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Resumen

EL presente trabajo evalud la toxicidad larvicida de suspensiones acuosas provenientes de ex-
tractos etandlicos de las semillas, flores, hojas, corteza de ramas y corteza de raices de Annona
muricata L. «guanabana» sobre larvas del IV estadio de Aedes aegypti para determinar de esta
manera los niveles de susceptibilidad. El mayor efecto toxico correspondié a la suspensién de las
semillas con un 100% de mortalidad a las 24 horas a 0,5 mg/mL, seguidos por las flores a las 48
horas a 10 mg/mL y hojas a las 36 horas a 100 mg/mL. En semillas, las concentraciones letales al
50% (CL,,) y 90% (CL,,) a las 48 horas de exposicion fueron 0,02 mg/mL y 0,11 mg/mL, en flores 3,33
y 12,16 mg/mL, en hojas 8,25 y 26,87 mg/mL y en corteza de ramas 19,21 y 97,23 mg/mL, respectiva-
mente. Los resultados de las rectas probit-logaritmicas indicaron susceptibilidad de los individuos a
cada suspension, gracias a la accion de diversos principios activos distribuidos en todo el arbol.

Palabras clave: Annona muricata, suspension acuosa larvicida, susceptibilidad, insecticida botanico.
Abstract

The aim of the present study was to evaluate the larvicidal toxicity of aqueous suspensions from
ethanol extracts of Annona muricata L. «custard apple» seeds, flowers, leaves, stem bark and root
bark on fourth instar larvae of Aedes aegyptiL. (Diptera: Culicidae) as well as to determinate susceptibility
level . The highest larvicidal toxic effect was to the seeds suspension with 100% mortality at 0,5 mg/mL
from 24 hours of exposure, and flowers suspension at 10 mg/mL from 48 hours of exposure and
leaves suspension at 100 mg/mL from 36 hours of exposure. In seed suspension, lethal concentrations
50% (LC,,) and 90% (LC,,) values were 0,02 mg/mL and 0,11 mg/mL, in flowers suspensions were
3,33 mg/mL and 12,16 mg/mL, in leaf suspensions were 8,25 y 26,87 mg/mL and stem bark
suspensions were 97,23 mg/mL, respectively. Log-dosage/probit lines indicated homogeneous
responses towards the five aqueous suspensions, because of phytochemicals are distributed in
each part of tree.

Keywords: Annona muricata, larvicidal aqueous suspension, susceptibility, botanical insecticide.

Introduccion veles extremadamente bajos del vector, utili-

LOS mosquitos Aedes aegj}pn son vectores Zando insecticidas quimiCOS (ROSC, 2001) Por
del dengue, fiebre hemorragica del dengue y ~ estarazon, la OPS (2001), propuso el llamado
de la fiebre amarilla. A la fecha no se conoce  control selectivo de vectores, que involucra el
una vacuna disponible para evitar dichas en- ~ uso de recursos disponibles en un determina-
fermedades y la Ginica forma de controlarlas ~ do territorio y al alcance de la comunidad, con
es mediante la erradicacion o reduccién a ni- ¢l proposito de adaptarlos y adecuarlos como
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medidas para el control de vectores. Dicha
situacion ha conllevado al surgimiento de re-
cursos alternativos como los extractos natu-
rales provenientes de plantas (Weinzierl y
Henn, 1992), de potencial ayuda en el control
de Enfermedades Transmitidas por Vectores
(ETV) (Zimmerman, 2001; Mathur, 2003).

Muchas especies vegetales, especialmen-
te de las Annonaceaes, han mostrado tener
bioactividades, en especial la insecticida (Alali
etal., 1999). Sin embargo, poco se ha investi-
gado dentro de los programas de salud publi-
ca local y nacional, la manera de controlar los
altos niveles de resistencia fisiologica alcanza-
dos a causa de los insecticidas 6rganofosforados
actualmente en uso (OMS, 1992). Por este mo-
tivo y con la perspectiva de incorporar un recur-
so alternativo para el control de los mosquitos A.
aegypti, dentro de un manejo racional de nues-
tro medio ambiente, la presente investigacion tuvo
como objetivo evaluar la toxicidad de suspensio-
nes acuosas del extracto etanolico de las semi-
llas, flores, hojas, corteza de ramas y corteza de
raices de A. muricata L. «guanabanay» sobre
larvas del IV estadio de 4. aegypti L. (Diptera:
Culicidae) y sus niveles de susceptibilidad.

Material y métodos

1. Obtencién y crianza de larvas y adultos
de A. aegypti.

Las larvas de A. aegypti se colectaron a
partir de una poblacion natural obtenida en el
distrito de Trujillo (8208’ S; 79°04° W), pro-
vincia de Trujillo, Region La Libertad; para
luego ser trasladadas al Laboratorio de Zoo-
logia de la Facultad de Ciencias Biologicas de
la Universidad Nacional de Truyjillo. La crian-
za de larvas se realizo seglin el protocolo de
Ventosilla et al. (2001), en tanto que, la crian-
za de adultos se realiz6 hasta la quinta gene-
racion, segun Consoli y Lourengo de Oliveira
(1994).

2. Obtencion del material vegetal

Todo el material vegetal de A. muricata
se obtuvo del Jardin Botanico de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Na-
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cional de Truyjillo. En el criterio de la toma de
las muestras, se consider6 la metodologia pro-
puesta por Hoss (1992). Luego de lavar y cor-
tar finamente cada parte vegetal, se procedio
a secar bajo sombra durante 10 dias para, fi-
nalmente, realizar su extraccion.

3. Extraccion y preparacion de las sus-
pensiones

La Figura 1 resume el protocolo de obtencion
de las suspensiones acuosas del material vegetal,
segtin Lock (1994) con algunas variaciones.

4. Bioensayos

Las concentraciones y el desarrollo de los
bioensayos, se llevaron a cabo segun la meto-
dologia propuesta por McLaughlin et al. (1998)

Material vegetal secado
bajo sombra por siete
dias (Semillas, flores,

hojas, corteza de ramas

y corteza de raiz)

A4

Extraccion por
dimaceracion con 3 litros
de etanol al 95%
durante 7 dias

~~

Filtracion en caliente
con papel filtro Whatman
No 01

SN~

Evaporacion del
solvente de filtrado a
50° C en bafio maria

N~

Redisolucion del
residuo final con agua
destilada a 50° C y
obtencidn de las
suspensiones madre de
cada parte vegetal

N/

BIOENSAYOS

Figura 1. Marcha fitoquimica preparativa de
las suspensiones del material vegetal de A.
muricata L. «guanabana»
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y la WHO (1981), respectivamente. No obs-
tante, previamente se realizaron bioensayos
rapidos (Ventosilla et al., 2001), para probar la
efectividad de las concentraciones, y luego,
en los bioensayos estandar, se tomaron en
cuenta las consideradas en la Tabla 1. Se uti-
lizaron 3000 larvas del IV estadio de 4.
aegypti cuya distribucion se realizé conside-
rando un sistema por cada parte vegetal. Los
sistemas, con sus correspondientes grupos tes-
tigo a base de agua destilada, se subdividieron
en 6 grupos experimentales, agregandoles las
respectivas concentraciones de cada suspen-
sion hasta los 250 mL de capacidad, con 25
larvas por cuatro repeticiones. Todos los gru-

Tabla 1. Porcentajes de mortalidad de cada suspension sobre larvas del IV estadio de A. aegypti

a12, 24,36y 48 horas.

Efecto larvicida de Annona muricata sobre Aedes aegypti

pos se mantuvieron con un rango de tempera-
tura de 23 a 26 °C y humedad relativa de 75 a
80%. Las lecturas de mortalidad se realizaron a
la 12, 24, 36 y 48 horas. Las larvas se conside-
raban muertas cuando no reaccionaban al mo-
mento de ser tocadas con un puntero punta roma
en la region cervical (Consoli y Lourengo de
Oliveira, 1994).

5. Analisis estadistico

Las concentraciones letales al 50% (CL, )
y 90% (CL,,) y sus limites de confianza, se
determinaron utilizando el Epa Probit Analysis
Program Ver. 1.5 (Ventosilla et al., 2001). El
analisis de varianza para un disefio de medi-

Suspensiones  Concentraciones Tiempo (h)

(mg/mL) 12 24 36 48

0,005 0 2 5 10

0,01 2 7 16 31

Semillas 0,05 25 38 53 73
01 35 58 75 87
0,5 64 100 100 100
1 94 100 100 100

01 0 0 0 0

0,5 0 3 3 3

1 3 4 12 18

Flores 5 3 15 29 42
10 25 90 94 100
50 78 96 100 100

0,5 0 0 0 0

1 0 1 2 4

5 2 3 6 8

Hojas 10 31 52 71 79
50 67 82 93 95
100 86 94 100 100

0,5 0 0 0 0

1 0 0 0 0

5 0 3 10 16

Corteza 10 6 11 21 29
ramas 50 22 52 65 74
100 34 78 87 93

0,1 0 0 0 0

0,5 0 0 0 0

Corteza 1 0 0 0 0
raiz 5 0 0 0 0
10 0 0 0 0

50 2 10 19 34

testigo absoluto 0 0 0 0

Rev. peru. biol. 12(1): 145-152 (2005)
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das de observacion repetidas (Darrell, 1975),
las rectas probit-logaritmicas y pendientes,
para hallar los niveles de susceptibilidad, se
realizaron mediante el programa Excel for
Windows 2003.

Resultados

Las diez concentraciones empleadas en la
evaluacion larvaria de cada parte vegetal abar-
caron una minima de 0,005 mg/mL a una maxi-
ma de 100 mg/mL. En la suspension de semi-
llas se registraron valores de mortalidad rela-
tivamente altos en relacion con los demas sis-
temas, alcanzando un 100% de mortalidad a
las 24 horas a 0,5 mg/mL., mientras que en
flores y hojas se observan ambos a las 36 ho-
ras a 50 mg/mL y 100 mg/mL. En la corteza de
ramas y raices, cuyas concentraciones compa-
rativamente altas con las semillas, no registra-
ron 100% de mortalidad. De oto lado, los valo-
res de mortalidad inicial evidenciaron un 2% a
las 24 horas a 0,005 mg/mL en semillas, en tanto
que en flores, hojas y corteza de ramas mues-
tranun 3% a 0,5 mg/mL, 1% a 1 mg/mLy3%a
5 mg/mL, respectivamente; y en corteza de rai-
ces se observa una menor mortalidad con un
2% a las 12 horas a 50 mg/mL. En todos los
casos la mortalidad en el grupo testigo fue 0%.

Los rangos de valores de concentraciones
letales al 50% y 90% con sus limites de con-
fianza y confiabilidad al 95%, se muestran en
la Tabla 2. Tal como se observa, las suspen-
siones de las semillas indican un patrén de efec-
tividad muy superior comparado a las demas
partes vegetales. Por ejemplo, a las 12 y 48
horas, el control del 50% de las larvas se lo-
gr6 con 0,18 mg/mL (LC 0,10-0,32 mg/mL) y
0,02 mg/mL (LC 0,01-0,026 mg/mL), en tanto
que el control del 90% se consiguio6 con 1,21
mg/mL (LC 0,60-4,52 mg/mL)y 0,11 mg/mL
(LC 0,08-0,15 mg/mL), respectivamente. En
oposicion, la suspension de la corteza de ra-
mas alcanz6 valores de CL,, muy superiores,
del orden de 232,38 mg/mL (LC 136,77-728,91
mg/mL)y 19,21 mg/mL (LC 15,95-23,10 mg/
mL), mientras que la CL,; se obtuvo con
307,65 mg/mL (LC 202,93-460,15 mg/mL) y
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Tabla 2. Concentraciones letales al 50% (CL,,)
y 90% (CL,,), limites de confianza (LC) y pen-
dientes (b) de cada suspension sobre larvas
del IV estadio de A. aegyptialas 12, 24,36y
48 horas

Suspension
(mg/mL.) Valor LC b
12 horas
Semillas CL50 0,18 0,10-0,32 2,1
CL90 1,21 0,60-4,52
Flores CL50 22,58 11,60-77,43 1,3
CL90 101,9 40,67-293,33
Hojas CL50 26,86 17,08-43,76 2,1
CL90 123 68,80-363,00
Corteza  CL50 232,38 136,77-728,91 1,3
ramas CL90 307,65 202,93-460,15
Corteza CL50 - - -
raices CL90 - -
24 horas
Semillas CL50 0,06 0,05-0,07 2,5
CL90 0,27 0,21-0,36
Flores CL50 6,38 1,29-42,96 2,1
CL90 23,89 9,17-161,65
Hojas CL50 15,79 7,88-32,26 2,3
CL90 65,98 32,29-362,24
Corteza CL50 43,62 36,60-52,63 1,8
ramas CL90 192,82 143,76-285,4
Corteza  CL50 - - -
raices CL90 - -
36 horas
Semillas CL50 0,04 0,03-0,047 2,2
CL90 0,19 0,15-0,25
Flores CL50 4,41 1,52-12,90 2,4
CL90 16,35 7,10-479,52
Hojas CL50 9,76 3,98-26,75 2,7
CL90 30,8 14,71-83,51
Corteza CL50 27,32 22,73-32,99 2
ramas CL90 139,31 103,9-204,6
Corteza  CL50 - - -
raices CL90 - -
48 horas
Semillas CL50 0,02 0,01-0,026 2
CL90 0,11 0,08-0,15
Flores CL50 3,33 1,22-8,95 2,6
CL90 12,16 5,42-204,74
Hojas CL50 8,25 2,42-30,60 2,6
CL90 26,87 11,92-52,67
Corteza CL50 19,21 15,95-23,10 2,1
ramas CL90 97,23 73,78-139,23
Corteza CL50 - - -
raices CL90 - -

97,23 mg/mL (LC 73,78-139,23 mg/mL). La
ausencia de concentraciones en el caso de la
suspension de la corteza de raices, no pudie-
ron procesarse adecuadamente por el progra-
ma probit, por no registrar por lo menos tres va-

Rev. peru. biol. 12(1): 145-152 (2005)



lores de mortalidad para los cuatro tiempos de
evaluacion, salvo tnicamente a las 48 horas.

Las Figuras 2 a-e denotan la proporcion
de mortalidad larvaria en unidades probit por
el logaritmo de sus respectivas concentracio-
nes, desarrollados hasta las 48 horas con in-
tervalos de 12 horas de evaluacion. Todos los
graficos a excepcion del Gltimo, muestran un
patron de respuesta homogéneo sobre las con-
centraciones de las suspensiones, segin los
valores de las pendientes (Montada et al. 1989;
Lagunes y Vasquez, 1994) de la Tabla 2. Asi-
mismo, los andlisis de varianza en el que se
determinaron el efecto de cada variable y su
interaccion, denotaron diferencias significati-

(a)

¢ 12 horas

9,0
8,0
7,0
6,0
5,0
4,0
3,0
2,0
1,0
0,0 . . . .

-2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0
Concentracién (Log)

: — ()

7,0
6,0
5,0

B 24 horas

A 36 horas

X 48 horas

Mortalidad probit

+ 12 horas

m 24 horas

A 36 horas

Mortalidad probit

X 48 horas

0,0 T T T T T

-0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5
Concentracion (Log)

(€)

4,5
4,0 L
3,5 ¢ 12 horas
3,0
2,5
2,0 i

1,5 Dro
1,0
0,5
0,0 T T T T T T

-5 -1 05 0 05 1 1,5 2
Concentracioén (Log)

®m 24 horas

4 36 horas

Mortalidad probit

X 48 horas

Rev. peru. biol. 12(1): 145-152 (2005)

Efecto larvicida de Annona muricata sobre Aedes aegypti

vas en cada sistema (Tabla 3).
Discusién

La ventaja en el uso de extractos vegeta-
les como fuentes de una complejidad de mo-
léculas que muestran en conjunto diversas
bioactividades, es que los niveles de toxicidad
son muy elevados en relacion a la accion de
compuestos individuales quimicamente puros
y con el riesgo de generar resistencia. Ulti-
mamente se estdn sumando esfuerzos en la
evaluacion de insecticidas naturales a partir
de extractos heterogéneos de toda la biomasa

— (b)

.g # 12 horas
o u 24 horas
o
p=] A 36 horas
£
<} X 48 horas
=

(d)

2
-g * 12 horas
g ®m 24 horas
©
=2 4 36 horas
£
S X 48 horas
=

-5 -1 05 0 05 1 1,5 2
Concentracion (Log)

Figura 2. Mortalidad probit por el logaritmo
de las concentraciones a las 12, 24, 36 y 48
horas empleando la suspensién acuosa de
A. muricata «guanabanay: (a) Semillas, (b)
Flores, (c) Hojas, (d) Corteza de ramas y (e)
Cortezade raices
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Tabla 3. Analisis de varianza de un disefio de medidas de observacion repetidas y valores de
probabilidad estadistica para la evaluacién de la mortalidad de larvas del IV estadio de A. aegypti.

Valor de probabilidad
p < 0.05 diferencias significativas
p >0.05 diferencias no significativas

Suspensiones de:

FUENTES DE VARIACION corteza corteza
semillas flores hojas ramas raices
Concentraciones 2,3x10*  4,73x10"®  1,25x10°  1,17x10™" 1,95x10%
Tiempos 2,0x10*  7,04x107  1,46x10"°  1,82x10% 2,54x1010
Concentraciones x tiempos 1,4x10%7  7,45x1072 0,002 2,04x101 4,57x101
Unidad experimental total 0,0001 0,012 3,11x10"*  5,77x10°% 0,0003

de una planta, con el proposito de producir
efecto sinérgico sobre algiin organismo blan-
co (McLaughlin et al., 1998; Leatemia e
Isman, 2004) y sumar mayor toxicidad.

Entre las plantas que han destacado por su
efecto nocivo sobre larvas de mosquitos me-
diante extractos organicos y no organicos, se
encuentra las del género Annona, tales como
A. bullata, A. glabra, A. muricata y A.
squamosa, toxicas a larvas de 4. aegypti y
A. cherimola activa contra A. aegypti y
Anopheles sp. (Bobadilla et al., 2002; Pérez
etal.,2004). Dicha actividad larvicida, se pro-
duce gracias a un grupo de fitoconstituyentes
distribuidos amplia o restringidamente en to-
das las partes vegetales de las annonaceas
(Ratnayaque et al., 1993), causantes de la toxi-
cidad de larvas de 4. aegypti, aunque Jacobson
(1958) y Rodriguez (2000) reportan el control
en otros insectos de importancia en salud pu-
blica. Padmaja et al. (1995) demostraron con
el acido kaur-16-en-19-oico de la corteza del
tallo de 4. glabra perteneciente a diterpenos
kauranos (Valencia, 1995). De igual manera
Bruneton (1991) con un complejo de alcaloides
benciltetrahidroisoquinoleinico (BTHIQ) de
efectos neurotoxicos, y Alali et al. (1998) con
un amplio grupo de acetogeninas a través de
un mecanismo de inhibicion de la NADH
ubiquinona oxidoreductasa del complejo I
mitocondrial de la cadena respiratoria, presen-
tes en mamiferos e insectos, que reducirian
los niveles de ATP desacoplando ciertos me-
canismos de resistencia (Alali et al., 1999).
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Una caracteristica importante demostrada
en grupos representativos de esta familia es
la presencia de flavonoides en flores (Valen-
cia, 1995) y hojas (Santos y Salatino, 2000),
cuya composicion fendlica e hidroxilada, pro-
ducirian actividad insecticida (Kotkar, 2002)
mediante su unidn a sistemas enzimaticos (Va-
lencia, 1995), muy similares a los involucrados
en la cadena respiratoria, causando potente
inhibicion. Tales fitoquimicos, sin embargo,
suelen distribuirse en tejidos muertos como las
cortezas de ramas y raices y producir efectos
similares. De alli la explicacion de la baja mor-
talidad en tales partes, evidenciada probable-
mente por una distribucion restringida de
alcaloides, acidos kaurenoicos y acetogeninas.

Las lineas de regresion dosis-respuesta, en
nuestro caso concentracion respuesta, mues-
tran la relacion existente entre la concentra-
cion (en logaritmo) y la proporcion de indivi-
duos que responden (en unidades probit) con
un efecto cuantificable (WHO, 1978). En ellas,
cada individuo de la poblacion tiene una de-
terminada tolerancia, que requiere una cierta
concentracion antes de responder con un efec-
to. En principio, existe una concentracion baja
frente a la cual nadie responde, y una concen-
tracion alta frente a la cual todos lo hacen
(Hickman et al., 2001). La tendencia de las
rectas probit-logaritmicas en los cuatro tiem-
pos de evaluacion, evidencian dicho patron, lo
que confirma una buena susceptibilidad de las
suspensiones sobre las larvas aun cuando las
concentraciones hayan variado seglin la parte

Rev. peru. biol. 12(1): 145-152 (2005)



vegetal evaluada.

La susceptibilidad se produciré cuando la
toxicidad, concentracion, severidad e inciden-
cia de las suspensiones se incrementen en re-
lacion directa al grado o tiempo de exposicion
(Hickman et al., 2001). Es decir, las sensibili-
dades de los individuos, que estan relaciona-
das sus variaciones genético-fisiologicas, de-
penderan de las diferencias en la absorcion,
metabolismo y excrecion de la sustancia o sus
metabolitos, asi como con la especie o partes
del vegetal, preparacion, extraccion y aplica-
cion de la sustancia insecticida (Lagunas y
Vasquez, 1994) que anticiparian la variacién
de la mortalidad, segun los resultados de la
Tabla 1y de del analisis de varianza (Tabla 3).
De la misma manera los valores de las CL,,
CL,, (Tabla 2) mostrarian dicha tendencia,
requiriéndose de mayor suspension para pro-
ducir mayor efecto toxico en menor tiempo
de exposicion y viceversa.

Todas las suspensiones mostraron toxicidad
larvicida. Los resultados favorecen a la suspen-
sion acuosa de las semillas, por ser un érgano de
reserva con mayor probabilidad de contener los
principios activos de A. muricata, en compara-
cion a la corteza de raices cuya toxicidad fue
muy baja. La mortalidad vari6 en funcion a la
parte vegetal, proporcion de principios activos y
variacion de concentraciones.
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