desarroll6 una coloracién azul verdoso o verde en la fase

superior.

Lactonas-sesquiterpénicas: Prueba de Baljet

Preparacién del reactivo:

e Solucion A= colocar 0.5 g de &cido picrico en 50 mL de agua destilada.

35



e Solucion B=5 g de NaOH en 50 mL de agua destilada.

e Reactivo= solucion A + solucion B (Dominguez, 1988).

A un tubo con 100 uL de extracto, se le agregd 1 ml de etanol y se agito.
Posteriormente se le afiadi6 1 mL del reactivo de Baljet. La presencia de una
coloracion roja (++) o precipitado de color rojo (+++) indicé una prueba positiva.

6.4. Mantenimiento de triatominos

El mantenimiento y reproduccion (ninfas y adultos) de T dimidiata se realiz6 en el
laboratorio Multidisciplinario Experimental y Bioterio, utilizando contenedores de
plasticos de 12 cm de largo por 6 cm de diametro, a una temperatura de 25° +2°
C,y 75 % de humedad y un fotoperiodo de 12:12. Cada 15 dias se alimentaron
“ad libitum” utilizando como fuente de sangre a ratones de la cepa Balb/c y se
registraron los alimentados hasta replecion y siguiendo un codigo, para su

reconocimiento posterior.

6.5. Efecto en la mortalidad, alimentacion y muda en las ninfas de T.
dimidiata

Se formaron dos grupos de ninfas del 3° estadio, un experimental que se expuso a
una concentracion del extracto de nim a 500 ppm diluido en metanol al 99.9%
(T1=500 ppm) y otro como control (solo metanol) (T2=0 ppm). Todos los ensayos
se realizaron por triplicado, donde cada repeticion consistio de 20 ninfas escogidas
al azar, para un total de 60 chinches por cada grupo. El mismo procedimiento para

las ninfas del 4° estadio. El protocolo de exposicién fue el siguiente.

Exposicién directo (a): a cada ninfa del grupo experimental de 3° o de 4°
estadio se le aplicd en la parte dorsal 5 pL del extracto de hoja de nim (una sola
aplicacion) y para el grupo control se aplicé el diluyente (metanol al 99.9 %).
Posterior a la aplicacion se contabiliz6 el nimero de chinches muertas en las
semanas 1, 2, 3y 4 y se obtuvo el porcentaje de mortalidad, que corresponde a la
relacion entre el numero de individuos muertos y el niumero total de individuos por
100 (Barrientos et al. 2018).
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Ademas de la mortalidad, se determiné el efecto en la alimentacion de las
ninfas, donde se registré el niumero de ninfas que comieron a los 15 y 30 dias
posteriores a la aplicacion del extracto y para determinar el efecto en la muda se
contabilizé el numero de exuvias producidas a partir de los 30 dias y esto permitio
obtener el porcentaje de ninfas que mudaron al siguiente estadio (de tercero al

cuarto y de cuarto al quinto).

6.6. Repelencia en adultos

Para determinar la actividad repelente del extracto se utlizaron las
concentraciones de 750 ppm y de 500 ppm diluidos en metanol a 99.9 %. De
acuerdo con Dadé et al. 2014, el papel filtro de 8.3 cm fue dividido en dos y una de
las partes se impregnd con 500 uL del extracto a la concentracion correspondiente
y la otra mitad se dej6 sin tratamiento. El papel se secé por 10 min y
posteriormente se unieron ambas partes con una cinta adhesiva colocandolas en
una caja Petri. Para el grupo control se utiliz6 metanol al 99.9%. En cada caja Petri
se colocaron 5 triatominos y se realiz0 5 repeticiones teniendo un total de 25
triatominos en cada tratamiento. Se registré la distribucion de los triatominos
sobre el papel a las 2 y 24 h. Para determinar el porcentaje de repelencia de cada

bioensayo se utilizo la siguiente férmula:

PR= (RC-50)x 2
Donde:
PR= porcentaje de repelencia

RC= porcentaje de triatominos que se encuentran en al area sin tratar.

Los valores positivos (+) indican repelencia y valores negativos (-) indican

atraccion.
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Analisis de datos

Para el andlisis estadistico de la mortalidad, alimentacion y muda se realiz6 la
prueba de t de student para muestras independientes (control y experimental). Los
datos de repelencia no mostraron una distribucion normal (prueba de Shapiro-wilk,
p=0.63) y se utilizé la prueba de Kruskall-Wallis. El valor de significancia
estadistica se establecié cuando p<0.05.
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VIl. RESULTADOS

7.1. Rendimiento del extracto e identificacion de los grupos de metabolitos
secundarios (MS)

A partir de un peso seco de 35 g hojas de nim, se obtuvieron 2.5 g del extracto
metandlico, con una coloracién verde oscuro, apariencia brillante, consistencia

pegajosa, olor caracteristico parecido al ajo y un sabor amargo (figura 13).

Peso Rendimiento Porcentaje de
seco del extracto rendimiento
(polvo) | metandlico

35¢g 25¢g 8.51

Figura 13.- Extracto seco de A. indica.

Alcaloides

No se observo la presencia de alcaloides, asi como se puede ver en la figura 14,
el tubo B (extracto+reactivo) didé una reaccion negativa porque no presentd una
coloracion marron, al igual que las del control (A y C). Posiblemente a que los
vegetales contienen generalmente cantidades apreciables de materia grasa que
impide el buen desarrollo en los procesos extractivos, produciendo emulsiones,
por lo tanto, es necesario extraer primero la grasa del material vegetal secay
molida, utilizando como solventes el hexano o éter de petroleo, lo cual no se

realizo.
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Figura 14.- Prueba de Dragendorf. A=control 1 (extractotagua), negativa; B=
extracto+reactivo, negativa y C= control 2 (agua+treactivo), negativa.

Fenoles

En la figura 15, el tubo B (extracto+reactivo) cambié de color dando un verde-
limén (reaccion positiva) indicando la presencia de fenoles, a diferencia de los
tubos A y C que no presentaron cambio de color. Esta respuesta se debe al
ataque producido por el ién cloruro al hidrogeno del grupo hidroxilo provocando
una ruptura de enlace y la unién del grupo fendxido al hierro (formacion de
complejo), lo que da una coloracién verde, dependiendo de la cantidad de fenoles

presentes el extracto se puede tornar de un color verde mas oscura.

Figura 15.- Prueba de cloruro férrico. A= Control 1 (extracto+agua), negativa; B=
extracto+reactivo, positiva y C=control 2 (agua + reactivo), negativa.

40



Flavonoides

La reaccion de Shinoda dio un resultado positivo puesto que el extracto se torn6
de una coloracion naranja (figura 16: B) y esto indica la presencia de flavonas,
mientras que en los tubos A y C no hubo reaccion. La reaccién positiva se debe a
la presencia de HCI concentrado y Zn o Mg como catalizadores, se genera
hidrégeno que actta sobre el anillo C (p-benzoquinona) dando como resultado la
formacién de un i6n (flavilio u oxonio) que da el color desde rosa, salmén hasta
magenta, naranja o rojo escarlata. Dependiendo de la concentracién de flavonas,
flavanonas y flavanonoles, si éstos estan en mayoria, se puede ver un color verde

0 azulado.

Figura 16.- Prueba de Shinoda. A= Control 1 (extracto+agua), negativa; B= extracto+reactivo
positiva y C= control 2 (agua+reactivo), negativa.

Glucésidos

Los glucosidos fueron los componentes mas abundantes y posiblemente los
responsables de la apariencia brillante del extracto. La prueba de Molish dié una
reaccion positiva como se muestra en el tubo B (extracto+reactivo) de la figura 17,
donde el extracto form6 un anillo de color vino-violeta, la cual indica la presencia

de carbohidratos, diferentes las del tubo control (A 'y C), las cuales no presentaron
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este color. Los glucidos, debido a la accion del &cido sulfdrico concentrado se
deshidratan formando compuestos furfuricos. Estos furfurales se condensan con el

reactivo de Molish (solucion alcohdlica de alfa-naftol), dando un producto violeta.

Figura 17.- Prueba de Molish. A= Control 1 (extracto+agua), negativa; B= extracto+reactivo, positiva
y C= Control 2 (agua+reactivo), negativa.

Saponinas

Las saponinas son consideradas glicésidos solubles en agua, que tienen la
propiedad de disminuir la tensién superficial del agua generando asi la espuma,
para una prueba positiva esta espuma se mantiene hasta media hora después de
haber agitado el tubo. Esta prueba di6 un resultado negativo, puesto que el
extracto no formo6 ninguna espuma (figura 18, A) después de agitar, al igual que el

tubo control (B), indicando la ausencia de este metabolito.

Figura 18.- Prueba de espuma. A= extracto + agua, negativa y B= control (agua), negativa.
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Taninos

El cloruro férrico reacciona con los grupos oxhidrilos (-OH) presentes en los
compuestos polifendlicos y provoca un cambio de color en los extractos (azul,
verde). Esta prueba di6é un resultado negativo, como se muestra en la figura 19, el
tubo B (extracto+reactivo) no mostré ningiin cambio de color, al igual que los tubos
de control (A'y C), indicando la ausencia de este metabolito.

Figura 19.- Prueba de taninos. A= control 1 (extracto+agua), negativa; B= extracto+reactivo,
negativa y C= control 2 (agua+reactivo), negativa.

Terpenos

La presencia de compuestos triterpenoides insaturados provoca la formacion de
un anillo color rojo, café o marrén rojizo, debido a la accion del acido sulfdrico.
Este efecto se observo en el tubo B (extracto+reactivo) de la figura 20, donde se
formo una coloracion café en la interfase, a diferencia de los tubos control (A'y C),
la reaccién positiva indica la presencia de este metabolito, la cual es el

responsable del olor caracteristico del extracto de hoja del nim.
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Figura 20.- Prueba de Salkowski. A= control 1 (extracto +agua), negativa, B=
extracto+reactivo, positiva y C= Control 2 (agua+reactivo), negativa.

Esteroides

Para la prueba de Liebermann-Burchard dié un resultado positivo, puesto que el
extracto presentd una coloracion verdosa en la fase superior (figura 21, B) donde
se encuentra el medio anhidro, indicando la presencia de este metabolito. Mientras
qgue el control 1 (A) y 2 (C) no formaron ninguna coloracién en la parte superior.
Esta reaccion tiene que ver con la perdida de agua y protonizacion del colesterol,
donde los polimeros de hidrocarburos no saturados se condensan en el medio

anhidro, dando esta coloracion verde.

Figura 21.- Prueba de Liebermann-Burchard. A= control 1 (extracto+agua), negativa; B=
extracto+reactivo, positiva y C= Control 2 (agua +reactivo), negativa.
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Lactonas-sesquitespénicas

Las lactonas-sesquiterpénicas se caracterizan por poseer un anillo lacténico en su
estructura. La prueba de Baljet se basa en la formacion de un complejo entre el
acido picrico y la lactona a, B-insaturadas dando un coloracion naranja o rojo
oscuro. En la figura 22 se puede observar que el tubo B (extracto+reactivo) se
tornd de una coloracion mas naranja que el tubo C (agua-reactivo), mientras que
el tubo A (extracto+agua) no cambié de color. Una coloracién naranja indica la
presencia de este compuesto y posiblemente son los responsables del sabor
amargo del extracto.

Figura 22.- Prueba de Baljet. A=control 1 (extracto+agua), negativa B= extracto+reactivo,
positiva y C= control 2 (agua+reactivo), negativa.

En general, los compuestos fitoquimicos identificados fueron: fenoles,
flavonoides (flavona), glucésidos, terpenos y esteroides. EI compuesto con mayor
cantidad presente en la hoja del nim fueron los glucésidos (++++), seguido de

terpenos (+++), esteroides (+++) y flavonoides (++) (cuadro 1).
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Cuadro 1.- Resultados de la prueba fitoquimica del extracto metandlico de la hoja de nim.

++

et

+++

s

+

Criterio: ausencia (-), ligero (+), medio (++), abundante (+++) y muy abundante (++++).

7.2. Mortalidad de las ninfas de T. dimidata

La mortalidad de las ninfas del 3° estadio expuestas a 500 ppm de extracto se
registrd hasta la tercera semana con un promedio de 23.33 % y 20 % en la cuarta
semana; a diferencia del grupo control, donde la mortalidad fue de 11.67 % hasta
la cuarta semana (figura 23), encontrando una diferencia significativa (p=0.002)
entre el grupo control (0 ppm) y experimental (500 ppm).

m0ppm ®m500 ppm
25 23:33

20

11.67

% MORTALIDAD

SEMANAS

Figura 23.- Mortalidad de ninfas del tercer estadio. (3 repeticiones y n=20).
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En las ninfas del 4° estadio la mortalidad fue de 13.33 % y 11.67 % en la
segunda y tercera semana respectivamente y ninguna en la cuarta semana. Por
otro lado, el grupo control presentd una mortalidad de 11.67 % hasta la tercera
semana. No se encontr6 una diferencia significativa (prueba de t de student,
p=0.07) entre las concentraciones (0 ppmy 500 ppm).

m0ppm =500 ppm

14 13.33
11.6711.67
1 6711.6
2
3 10
-
< 8
X 6
o)
= 4
O\O
2
0 0 0 0 o0
0
1 2 3 4
SEMANAS

Figura 24.- Mortalidad de ninfas del cuarto estadio. (3 repeticiones y n=20).

En la figura 25 se presenta los porcentajes de mortalidad acumulada al final
de dicho periodo, siendo 43.33 % para el tercer estadio y 25 % para el cuarto,
mientras el grupo control fue de 11.67 % para ambos estadios. Realizando el
analisis estadistico, se encontré6 una diferencia estadisticamente significativa
(prueba de t de student, p=0.002) entre los grupos experimentales, asi como se
demuestra en la figura 26. Se puede decir que las ninfas del tercer estadio fueron
mas susceptibles al efecto del extracto de hoja del nim puesto que el 56.67%
sobrevivié después de las cuatro semanas, a diferencia de las ninfas del cuarto
estadio el porcentaje de sobrevivencia fue del 75%; mientras que el grupo control

fue superior a 80% en ambos estadios (figura 25).
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Figura 25.- Porcentaje de mortalidad vs sobrevivencia de las ninfas de T. dimidiata al final
del periodo de observacion.
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Figura 26.- Comparacion de mortalidad acumulada entre las ninfas del tercer (3E)
y cuarto estadio (4E).



7.3. Efecto en la alimentaciéon

El 85% de las ninfas del tercer estadio expuestas al extracto comieron a los 15
dias post tratamiento y este porcentaje se redujo a 56.66 % a los 30 dias.
Respecto al grupo control, la alimentacion se mantuvo en un porcentaje superior al
80% (cuadro 2). El analisis estadistico mostré una diferencia significativa (prueba
de t de student p=0.02) a los 30 dias entre los dos grupos y puede que el

extracto inhibi6 la alimentaciéon de las ninfas.

El porcentaje de las ninfas del cuarto estadio que comieron a los 15 dias
fue del 33.3% y aumento al 75% a los 30 dias, diferente al grupo control (cuadro
2). Al hacer la prueba estadistica se encontré una diferencia significativa (prueba
de t de student, p=0.017) a los 15 dias entre el grupo experimental y el control.
Practicamente el extracto no afecto el comportamiento de alimentacion en las del

cuarto estadio.

Cuadro 2.- Comportamiento alimentario de los triatominos posterior a la

aplicacion del extracto.

Concentracion Dias % alimentacioén

(ppm) Tercer estadio ~ Cuarto estadio

500 15 85a 33.3b
30 56.66b 75a
0 15 90a 88.33a
30 88.33a 86.66a

(3 repeticiones y n=20, por estadio). La letra a y b indican diferencias
significativas, por estadio
7.4. Efecto sobre la muda

Las ninfas del tercer y cuarto estadio completaron su desarrollo entre 40-75 dias
en promedio para ambos grupos (control y experimental). A pesar de que las

condiciones de temperatura (25° +2° C) y humedad (75 %) fueron constantes, se
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observé un menor porcentaje de muda en el grupo experimental en las ninfas del
tercer estadio (56.6%), diferente al grupo control. El analisis estadistico mostré
una diferencia significativa (prueba de t, p=0.03) entre estos dos grupos. Mientras
gue, en las ninfas del cuarto estadio, el porcentaje de muda fue superior al 70% en
los dos concentraciones (0 ppm y 500 ppm). Por lo tanto, no se encontré una
diferencia significativa (prueba de t, p=0.07), por lo que las ninfas no se vieron

afectados por el extracto de nim.

100 88.3 88.3

80 75

60 56.6

40

Porcentaje de muda

20

Tercer estadio Cuarto estadio

500 ppm 0 ppm

Figura 27. Porcentaje de ninfas que mudaron.

7.3. Efecto repelente del extracto metandlico de la hoja de A. indica en

adultos de T. dimidiata

Los datos analizados estadisticamente mostraron una diferencia significativa
(prueba de Kruskall-wallis, p=0.027) sobre el efecto de repelencia con relacion a
las concentraciones utilizadas. La concentracion de 750 ppm presentdé mayor
efecto de repelencia 50 y 60%a las 2 y 24 h respectivamente. Mientras que la
concentracion de 500 ppm presentd una menor repelencia siendo el mismo
porcentaje (26%) a las 2 y 24 horas; en el grupo control no se encontrd repelencia

alguna (cuadro 3).
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Cuadro 3.- Repelencia en adultos*

24 h

2

750 50+9.5 a 605 a
500 26+5.5 b 26+5.5 b
0 0+0 c 0+0c

*promedio de 5 repeticiones con n=5 cada una, total 25 adultos. Letras

diferentes en la misma columna indican diferencias significativas.



VIII. DISCUSION

Los problemas causados por el uso excesivo de insecticidas sintéticos obligan a
buscar nuevas alternativas de manejo de insectos que causan dafio en la
agricultura y la salud humana. Una de las alternativas es el uso de sustancias
semioquimicas derivadas de metabolismo secundario de las plantas que tienen la
capacidad de intervenir en la comunicacion quimica entre organismo (Mareiggani,
2001).

El rendimiento total que se obtuvo del extracto metandlico de la hoja fue
8.51%, es un porcentaje promedio (6.21%) entre lo reportado por Kurniati et al.
(2018) y Avalos-Soto et al (2014) mayor al 12.15%. El alcohol metilico permite
obtener mayor rendimiento de los extractos, porque este solvente puede extraer

tanto compuestos polares y no polares, a diferencias de otros solventes.

El extracto metanodlico reveldo la presencia de terpenos, glucésidos,
flavonoides, esteroides, fenoles, lactonas-sesquiterpénicas, similar a lo reportado
por Madaki et al. (2016) y Priyanka et al. (2017). Sin embargo, Kurniati et al.
(2018) solo identificaron esteroides, terpenoides y saponinas. Segun Esparza-Diaz
et al. (2010), el proceso de extrusion en frio con alcohol metilico produce un
extracto con mas constituyentes fitoquimicos y con mayor contenido del principio
activo del nim (azadiractina). Aunque los resultados mostraron que en el extracto
metanolico de hoja del nim se extrajo una buena cantidad de terpenos, es
necesario comprobar la presencia de Triterpenoides, dado que Angulo Escalante
et al. (2004) y Ramos et al. (2004) afirman que la azadiractina pertenece a esta
clasificacion y es el compuesto quimico responsable de la actividad repelente del
nim, anti alimentaria, inhibidor del crecimiento, ademas de otros efectos. Cabe
mencionar que el principio activo del nim (azadiractina) y otros triterpenos
(salanina, meliantrol, nimbina y nimbidina), se encuentra en mayor proporcion en

las semillas que en las hojas.

En este estudio se observé el efecto insecticida del extracto la hoja de A.

indica en las ninfas de tercer estadio cuya mortalidad se registré a la tercera y
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cuarta semana 23.33% y 20% respectivamente y en las del cuarto estadio la
mortalidad con porcentajes mas bajos con 13.33 % en la segunda semana y
11.67 % en tercera. Barrientos et al. (2018), reporté la mortalidad en las dos
primeras semanas con porcentajes mas altos hasta un 47.9% en la cuarta
semana; utilizando extractos etandlicos sin diluir de la semilla, aun con diluciones
al 80 y 60% la mortalidad fue, en ambas concentraciones, del 27.1% de
mortalidad, manteniéndose durante las 4 semanas. El efecto a largo plazo, es
decir, varias semanas después de la aplicacibn puede deberse a que la
azadiractina actia de una manera lenta por contacto que por digestion y que se
debe pasar algunos dias para manifestar su efectividad en los insectos (Arias et al.
2009; Lopez y Estrada, 2005). También se debe a que los compuestos
triterpénicos se encuentran en mayor cantidad en las semillas que en las hojas del

nim.

En otras especies de insectos los resultados han sido mas altos como lo
reportado por Gonzales et al. (2013), en donde con una concentracion de 1000
ppm del extracto de semilla, la mortalidad de larvas de Culex tarsalis fue superior
al 80% desde las 24 h. Asi mismo, Morante (2019) reportaron una mortalidad de
11.65% al 73.35% desde las 24 h en larvas de Aedes aegypti L. También se ha
observado la toxicidad de los derivados del nim en otros insectos hemipteros
como Rodnius prolixus (Alzogaray y Zerba 2016), Nezara viridula (Durmusoglu et
al., 2003) y en garrapatas (Rhipicephalus sanguineus) (Nolasco at al., 2018). Los
bajos porcentajes de mortalidad (25 y 43.33%) registrados en las ninfas de T.
dimidiata es debido a que los extractos del nim son mas efectivos contra insectos
con cuticula blanda que con cuticula gruesa. Ya que los hidrocarburos cuticulares
de los triatominos, no solo estan implicados para evitar la pérdida de agua letal por
evaporacion, sino que también participan en la comunicacién quimica y tienen un
rol relevante en evitar la facil penetracion de los toxicos (Moriconi, 2020), ademas

la cuticula de T. dimidiata se encuentra mas desarrollada que de otros insectos.

Los resultados obtenidos muestran que el extracto metandlico de hojas del
nim tuvo efecto sobre la alimentaciéon de las ninfas del tercer estadio puesto que el

85% comieron a los 15 dias y este porcentaje se redujo a 56.6% a los 30 dias. Por
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el contrario, las ninfas del cuarto el 33.3% comieron a los 15 dias, pero este
porcentaje aumento al 75% en la segunda alimentacion. Se ha observado también
el efecto antialimentario del nim en ninfas de Rhodniux prolixus, insecto
hemat6fago con importancia epidemioldgica (Garcia et al. (1991), en larvas de
Spodoptera frugiperda (Capataz et al., 2007); y Tenebrio molitor (Coleoptera), a
concentraciones bajas (Kurniati et al., 2018). Se ha demostrado que los insectos
cuando estan expuestos al extracto del nim dejan de alimentarse (Morgan, 2009).
Debido a que el arbol del nim A. indica A. Juss. contiene diversos componentes
con actividad insecticida, siendo la mas importante la azadiractina (AZA), y el
salanin (Niir, 2004). Las cuales son unos de los triterpenos que estimulan las
células disuasorias de alimentacién y esto hace que los insectos pierdan el apetito

y eviten comer lo que se conoce como efecto antialimentario.

El extracto de A. indica no retardo el proceso de muda en los dos estadios
de T. dimidiata puesto que la muda se present6 entre 40 a 75 dias en promedio, al
igual que el grupo control. Estos resultados son similares a lo reportado por Reyes
y Angulo (2009) que, en condiciones de laboratorio las ninfas de tercero y cuarto
estadio de T. dimidiata completan su desarrollo entre 41 y 61 dias. Sin embargo, el
56.6% de las ninfas de tercer estadio mudaron al cuarto, y el 75% del cuarto
estadio mudaron al quinto. Los resultados obtenidos se deben posiblemente a la
presencia de azadiractina, la cual es uno de los triterpenos que actia como anti-
muda. Su modo de accién es mas efectivo contra insectos fitéfagos porque
ingieren directamente las plantas tratadas y actia de una manera rapida. Por el
contrario, en insectos no fitofagos, como T. dimidiata, la efectividad es menor
porque no siempre los insectos absorben por completo la sustancia debido a la

cuticula

El efecto repelente del extracto de A. indica en adultos de T. dimidiata fue
significativa a la concentraciéon de 760 ppm con un 50% y 60% a las 2 y 24 h
respectivamente. El nim esta catalogada como insecticida efectivo en diferentes
especies de insectos, actuando como repelente. Barrientos et al. (2018) y
Barrientos et al. (2016) mencionan que con extracto de semilla de nim obtuvieron

una repelencia mayor al 70 % en adultos y ninfas del triatbmino Meccus
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pallidipennis. Falasca y Bernabé (2009), han atribuido la accién repelente de A.
indica al salanin (o salannin) que se encuentra en hojas y semillas. Trinidad y
Ganoa (2011) confirman el efecto repelente del polvo de hojas de nim contra
coleopteros. El extracto de A. indica al poseer un olor caracteristico al ajo, debido
a la presencia de la azadiractina y el salanin, hace que los insectos se alejen de la

zona impregnada.

De acuerdo con los resultados obtenidos, el extracto metandlico de las
hojas de A. indica podria ser una alternativa para el manejo y control del vector T.
dimidiata. Por lo que se propone realizar otros estudios mas especificos para
obtener mejores, utilizando otras partes del arbol del nim (A. indica) y con

concentraciones >500 ppm.
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IX. CONCLUSION

Se identificaron seis grupos de metabolitos secundarios: fenoles, flavonoides,
glucosidos, terpenos, esteroides y lactonas-sesquiterpénicas, en el extracto
metanolico de las hojas del nim (A. indica).

Las ninfas del tercer estadio fueron mas susceptibles al extracto metandlico

de las hojas del nim con una mortalidad acumulada del 43.33%.

El extracto metandlico tuvo un efecto antialimentario del 28.4% entre la

primera y segunda alimentacion en ninfas del tercer estadio.

El extracto metanodlico tuvo efecto sobre la muda en ninfas del tercer

estadio.

El extracto metandlico de la hoja de A. indica tuvo mayor efecto repelente a
las 24 h (60%) en adultos de T. dimidiata a una concentracion de 750 ppm.
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X. RECOMENDACIONES

Realizar otros estudios para determinar, principalmente, los compuestos
triterpénicos presentes en los extractos del A. indica e identificar la presencia de
azadiractina, puesto que es uno de los triterpenos mas potentes contra los

insectos.

Realizar otros métodos de extraccion y solventes que permitan obtener

mayor rendimiento del extracto de nim.

Evaluar el efecto insecticida de otras partes del arbdl de A. indica, utilizando

concentraciones >500 ppm tanto en ninfas y adultos de T. dimidiata.

Determinar el indice antialimentario (IA) para obtener resultados precisos

sobre el efecto en la alimentacion de las ninfas.
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