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RESUMEN

Objetivo Evaluar la actividad larvicida de dos fracciones etéreas de Heli opsiso-
ppositifolia (L.) Drucey Jaegeria hirta (Lag.) Less en larvas de Aedes (Stegomyia)
aegypti (L.) de 3-4 instar, en el municipio de Armenia, Quindio.

Métodos Se realizod la colecta y analisis fitoquimico preliminar de dos especies
vegetales, H. oppositifolia'y J. hirta. Fueron preparadas fracciones etéreas de las
dos especies. Con estas fracciones, fueron evaluadas 11 concentraciones para
determinar las concentraciones letales CL50, CL90 y CL95 después de 24 y 48h.
Con los resultados de las CL50,CL90 y CL95, se simuld y construyd un modelo
que describe la dinamica poblaciéon-concentracion letal.

Resultados La marcha fitoquimica preliminar permitié caracterizar en H. oppositi-
foliay J. hirta la presencia de: Taninos, flavonoides, quinonas, glicésidos cardioto-
nicos, esteroles, lactonas, terpenos, coumarinas y alcaloides. Las CL, 48 después
para J. hirta (CL5024 CL9070 y CL9593 ppm) fueron menores que H. oppositifolia
(CL5039, CL9077y CL9594 ppm). EI ANOVA factorial confirmé esta tendencia, J.
hirta (66 %, F=18.5, p<0.05) y H. oppositifolia (34 %, F=18.5, p<0.05). La simula-
cion matematica sugiere que la aplicacion cada 15 dias de la CL50, y cada 30 dias
de las CL90 y CL95 de cualquiera de las dos especies, tienen la misma respuesta
que la utilizacion de las CL90 y CL95 cada 30 dias o la CL50 cada 15 dias.
Conclusion Ambas especies poseen efecto larvicida. Sin embargo, J. hirta se
mostré mas promisoria como futuro bioinsecticida para el control de estados inma-
duros de Ae. aegypti.

Palabras Clave: Aedes, relacion dosis-respuesta a droga, epidemiologia, extrac-
tos vegetales (fuente: DeCS, BIREME).
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ABSTRACT

Objective Evaluating the larvicidal activity of two ether factions from Asteraceae
(the aster, daisy or sunflower family, i.e. Heli opsisoppositifolia (L.) Druce (oxeye,
sunflower-like) and Jaegeria hirta (Lag.) Less (weed-like)) on Aedes (Stegomyia)
aegypti (L.) final third instar or initial fourth instar larvae near the town of Armenia
in the Quindio Department in Colombia.

Methods H. oppositifolia and J. hirta plants were collected and submitted to phy-
tochemical analysis. Ether fractions were prepared form both species to assess 11
concentrations for determining LC50, LC90 and LC95 lethal concentrations after
24 and 48h. The LC50, LC90 and LC95 results were used to create a mathematical
model for describing lethal population-concentration dynamics.

Results Phytochemical analysis identified tannins, flavonoids, quinones, cardiac
glycosides, sterols, lactones, terpenes, courmarins and alkaloids in H. oppositifolia
and J. hirta. LC after 48h regarding J. hirta (LC50 24, LC90 70 and LC95 93ppm)
was lower than those for H. oppositifolia (LC50 39, LC90 77 and LC95 94 ppm). A
factorial ANOVA test confirmed this trend: 66 %, F=18.5 and p<0.05 for J. hirta and
34 %, F=18.5 and p<0.05 for H. oppositifolia. The mathematical simulation model
suggested that using LC50 every 15 days and LC90 and LC95 every 30 days from
either of these species led to the same response compared to using LC90 and
LC95 every 30 days or LC50 every 15 days.

Conclusion Both species had a larvicidal effect. However, J. Hirta turned out to be
more promising as an eventual bioinsecticide for controlling A. Aegyptiimmature states.

Key Words: Aedes,dose-response relationship, drug, epidemiology, plant extract
(source: MeSH, NLM).

hombre, su transmision esdada a través del proceso alimenticio de

hembras de Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762). Se han rea-
lizados estudios para desarrollar una vacuna contra la enfermedad, pero dada
su complejidad, la mejor forma de control continua siendo el uso de insec-
ticidas quimicos. Sin embargo, el uso continuo de estos insecticidas ha se-
leccionado poblaciones resistentes, generando problemas en los programas
de control de vectores (1-5). Una alternativa para el control del vector es la
busqueda de larvicidas de origen botanico, por ser una opcion accesible, de
bajo costo y menos nociva para el hombre y el ambiente (6-7).

El virus del dengue, es la arbovirosis mas importante que afecta al

Los larvicidas de origen botanico, son productos naturales que pertene-
cen al grupo de los llamados metabolitos secundarios, los cuales, incluyen
una gama de productos quimicos, entre los que sobresalen alcaloides, ter-
penoides, cumarinas, y fenoles. Los metabolitos secundarios no tienen una
funcion conocida en los procesos fisiologicos de las plantas. Sin embargo, su
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actividad biologica, como por ejemplo: control de vectores, entre otras,esta
bien documentada en la literatura sobre ecologia quimica (8).

H. oppositifoliay J. hirta, pertenecen a la familia Asteraceae, una de las
familias mas grandes comparable en complejidad y nimero de especies con
las orquideas (9). H. oppositifoliay J. hirta se localizan principalmente en las
zonas montafnosas humedas, comtinmente en condiciones de disturbio (10)
y, desde el punto de vista fitoquimico, por pertenecer a la familia Asteraceae,
podrian tener un potencial insecticida (11-15). Este trabajo evalu6 la activi-
dad larvicida de dos fracciones etéreas de H. oppositifolia (L.) Drucey J.
hirta (Lag.) Less, en larvas de Ae. (Stegomyia) aegypti (L.) de 3-4 instar, en
el municipio de Armenia, Quindio.

MATERIALES Y METODOS

Fase de campo y manutencion del material: Se colectaron ejemplares en horas
de la manana de H. oppsitifoliay J. hirta en los municipios de Salento, Filandia
y Armenia, en el Departamento del Quindio, Colombia.Se colecté material
vegetal en Optimo estado fitosanitario de todas las partes vegetativas de la
planta (hojas, tallos,raices, flores y/o frutos).

Las larvas de Ade. aegypti fueron colectadas en 8 barrios (Gaitan, Berlin,
Proviteq, La Mariela, El Placer, La Maria, Miraflores y Uribe) de la zona urbana
de la ciudad de Armenia, siguiendo la metodologia de la Organizacion Mundial
de la Salud (PAHO) para determinar indices de infestacion de Ae. Aegypti (16).
Las larvas fueron almacenadas hasta la emergencia de los adultos bajo condi-
ciones controladas (25+10C, humedad 80+10 % y fotoperiodo 12:12 h) en el
laboratorio de Biologia de la Universidad del Quindio. Cuando emergieron los
adultos, éstos fueron identificados a nivel de especie. Todos los adultos de Ae.
aegypti fueron reunidos para establecer una colonia base, la cual fuedenomi-
nada ARMO8.Los adultos fueron alimentados con una solucion azucarada al
10 %. Para inducir la oviposicion de las hembras, fue suministrada alimentacion
sanguinea dos veces por semana utilizando ratones (Mus muscullus Swiss).

Fase experimental:
Marcha fitoquimica preliminar

La extraccion vegetal y analisis fitoquimico preliminar de H. oppsitifolia y J.
hirta se realizo siguiendo la metodologia descrita por Bilbao (17).
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Bioensayos

La preparacion de los extractos etéreos de H. oppsitifolia y J. hirtapara la
realizacion de los bioensayos sigui6 la metodologia descrita por Bilbao
(17). Los bioensayos fueron realizados utilizando larvas de la generacion
F1 de Ae. Aegypti provenientes de la colonia ARMOS. Los bioensayos con
multiples concentraciones fueron realizados siguiendo la metodologia
descrita por la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) (18). Tres
experimentos con cuatro réplicas cada uno fueron usados para evaluar 11
concentraciones[13,17,20,24,26,31,34,37,40,43 y 46 ppm] para determinar
mortalidad larval entre 5 y 95 %. Cada réplica con 10 larvas de Ae. aegypti de
3-4 instar totalizando 440 larvas por experimento. Se afiadieron 20 ml de agua
filtrada con las larvas en todos los vasos plasticos. Se utilizaron dos grupos
como control de los experimentos, uno utilizando agua filtrada y otro etanol
absoluto al 95 % (el solvente de los extractos etéreos).

Las CL50, CL90 y CL95 fueron expresadas como porcentaje de mor-
talidad y fue analizada utilizando el método log-probit de Finney (19)
utilizando el programa Probit de Raymond et al. (20). Estas CL, fueron
calculadas 24 y 48h después de realizados los bioensayos. Adicionalmente, a
la variableporcentaje de mortalidad se le comprobo la distribucién y homo-
geneidad de varianzaspara la realizacion de un analisis de varianza factorial
(ANOVA) 2x2x11x2, con el fin de evaluar las diferencias para los facto-
res: especie (H. oppsitifolia y J. hirta), tiempo (24 y 48 h) y concentracién
(13,17,20,24,26,31,34,37,40,43 y 46 ppm) con dos réplicas. Cuando las
diferencias fueron significativas se utilizo la prueba de Tukey para explicar
las diferencias entre niveles de cada factor. Los analisis fueron realizados
con el software STATISTICA 7 (Statsoft Inc. 1984-2004).

Modelo matematico

Se construyd un modelo matematico en ecuaciones diferenciales que
representa el comportamiento de las poblaciones. Se consideraron los cuatro
instares del vector: huevo (H), larva (con sus cuatro estados larvales) (L),
pupa (P) y adulto (4). Las variables H(t), L(t), P(t), A(t), representan el
numero de individuos en el tiempo , medido en dias, en todos los instares del
vector. A través de cada instar, las tasas vitales se asumen constantes y las
tasas de transferencia incluyen sobrevivencia por instar.
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Se considera el diagrama compartimental:

3
H K,
A
L u,
A
P [
A
A H,
L 1
AA
Donde:

Ay, A, Ap, son las proporciones de huevos que pasan a larva, de larvas
que pasan a pupa, de pupas que pasan a adulto, respectivamente, y 4, es el
numero de huevos que oviposita una hembra.

My > U, Up, H,son las tasas de muerte de huevos, larvas, pupas y
adultos, respectivamente.

@ es la proporcion hembra-macho.

El sistema que interpreta la dinamica poblacional es el siguiente:

Las simulaciones de la dinamica poblacional de Ae. Aegypti fueron reali-
zadas con el paquete matematico MATLAB (2007, The Math Works, Natick,
MA).Los parametros utilizados en la simulacion fueron estimados a partir de
los datos registrados por varios autores (21-24).

RESULTADOS
Marcha fitoquimica preliminar
La marcha fitoquimica preliminar permitio caracterizar en H. oppositifoliay J.

hirta 1a presencia de: Taninos, flavonoides, quinonas, glicosidos cardiotonicos,
esteroles, lactonasterpénicas, coumarinas, azucares y alcaloides.
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Tabla 1. Perfil de susceptibilidad de fracciones etéreas de H. oppositifolia
y J. hirta frente a larvas de Ae. Aegypti provenientes del Departamento del
Quindio, mostrando media (intervalo de confianza) para las CL.

J. hirta 0.4 (11)

24h 48
Especie CL (ppm) CL (ppm)
¥ (dfyf 50 90 95 50 90 95
_ 41 80 o7 39 77 4
H. oppositifolia 0.9 (11) (35 49) (63-127) (73-168) (35-44) (61-121) (71-162)
24 71 9 2 70 93

(22-29) (50-116) (62-171) (21-28) (49-112) (62-166)

*Diferencias no significativas. El valor de X? corresponde a las CL 48h.

Se observa que las aplicaciones cada 15 dias de la dosis letal 50, y cada

30 dias de las dosis letales 90 y 95, tienen esencialmente el mismo efecto
larvicida, es decir, para efectos practicos, son equivalentes el uso de las dosis
letal 90 o 95 cada 30 dias, y el uso de la dosis letal 50 con la mitad de la
frecuencia, 15 dias.

Tabla 2. Resultados del andlisis de varianza factorial para la variable porcentaje

de mortalidad de larvas de Ae.aegypti provenientes del departamento del Quindio
F

Fuente de variacion P

Especie (E) 1837,1 0,000000*
Concentracion (C) 523,4 0,000000*
Tieng’po (T) 14,1 0,000227*
E x 18,5 0,000000*
ExT 3,7 0,055495
TxC 0,3 0,980672
ExCxT 0.3 0,981652

*Diferencias significativas (p<0,05).
Figura 1. Comportamiento de las poblaciones de Ae. aegypti durante los ulti-
mos 15 dias, después de 6 aplicaciones sucesivas cada 15 dias, de: CL50(A);
CL90(B); CL95(C)
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Bioensayos

Las CL50,CL90 y CL9524 y 48h, despu¢s de realizados los bioensayos para
los extractos etéreos de J. hirta, fueron menores cuando comparados con H.
oppositifolia (Tabla 1). EL ANOVA factorial y la prueba de Tukey confirmaron
esta tendencia, J. hirta (66 %, F=18.5, p<0.05) y H. oppositifolia (34 %,
F=18.5, p<0.05) (Tabla 2).

Modelo Matematico

Se simul6 el comportamiento de las poblaciones con aplicaciones sucesivas
de cada una de las dosis letales 50, 90 y 95, cada 15 dias y cada 30 dias.
La poblacion inicial en todos los casos fue de 20 adultos y cero individuos
en los demas estadios. Las Figuras 1 y 2 muestran el comportamiento de las
poblaciones durante el tltimo periodo, cuando se hacen aplicaciones sucesivas
de las dosis letales elaboradas partir de las fracciones etéreas H. oppositifolia y
J. hirta, cada 15 dias y 30 dias, respectivamente.

Figura 2. Comportamiento de las poblaciones de Ae. aegypti, durante los ulti-
mos 30 dias, después de 3 aplicaciones sucesivas cada 30 dias, de: CL50 (A);
CL90(B); CL95(C)
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DISCUSION

Los insecticidas de origen botanico estanconstituidos por ingredientes activos
de diversa naturaleza quimica, entre ellos los metabolitos secundarios.
Trabajoscon metabolitos secundarios han demostrado su actividad biologica
sobre insectos, por ejemplo, la alteracion de la actividad alimenticia, desarrollo,
reproduccion y/o comportamiento (25). Entre las diversas especies vegetales, la
familia Asteraceae forma parte de este grupo de plantas con actividad biologica.
Varios son los metabolitos secundariosencontrados en la familia Asteraceae,
por ejemplo, terpenos, alcaloides, fenoles, esteroides, entre otros (26).

H. Oppositifolia y J. Hirta, mostraron efecto larvicida sobre larvas de Ae.
Aegypti, Iguales resultados fueron encontrados en otras especies de la familia
Asteraceae, como, por ejemplo, Bidens pilosa, Emilia sonchifolia, Artemisia
vulgaris, Eupatorium microphyllum, Tagetes erecta, Chrysanthem umcine-
rarii folium y Ageratum conyzoides (2,15,27-28). Sin embargo, la actividad
biologica de H. Oppositifolia y J. Hirta, fue diferente. Probablemente los
metabolitos secundarios presentes en J. hirta, actuaron de forma sinérgica
mas eficiente que los presentes en H. Oppositifolia. Aunque cada metabolito
secundario posea un efecto toxico diferente, el complejo metabolico presen-
te en las fracciones etéreas, optimizan su efecto larvicida (efecto sinérgico),
siendo mas dificil para las larvas de Ae. Aegypti detoxificar un complejo de
metabolitos secundarios, que una sola molécula de éstos (29). Sin embargo,
la identificacion de cada metabolito secundario, asi como la evaluacion en
laboratorio de cada compuesto quimico, son necesarias para establecer el
efecto insecticida de las dos plantas.

Dos mecanismos, probablemente sean las rutas de accion de los metaboli-
tos secundarios presentes en H. oppositifolia y J. hirta sobre las larvas de Ae.
Aegypti: Alimentacion y contacto. Al alimentarse las larvas por filtracion, y no
poseer una ingestion selectiva de particulas, los metabolitos presentes en H.
oppositifolia y J. hirta pueden ingresar libremente al sistema digestivo de las
larvas, produciendo toxicidad digestiva (28). Por contacto con las larvas, los
metabolitos secundarios actuarian mediante tres mecanismos interdependien-
tes: transporte desde la cuticula al sitio de accion, inhibicidon enzimatica y efecto
sobre el sistema nervioso central, y como consecuencia, causarian su muerte
(1). Sin embargo, son necesarios mas estudios para confirmar estas hipotesis.

Las cantidades de producto necesarias para matar el 95 % (CL95) de las
larvas de Ae. Aegypti, utilizando fracciones etéreas de H. oppositifolia y J.
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hirta fueron bajas, cuando fueron comparadas con otros estudios (30-31), lo
que sugiere estudios mas detallados para encontrar el metabolito o comple-
jo de metabolitos que causan la muerte de larvas de de. aegypti. Se puede
concluir que ambas especies poseen efecto larvicida, sin embargo, J. hirta se
mostré mas promisoria como futuro bioinsecticida para el control de estados
inmaduros de Ae. aegypti ¢
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