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SUSCEPTIBILIDAD Y ALTERACIONES POR DIFLUBENZURON EN 

LARVAS DE Aedes aegypti 

Abraham Montaño Reyes, M. en C. 

Colegio de Postgraduados, 2019 

RESUMEN 

 

Las benzoilfenilureas inhiben la síntesis de quitina e interfieren con el proceso de 

muda en artrópodos. En este trabajo se evaluó el efecto del diflubenzurón en 

larvas de tercer instar de Aedes aegypti. Se determinó la susceptibilidad al 

producto y con microscopía de luz y electrónica se documentaron las alteraciones 

ocasionadas. La relación entre las concentraciones aplicadas y la mortalidad de 

las larvas fue directamente proporcional. Las CL50 y CL90 fueron de 0.23 y 0.47 

ppm, respectivamente. Se obtuvo un valor de la pendiente de 4.12, que indica la 

homogeneidad de la población utilizada en el estudio. El modelo se aceptó con 

base en el valor de la X2 de 0.0105. Las principales alteraciones observadas 

fueron incapacidad para completar la muda, reducción de la movilidad, 

fragmentación de la cutícula antigua, división poco notable de los segmentos 

corporales y deformación de estructuras caudales. Se incluyen imágenes de la 

ultraestructura en las que se notaron zonas de ruptura en la cutícula, separación 

entre la cutícula, la epidermis y los músculos y estos últimos con un arreglo 

desorganizado. En concentraciones bajas, a partir de 0.15 ppm, el diflubenzurón 

provoca alteraciones en el comportamiento y morfología de Ae. aegypti. 

 

Palabras clave: Culicidae, insecto vector, regulador del crecimiento, inhibidor de 

la síntesis de quitina, actividad biológica. 
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SUSCEPTIBILITY AND ALTERATIONS BY DIFLUBENZURON IN LARVAE OF 

Aedes aegypti 

Abraham Montaño Reyes, M. en C. 

Colegio de Postgraduados, 2019. 

ABSTRACT 

 

Benzophenyl ureas inhibit chitin synthesis and interfere with the molting process in 

arthropods. In this work, the effect of diflubenzuron on third-instar larvae of Aedes 

aegypti was evaluated. The susceptibility to the product was determined, and the 

alterations generated were shown through light and electron microscopy. LC50 and 

LC90 were 0.23 and 0.47 ppm, respectively. A slope value of 4.12 was obtained, 

which indicates the homogeneity of the population used in the study. The model 

was accepted based on the X2 value of 0.0105. The main alterations observed 

were the incapacity to complete the molt, a reduction of mobility, the fragmentation 

of the old cuticle, a division of the body segments that was not evident, and the 

deformation of the caudal structures. Images of the ultrastructure are included, 

where breaking zones in the cuticle were observed, separation of the cuticle, the 

epidermis and the muscles, and these latter with a disorganized arrangement. In 

low concentrations, from 0.15 ppm, diflubenzuron causes alterations in the 

behavior and morphology of Ae. aegypti. 

 

Keywords: Culicidae, insect vector, growth regulator, inhibitor of chitin synthesis, 

biological activity. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Los mosquitos son responsables de la transmisión de diversos patógenos y 

parásitos de importancia médica como son virus, bacterias y nematodos, 

causantes de enfermedades graves que anualmente ocasionan la muerte de 

alrededor de un millón de personas en el mundo (Becker et al., 2010; American 

Mosquito Control Association 2018). En particular, el mosquito hematófago Aedes 

aegypti, es el principal vector de chikungunya y de pandemias de flavivirus, como 

dengue, zika, fiebre amarilla y otras enfermedades virales, cuyo hábitat está 

estrechamente relacionado con las condiciones dentro y fuera de los hogares 

donde se establecen las poblaciones humanas (Rozendaal, 1997; Beserra et al., 

2009; Evans et al., 2018; World Health Organization, 2018). 

En México el principal método de control para este vector es la aplicación de 

insecticidas, principalmente piretroides, organofosforados y carbamatos, pero 

estos químicos también afectan la salud humana, provocan la disminución de 

organismos benéficos y causan contaminación ambiental (Argueta et al., 2011; 

Gutiérrez-Ramírez et al., 2013; Centro Nacional de Programas Preventivos y 

Control de Enfermedades, 2016). El peligro que representa el manejo de 

sustancias tóxicas y la contaminación provocada por ciertos insecticidas, así como 

los derivados de su degradación, obligan a investigar nuevos productos químicos 

selectivos, poco persistentes y de menor toxicidad para el hombre y el ambiente 

(Martínez, 1999). Los compuestos que interfieren con rutas metabólicas 

restringidas a ciertos grupos son importantes por su especificidad y su uso se ha 

incrementado (Belinato et al., 2013; Merzendorfer, 2013). 

De acuerdo con este último concepto, existe un grupo de compuestos 

clasificados como reguladores del crecimiento de insectos (RCI), los cuales actúan 

en ciertos procesos fisiológicos esenciales para su desarrollo normal, son 

selectivos en su modo de acción, solo actúan sobre las especies objetivo y se 

utilizan para controlar diversas plagas de insectos, incluidos los mosquitos, las 

cucarachas y las pulgas (Tunaz y Uygun, 2003; Fulton et al., 2013). 

Los RCI incluyen juvenoides y ecdisoides, que han sido empleados en las 

últimas décadas como una alternativa prometedora al uso de insecticidas 
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habituales (Aguilera et al., 2001). El diflubenzurón (DFB), un regulador de 

crecimiento de tipo ecdisoide, es una benzoilfenilurea que inhibe la síntesis de 

quitina y por lo tanto interfiere con la muda, además de que ocasiona cambios 

estructurales en la matriz peritrófica y células del cuerpo graso de Captotermes 

formosanus, inhibe la emergencia de los adultos de Musca domestica y Diaphorina 

citri y reduce el peso de la cutícula y de los niveles de quitina en Schistocerca 

gregaria, entre otros efectos (Morales-Ramos et al., 2006; Tilak et al., 2010; Tiwari 

et al., 2012; Tail et al., 2015).  

Las larvas de mosquito tratadas con DFB mueren durante la muda, debido a 

que no logran eliminar por completo la cutícula antigua y los individuos que 

sobreviven mueren en la etapa de pupa o durante la emergencia de los adultos 

(World Health Organization, 2006). Se ha reportado que el DFB tiene efecto 

ovicida en Aedes y Culex (Suman et al., 2013) y reduce la emergencia de adultos 

y el potencial reproductivo de Ae. aegypti (Kamal y Khater, 2010; Jahan et al., 

2011). Sin embargo, hasta el momento de la revisión no hay reportes que 

muestren las alteraciones morfológicas ocasionadas por acción del DFB en larvas 

de Ae. aegypti. Con base en lo anterior, esta investigación tuvo como objetivo 

mostrar evidencia ilustrada de los efectos causados por el DFB en larvas de Ae. 

aegypti, mediante microscopía de luz y electrónica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

3 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo general 

 Mostrar evidencia ilustrada mediante microscopía de luz y electrónica 

de las alteraciones ocasionadas por diflubenzuron en larvas de Ae. 

aegypti. 

 

2.2. Objetivos particulares 

 Determinar la toxicidad de diflubenzurón en  larvas de Ae. aegypti. 

  Describir los cambios de comportamiento y alteraciones morfológicas 

causadas por DFB. 
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3. REVISIÓN DE LITERATURA 

 

3.1. Importancia de Aedes aegypti 

Las enfermedades propagadas por mosquitos ocasionan la muerte de más 

de un millón de personas en todo el mundo. El mosquito Aedes aegypti (Diptera: 

Culicidae) es una especie de importancia médica, debido a su capacidad para 

transmitir diversos virus causantes de enfermedades como Zika, dengue, 

chikungunya y fiebre amarilla, entre otras. Más de la mitad de la población mundial 

se encuentra en áreas donde está presente este mosquito debido a que es 

especie domiciliaria o peridomiciliaria, es decir, que está adaptado a vivir cerca del 

ser humano, entorno en donde encuentra lugares ideales para su desarrollo y 

consigue alimento fácilmente (Faccioli, 2011; American Mosquito Control 

Association, 2018; World Health Organitazion, 2018). 

 

3.2. Ciclo biológico 

El ciclo de vida de Ae. aegypti comprende las etapas de huevo, cuatro 

estadios larvales, pupa y adulto (Figura 1). Nelson (1986) y Chico Aldama et al. 

(2001) describen las características de cada uno de los estados que se presentan 

a continuación: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ciclo biológico de Aedes aegypti (OMS, 2018). 
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3.2.1. Huevos 

Miden aproximadamente 1.0 mm de longitud, presentan forma de cigarro, y 

son depositados por encima del nivel del agua en las paredes de los recipientes. 

Al momento de la postura son blancos, pero rápidamente adquieren un color negro 

brillante. Son fecundados durante la postura, si el ambiente es húmedo y cálido el 

desarrollo embrionario se completa en 48 h, pero este tiempo puede prolongarse 

hasta cinco días a temperaturas bajas. Eclosionan en dos a tres días, pero 

algunos lo hacen en los primeros 15 min de contacto con el agua y otros hasta que 

son hidratados varias veces. Transcurrido este periodo, los huevos son capaces 

de resistir largos periodos de desecación y temperaturas extremas, hasta por un 

año. La capacidad de resistencia a la desecación es uno de los principales 

obstáculos para el control del mosquito, condición que además permite su 

movilización a grandes distancias en recipientes secos. 

 

3.2.2. Larvas 

Los individuos que emergen inician un ciclo de cuatro estadios larvales 

acuáticos y, como en la mayoría de los insectos holometábolos, esta fase es el 

período de mayor alimentación y crecimiento. Pasan la mayor parte del tiempo 

alimentándose de material orgánico sumergido o acumulado en las paredes y el 

fondo del recipiente, para lo cual utilizan las cerdas bucales en forma de abanico. 

Se distinguen a simple vista de las de otros géneros por la posición de reposo casi 

vertical a la superficie del agua y nadan con un movimiento serpentino 

característico.  

Se asemejan a otras larvas de mosquitos por la forma de la cabeza, el tórax 

ovoide y el abdomen de nueve segmentos. El segmento posterior y anal del 

abdomen presenta cuatro papilas anales para la regulación osmótica y pueden 

diferenciarse de otras especies por su sifón más corto en comparación con el de  

otros culícidos.  

Los tres primeros estadios se desarrollan rápidamente, mientras que el 

cuarto demora más tiempo, por un mayor aumento de tamaño y peso. En 

condiciones extremas, como baja temperatura y escasez de alimento, el cuarto 
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estadio larval puede prolongarse desde varias semanas hasta siete meses, previo 

a su transformación en pupa. No resisten temperaturas inferiores a los 10 °C o 

superiores a 45 °C.  

La duración del desarrollo larval depende de la temperatura, la disponibilidad 

de alimento y la densidad de larvas en el recipiente. En condiciones óptimas, con 

temperaturas de 25 °C a 29 °C, el período desde la eclosión hasta la pupación 

puede ser de cinco a siete días, pero comúnmente dura de 7 a 14 días. 

 

3.2.3. Pupas 

Representan un estado de reposo en el que se producen importantes 

modificaciones anatómico-fisiológicas hasta la aparición de los adultos. 

Reaccionan inmediatamente a estímulos externos tales como la vibración y se 

desplazan activamente por todo el recipiente. Se mantienen en la superficie del 

agua debido a que tienen la propiedad de flotar, lo que facilita la emergencia del 

adulto. El período pupal dura de dos a tres días en condiciones favorables, con 

temperaturas entre 28 °C y 32 °C, pero las variaciones extremas de temperatura 

pueden retardar este período. La pupa tiene en la base del tórax un par de tubos 

respiratorios o trompetas que atraviesan la superficie del agua y permiten la 

respiración. En la base del abdomen poseen un par de remos, paletas o aletas 

natatorias.  

 

3.2.4. Adultos  

Son de color oscuro con bandas blancas en las bases de los segmentos 

tarsales y un característico diseño en forma de lira en el mesonoto. La hembra 

tiene antenas con setas cortas, escasas y palpos de un tercio de longitud de la 

probóscide, mientras que el macho presenta antenas plumosas con pelos largos, 

abundantes y palpos del tamaño de la probóscide (Figura 2).  

Dentro de las 24 h siguientes a la emergencia pueden aparearse y se inicia 

la etapa reproductora del insecto. El apareamiento regularmente se realiza durante 

el vuelo, pero en algunas ocasiones se lleva a cabo en una superficie horizontal o 

vertical. El macho sujeta el ápice del abdomen de la hembra con su terminalia, 



 

 

7 

 

inserta su edeago dentro del receptáculo genital de la hembra y la bolsa copulatrix 

y la llena de esperma, que pasa a la espermateca en uno o dos minutos. Esa 

inseminación es suficiente para fecundar todos los huevos que la hembra produce 

durante toda su vida.  

Las hembras son las únicas que succionan sangre, y su ingestión es 

necesaria como fuente de proteína para el desarrollo de los huevos. Su actividad 

se lleva a cabo principalmente durante las primeras horas o a la media mañana y 

a media tarde o al anochecer. Generalmente, después de cada alimentación 

sanguínea se desarrolla un lote de aproximadamente 200 huevos que pueden ser 

depositados en distintos lugares y puede volver alimentarse. 

La oviposición generalmente se produce hacia el final de la tarde, cuando la 

hembra grávida es atraída hacia recipientes oscuros o sombreados, con paredes 

duras sobre las que deposita sus huevos, para lo que prefiere aguas relativamente 

limpias con poco contenido de materia orgánica. La posición de los huevos a 

pocos milímetros de la superficie del agua permite que estos maduren, y en la 

próxima lluvia, al subir el nivel de agua del recipiente, los huevos eclosionan al 

entrar en contacto con el agua. El ciclo completo de huevo a adulto se completa 

en óptimas condiciones de temperatura y alimentación en 10 días. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Aedes aegypti. Macho (a), hembra (b) y 

postura en reposo (c). (CENAPRECE, 2014). 
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3.3. Reguladores del crecimiento de insectos (RCI) 

Los RCI se encuentran dentro del grupo de insecticidas bioquímicos y son 

clasificados como hormonas mímicas (juvenoides) e inhibidores del desarrollo 

(ecdisoides). Su acción fundamental se basa en inhibir vías o procesos 

bioquímicos específicos del crecimiento, desarrollo y reproducción de diversas 

especies de insectos, en los que provocan la muerte debido a alteraciones en los 

procesos de regulación de células u órganos, mediados por hormonas. Son 

considerados compuestos biológicamente específicos, no tóxicos al hombre ni a 

los mamíferos, biodegradables y menos propensos al desarrollo de resistencia 

fisiológica (Mulla et al., 1986; Aguilera et al., 2001; Tunaz y Uygun, 2003). 

 

3.4. Inhibidores de la síntesis de quitina 

Los inhibidores de la síntesis de la quitina (benzoilfenilureas) son 

normalmente incluidos dentro del grupo de los reguladores del crecimiento de los 

insectos, aunque la terminología correcta sería “inhibidores del desarrollo de los 

insectos” (IDI), ya que sus efectos están dirigidos concretamente a la inhibición de 

un proceso vital, la muda, y no a la regulación del crecimiento como lo hacen los 

RCI clásicos, como los análogos de la hormona juvenil (Grosscurt y Jongsma 

1987). Becker et al. (2010) mencionan que las benzoilfenilureas presentan tres 

características únicas: 1) En general son más tóxicos cuando son ingeridos por el 

organismo objetivo, por lo que la aplicación de estos RCI debe coincidir con la 

alimentación de éste, 2) La máxima actividad "ventana de actividad" ocurre en 

etapas específicas del desarrollo del insecto, principalmente durante los picos 

altos de síntesis de quitina, o sea que la susceptibilidad de las larvas es mayor 

antes de cada muda. Por tanto, los tratamientos deben aplicarse ya sea en el 

momento de mayor susceptibilidad de los insectos o alternativamente lograr una 

residualidad suficiente para abarcar la siguiente "ventana de actividad" y 3) Tienen 

la capacidad de prolongar la etapa larvaria después de la exposición a una dosis 

tóxica. Durante la etapa susceptible, el insecto puede estar en un estado 

agonizante durante muchos días antes de morir. 
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3.5. Diflubenzurón 

El diflubenzurón es una benzoilfenilurea (Figura 3) clasificado como RCI que 

interrumpe la muda (Grafton-Cardwell et al., 2005). Este compuesto controla 

efectivamente estadios inmaduros de muchas especies de plagas de insectos, 

especialmente de los órdenes Coleoptera, Diptera y Lepidoptera (Eisler, 1992). 

Después de la aplicación de diflubenzurón los estados de desarrollo de 

determinados insectos sufren trastornos, especialmente en la muda siguiente, que 

generalmente les ocasionan la muerte. Aun cuando la siguiente ecdisis se logra 

producir hasta un cierto grado, el insecto no es capaz de liberarse del resto de la 

exuvia. Frecuentemente es posible observar un exudado de grandes gotas de 

hemolinfa en el cuerpo de los insectos afectados (Klein-Koch, 1977). Al igual que 

otros RCI, el diflubenzurón desempeña una función crítica en el manejo integrado 

de plagas (MIP), ya que es un atractivo reemplazo para los organofosforados y 

carbamatos, en gran medida debido a su baja toxicidad para mamíferos y alta 

selectividad (Grafton-Cardwell et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En cuanto al mecanismo de acción del diflubenzurón en insectos, existen 

varias teorías que mencionan la inhibición de: a) el transporte de UDP-N-acetil 

glucosamina a través de las membranas, b) la deposición de la cutícula y la 

formación de fibrillas, c) la formación de quitina y la activación de quitinasas y 

fenoloxidasas relacionadas con el catabolismo de la quitina y d) la síntesis del 

ácido desoxirribonucleico (Darvas, 1997). 

Figura 3. Fórmula estructural del diflubenzuron. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

4.1. Material biológico 

La determinación específica de Aedes aegypti se corroboró con las claves de 

Carpenter y LaCasse (1974). Tanto la cría y mantenimiento de la colonia de 

mosquitos, como los bioensayos, se llevaron a cabo en el insectario del Programa 

de Entomología y Acarología del Colegio de Postgraduados, Montecillo. El 

establecimiento de la colonia se realizó en una cámara de cría con condiciones 

controladas (temperatura de 27 ± 2 °C, humedad relativa de 70 ± 5% y fotoperiodo 

12:12 h) (Figura 4). Primeramente se colocó un disco con masas de huevos de Ae. 

aegypti, cepa Nueva Orleans, en una bandeja plástica previamente llenada con 

aproximadamente 12 litros de agua; después de la eclosión, las larvas fueron 

separadas en varias bandejas con agua para tener densidades poblacionales 

apropiadas y lograr un desarrollo óptimo de ellas. Las larvas fueron alimentadas 

con croquetas para hámster. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Colonia de Aedes aegypti. 
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El periodo larval transcurrió durante seis a ocho días en las bandejas de 

plástico. El agua se cambió cada tercer día para evitar la formación de una capa 

de nata en la superficie, que pudiera ocasionar la muerte de las larvas por asfixia. 

Las pupas fueron recolectadas en recipientes de plástico con 500 mL de agua y 

puestas en jaulas entomológicas de 80x50x50 cm. Para alimentar a los adultos 

machos se colocó un recipiente con agua azucarada a una concentración de 10%, 

que consistió en un frasco cuya tapa tenía un orificio en el centro para introducir 

una porción de algodón, mientras que las hembras fueron alimentadas cada tercer 

día con sangre de un hámster inmovilizado durante 15 min y al mismo tiempo se 

realizaba el cambio de agua azucarada. Para obtener nuevos discos con masas 

de huevos se introdujo en la jaula un recipiente con agua cubierto con papel kraft® 

para que las hembras ovipositaran. Los discos recuperados eran almacenados a 

la intemperie y posteriormente se utilizaron para los bioensayos (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2. Bioensayos 

Para los bioensayos se siguió el método propuesto por la Organización 

Mundial de la Salud (World Health Organization, 2005). Se empleó una 

formulación comercial de diflubenzurón (Caronte® SC 21.95%). La ventana de 

respuesta biológica se determinó mediante una serie de concentraciones seriales 

Figura 5. Disco con masas de huevos de Aedes aegypti. 
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de DFB de 1.0%, 0.1%, 0.01%, 0.001%, 0.0001%, 0.00001% y 0.000001%, 

diluidas en agua de grifo y así encontrar el intervalo de entre el 5 y 100% de 

mortalidad de las larvas. De cada concentración se tomó 1.0 mL, que se adicionó 

en vasos de plástico previamente llenados con 100 mL de agua y en cada uno de 

ellos se introdujeron 25 larvas de tercer instar de Ae. aegypti. El grupo control 

consistió en un recipiente con el mismo volumen de agua y número de larvas. Se 

realizaron tres repeticiones por concentración. Para los datos de mortalidad se 

consideraron como muertas a las larvas que carecían de movimiento o 

presentaban alteración de éste en cuanto a rapidez y frecuencia de visitas a la 

superficie. 

Posteriormente se incluyeron cinco dosis intermedias entre el intervalo de 

mortalidad, las cuales fueron 0.15, 0.25, 0.4, 0.6, 0.8 ppm de DFB y se evaluaron 

bajo las condiciones descritas anteriormente para la ventana biológica (Figura 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Concentraciones intermedias de DFB y vasos con larvas de tercer instar 

de Aedes aegypti. 
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Posterior a la aplicación de los tratamientos se realizaron observaciones 

durante 12 días de las larvas tratadas para compararlas con las del grupo control 

en cuanto a movilidad, capacidad para mudar, ruptura del integumento, avance al 

siguiente estadio y cualquier anormalidad que pudiera observarse. Las larvas 

muertas fueron retiradas diariamente de los vasos para su observación en fresco 

con un microscopio Zeiss®, Stereo Discovery V20. Con una cámara digital 

Canon® EOS 50D se realizaron tomas fotográficas de los ejemplares que 

presentaron alteraciones morfológicas ocasionadas por el DFB. 

 

4.3. Microscopia Electrónica de Barrido (MEB) 

Para la observación en MEB, solo las larvas expuestas a dosis entre 0.1 y 

0.6 ppm de DFB y las testigo fueron fijadas en glutaraldehído al 3%, durante 24 

horas; posteriormente se lavaron por un minuto en dos ocasiones con 

amortiguador de fosfatos (pH 7.3), y después se deshidrataron en una serie 

gradual de alcohol etílico (10, 30, 50, 70 y 90 100%), para secarlas a punto crítico 

con CO2 y bañarlas en oro. Las muestras fueron montadas en platinas metálicas y 

observadas en un microscopio Hitachi® modelo SU1510 a 10 y 15 kV, en el 

Laboratorio de Microscopía y Fotografía de la Biodiversidad 1, del Instituto de 

Biología de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM). 

 

4.4. Microscopía Electrónica de Transmisión (MET) 

Se utilizaron larvas tratadas a dosis de 0.1, 0.15, 0.25, 0.4 y 0.6 ppm y del 

grupo control, que fueron fijadas en una solución de glutaraldehído y 

paraformaldehído (2.5%/4%) por 24 horas. Se hicieron cinco lavados con 

amortiguador de fosfatos (7.3 pH) durante cinco minutos cada uno. La postfijación 

de los ejemplares se realizó con tetraóxido de osmio (1%) por tres horas, 

posteriormente una tinción en bloque con acetato de uranilo (0.5%) para el 

contraste de capas y una deshidratación en serie gradual de alcohol etílico (30-

100%), con dos cambios de 10 minutos. Para eliminar el exceso de alcohol las 

muestras se sometieron a tres cambios de 10 minutos de óxido de propileno 

(agente intermediario). Se realizaron preinclusiones con óxido de propileno con 
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Epon en diluciones 3:1, 2:1 y 1:1, e inclusión en resina epóxica fresca en moldes 

planos durante 48 horas. La polimerización de las muestras fue a 60° C durante 24 

a 48 horas. Con un ultramicrotomo Leica Ultracut R se obtuvieron cortes en serie 

de 60 nm de espesor, que fueron observados en un microscopio electrónico de 

trasmisión JEOL®, modelo JEM1010 del Laboratorio de Microscopía Electrónica, 

Departamento de Biología Celular, en la Facultad de Ciencias de la UNAM. 

 

4.5. Análisis estadístico 

La mortalidad causada por cada concentración de DFB se sometió a un 

análisis Probit (Finney, 1971) mediante el programa estadístico SAS 9.4 para 

Windows (SAS Institute, 2012), para estimar las CL50, y CL90 expresadas en ppm 

con sus respectivos límites fiduciales al 95 % de confianza (LF) y pendiente.  
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5. RESULTADOS 

 

El DFB ocasionó una mortalidad en las larvas de Ae. aegypti en relación 

directa a las concentraciones (Cuadro 1) y la toxicidad se evidenció en las 

concentraciones letales estimadas mediante el análisis Probit, con los valores que 

se muestran en el Cuadro 2. No hubo traslape entre los límites fiduciales de la 

CL50 y la CL90, lo que indica que hay diferencia entre ellas. La mortalidad 

ocasionada por el DFB se obtuvo en un solo ciclo de concentraciones, lo que se 

ve reflejado en el valor de la pendiente y muestra que la población fue 

homogénea. El modelo se aceptó con base en el valor de la X2 de 0.0105 

(p<0.0001). 

 

Cuadro 1. Mortalidad de larvas de tercer instar de Aedes aegypti 12 días después de la 
aplicación de diflubenzurón. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 2. Concentraciones letales de diflubenzuron en larvas de tercer instar Aedes 

aegypti. 
Parámetros estadísticos 

CL50 
LF 

CL90 
LF 

b±EE χ² 

0.23 
(0.21-0.25) 

0.47 
(0.42-0.53) 

4.12 ± 0.43 0.0105 

CL= Concentración letal (ppm). LF= Límites fiduciales al 95%. b±EE= Pendiente ± Error Estándar. 
α = 0.05. P <0.0001.  

 

 

 

Concentración 
(ppm) 

Mortalidad 
(%) 

1.0 
0.8 
0.6 
0.4 

0.25 
0.15 
0.1 

Testigo 

100 
99 
99 
82 
43 
30 
7 

0.0 
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Durante los bioensayos se observaron cambios de comportamiento en las 

larvas tratadas con 0.25, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 ppm de DFB, como disminución 

gradual de los movimientos ascendentes a la superficie del agua y por lo tanto de 

la frecuencia de respiración en comparación con las larvas del grupo testigo. 

Las larvas tratadas con las diferentes concentraciones evidenciaron una 

morfología alterada. En la Figura 7a se muestra la morfología general de larvas del 

grupo testigo, con el cuerpo de forma cilíndrica y alargada, de tonalidad 

blanquecina, excepto la cabeza y el sifón de color café, debido a que son zonas 

esclerosadas. La cabeza de forma esférica y en la parte ventral los peines 

bucales. El tórax globular con setas laterales largas. El abdomen con segmentos 

definidos y presencia de setas laterales. En la parte caudal se encuentra el sifón 

respiratorio, tubular y esclerosado y ventral a éste el segmento anal pequeño, con 

una placa en posición dorsal y al final las papilas anales transparentes. Entre las 

diversas alteraciones morfológicas, con 0.4 ppm de DFB se observaron larvas con 

la apariencia de “cabeza doble”, que son individuos que aún tienen la cutícula de 

la cápsula cefálica del instar anterior, de la cual no consiguen liberarse (Figura 7b). 

En otros casos, a concentraciones de 0.8 ppm y 1.0 ppm, la cutícula de la cápsula 

cefálica se fragmenta sin desprenderse (Figura 7c y 7d), alteración que se 

presentó con mayor frecuencia. En la Figura 7c se observa que el cuerpo de las 

larvas tratadas con 0.8 ppm de DFB adquiere un aspecto frágil y aplanado. En 

dosis de 1.0 ppm las larvas presentan ensanchamiento del tórax, como se aprecia 

en la Figura 7d. 
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Con mayor aumento se encontró que larvas expuestas a 0.15 ppm de DFB 

presentaron extrusión de una masa amorfa blanca proveniente del tubo digestivo, 

como se ve en la Figura 8a, aunque sus movimientos eran normales y podían 

permanecer vivas durante varios días sin llegar a pupar. A una concentración de 

0.6 ppm algunas larvas tuvieron ensanchamiento de la parte caudal (Figura 8b) y 

también presentaron la “cabeza doble” como se describió anteriormente (Figura 

Figura 7. Aspecto morfológico de larvas de tercer ínstar de Aedes 

aegypti del grupo testigo (a) y expuestas a diflubenzuron a 0.4 ppm 
(b), 0.8 ppm (c) y 1.0 ppm (d). Escalas: 1 mm. 
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8c). En el caso de la concentración de 0.8 ppm, los ejemplares sufrieron una 

degradación avanzada del contenido del cuerpo en la región del tórax y 

adelgazamiento de la pared del cuerpo, además de aspecto transparente (Figura 

8d). Finalmente, a la concentración de 1.0 ppm, las larvas presentaron expansión 

de los troncos traqueales como se aprecia en la Figura 8e y la fragmentación de la 

cutícula de la cápsula cefálica que en ciertos casos está por desprenderse (Figura 

8f). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Alteraciones morfológicas en larvas de Aedes aegypti 

expuestas a concentraciones de 0.15 ppm (a), 0.6 ppm (b y c), 

0.8 ppm (d) y 1.0 ppm (e y f) de diflubenzurón. Escalas: 500 

µm. 
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Figura 9. Microscopía electrónica de barrido de larvas de tercer instar de Aedes 

aegypti del grupo testigo (a) y tratadas con DFB en concentraciones de 0.15 ppm (b), 

0.25 ppm (c y d), 0.4 ppm (e) y 0.6 ppm (f y g). cv: cutícula vieja, pa: papilas anales, 

si: surcos intersegmentales, sr: sifón respiratorio. 
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En la Figura 9 se observan imágenes de individuos tanto del grupo testigo 

como de los tratados con DFB, que se procesaron para su observación en MEB, lo 

que permitió tener un panorama detallado de los daños ocasionados en la cutícula 

y las estructuras externas. Las larvas de grupo testigo (Figura 9a) lucían un 

aspecto alargado con morfología robusta y segmentación bien marcada, sifón 

respiratorio tubular con la inclinación normal cercana a los 45o y papilas anales 

alargadas. El producto interfirió en el proceso de la muda al impedir la liberación 

de la cutícula vieja, que se observa con el rompimiento de la cápsula cefálica que 

no se alcanzó a desprender, aún en las concentraciones bajas (Figuras 9b y 9c), 

además de desprendimientos y deformaciones de la cutícula del tórax y del 

abdomen (Figura 9c y 9d) que dejan expuesta la cutícula del siguiente instar que 

al parecer también está alterada. La concentración de 0.6 ppm provocó un alto 

grado de alteración en la región cefálica, con ruptura y desprendimiento de la 

cutícula ventral (Figura 9f), y división poco notable de los segmentos corporales, 

hasta su desaparición (Figura 9g). En la región caudal (Figura 9e) se distinguen 

zonas con ruptura superficial de la cutícula de los segmentos caudales y 

deformación de las papilas anales. 

La Figura 10 muestra los cortes semifinos (1 µm) obtenidos de las larvas 

testigo y tratadas con DFB. En la Figura 10a se observa una ligera separación 

entre la cutícula y la epidermis de larvas testigo. A 0.1 ppm se amplía la 

separación entre ambas (Figura 10b), que aumenta en relación directa con la 

concentración, hasta el grado de desprenderse por completo a una concentración 

de 0.15 ppm (Figura 10c). Las alteraciones que se presentaron a 0.25 y 0.4 ppm 

fueron el desarrollo de invaginaciones o espacios en la misma epidermis, que 

dejan zonas donde la cutícula se encuentra expuesta a una posible ruptura (Figura 

10d) y la formación de protuberancias por la extensión de la epidermis hacia el 

hemocele (Figura 10e). Finalmente, la concentración de 0.6 ppm ocasionó un alto 

grado de separación entre la cutícula y la epidermis (Figura 10f). 
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En los cortes ultrafinos de larvas del grupo testigo se distinguió a la 

epicutícula como una línea continua y oscura y a la endocutícula formada por 

lamelas bien marcadas, así como puntos de refuerzo (hemidesmosomas) que 

unen a la endocutícula con la epidermis (Figura 11a). Tanto en larvas del grupo 

testigo como en los tratamientos se distinguió un citoplasma con abundante 

retículo endoplásmico rugoso, mientras que en la epidermis y en los músculos se 

observaron numerosas mitocondrias. En la Figura 11b se aprecia la separación 

entre la cutícula y la epidermis, causada por la aplicación de 0.4 ppm, misma que 

se prolonga hasta causar el desprendimiento en diversas áreas del integumento, 

como se observa en la Figura 11c. Larvas expuestas a concentraciones de 0.4 y 

0.6 ppm de DFB tuvieron una cutícula con protuberancias amorfas a manera de 

desprendimientos cuticulares o islas (Figura 11d y 11e), cuyo incremento en las 

zonas donde se localizan, ocasiona grietas que rompen la cutícula (Figura 11f). La 

Figura 11g muestra los haces musculares de larvas del grupo testigo, los cuales 

se observan compactados y se pueden distinguir las bandas Z, en comparación 

con las larvas expuestas a 0.6 ppm de DFB que presentan haces musculares 

separados por espacios y una posible degradación de las membranas 

plasmáticas. Entre la epidermis y los músculos se observaron desmosomas 

(Figura 11h). En las tráqueas no se observó daño, pero sí plegamiento de la unión 

entre el sifón respiratorio y las tráqueas. 
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Figura 10. Alteraciones histológicas ocasionadas por diflubenzurón en larvas de 
tercer instar de Aedes aegypti. Testigo (a), 0.1 ppm (b), 0.15 ppm (c), 0.25 ppm (d), 
0.4 (e) y 0.6 ppm (f).cu: cuticula, ep: epidermis, ie: invaginaciones de la epidermis, 
rc: ruptura cuticular, sce: separación entre la cutícula y la epidermis. 
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Figura 11. Electromicrografías de cutícula, epidermis y músculo de larvas de tercer 

ínstar de Aedes aegypti del grupo testigo (a y g) y tratadas a concentraciones de 0.25 

ppm (c), 0.4 ppm (b y e) y 0.6 ppm (d, f y h) de DFB. c: citoplasma, dc: 

desprendimientos cuticulares, de: desmosomas, e: epidermis,en: endocutícula, ep: 

epicutícula, es: espacio subcuticular, m: mitocondria, n: núcleo, pm: patrones de 

músculo estriado, pr: puntos de refuerzo, rc: ruptura de la cutícula, re: retículo 

endoplásmico rugoso. 
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6. DISCUSIÓN 

En diversos estudios se ha reportado la susceptibilidad de Ae. aegypti a 

inhibidores de la síntesis de quitina, mediante la aplicación de concentraciones 

puntuales, sin la definición previa de una ventana biológica, como es el caso de 

Junqueira Da Silva y Mendes (2007), que emplearon concentraciones entre 5 y 

300 ppb y obtuvieron una CL50 de 5.19 ppb y CL95 de 12.24. 

Existen referencias a la concentración inhibitoria (CI) del DFB por su efecto 

en la emergencia de los adultos, sobre todo en trabajos en los que la mortalidad 

causada en larvas ha sido baja, por ejemplo, la obtenida de 10% y 38% por Al–

Azab et al. (2013), con concentraciones entre 0.0004 y 0.008 ppm y mortalidad 

más baja, de 2% a 20%, con las mismas concentraciones por Al-Azab y Shaalan 

(2018), mientras que Kamal y Khater (2010) observaron una mayor mortalidad de 

24% con 0.003 ppm. 

Las larvas de tercer instar de Ae. aegypti fueron susceptibles a 

concentraciones de DFB con valores de la CL50 y CL90 cercanos a los obtenidos 

por Aziz (2017), quien obtuvo valores de 0.178 y 0.301 ppm, respectivamente, 

para las concentraciones mencionadas, aunque con rangos de mortalidad debajo 

de 20%, que en el caso de Costa y Tadei (2011) fueron de 64.2% y 97.5% con 

concentraciones de 0.009 y 0.01 ppm, cercanas a las del autor antes mencionado, 

pero menores a las de este estudio, en el que la mayor mortalidad fue de 82 a 

100% a concentraciones de 0.4 a 1.0 ppm. 

Las observaciones realizadas demostraron que las diferentes 

concentraciones de DFB afectaron aspectos de comportamiento en las larvas de 

Ae. aegypti. Se coincide con Alves Borges et al. (2012) y Azis (2017) que 

observaron lentitud de movimientos de las larvas de tercero y cuarto instar 

posterior al tratamiento, aunque los primeros autores también notaron temblores y 

convulsiones, seguidas de parálisis. Costa y Tadei (2012) indican que las larvas 

de Anopheles darlingi presentaron un alargamiento de la región cervical, que 

impidió que los músculos sostuvieran el peso de la región cefálica y la 

mantuvieran en posición vertical, como en el caso del tórax y abdomen, a pesar de 

lo cual los movimientos de las partes bucales no se alteraron y las larvas 
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continuaron alimentándose de manera normal, efectos que no fueron observados 

en esta ocasión. 

Las larvas de Ae. aegypti sufrieron alteraciones morfológicas a diferentes 

niveles. Con microscopía de luz se observaron anomalías externas con mayor 

frecuencia, similares a las reportadas por Alves-Borges et al. (2004), quienes 

describen que las larvas tratadas con 1.0 ppm de DFB mostraban una superficie 

corporal destruida, de apariencia delgada y de bajo desarrollo con segmentos 

corporales indefinidos y oscuros, mientras que a 0.1 ppm las alteraciones eran 

menores, con segmentos corporales visibles, aunque más delgadas y de menor 

tamaño que las del grupo control. Costa y Tadei (2012) refieren que larvas de A. 

darlingi morían al inicio de la muda porque la cutícula vieja de la cabeza obstruía 

el nuevo integumento, o por la extravasación de tejidos de la zona torácica en las 

que lograban liberarse de ella. En las larvas que completaron la apólisis, los dos 

últimos segmentos abdominales permanecían adheridos a la cutícula vieja, por lo 

que presentaron movimientos natatorios lentos, sin poder liberarse de ella y 

posteriormente morían, características observadas en este trabajo, con excepción 

de la salida de tejidos. 

En este estudio únicamente se realizaron observaciones hechas con larvas 

de tercer instar, pero diversos autores han descrito alteraciones en los siguientes 

estadios de desarrollo de Ae. aegypti. Junqueira da Silva y Mendes (2007) y 

Kamal y Kather (2010), observaron que en la etapa intermedia larva-pupa, las 

larvas permanecían unidas a la cutícula anterior y las pupas retenían la cutícula 

larvaria en una porción del abdomen. El último autor también observó que los 

adultos emergían de forma incompleta o mantenían los tarsos unidos al pupario, 

mientras que Aziz (2017) menciona que los adultos emergieron, pero volaron por 

debajo del nivel normal, o se mantenían en descanso por periodos largos sobre la 

superficie del agua. 

Con MEB se describieron con detalle las alteraciones ocasionadas por DFB, 

como la ruptura de la cápsula cefálica, también descrita por Alves Borges et al. 

(2012), aunque se difiere en cuanto al incremento en el número de setas delgadas 

y alargadas que se enrollaron en los surcos intersegmentales, las que ocasionaron 
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constricciones en cada región e impidieron el proceso de la muda, lo que daba un 

aspecto “momificado” a las larvas, ocasionado por la superposición de varias 

cutículas, relacionado con el aumento en número, tamaño y enrollamiento de las 

setas. 

Las observaciones en MET de los cortes ultrafinos consistieron en identificar 

las principales alteraciones de la cutícula que en parte son consistentes con Alves 

Borges et al. (2012), en cuanto a la presencia de puntos de refuerzo en larvas del 

grupo testigo y la formación del espacio subcuticular en larvas tratadas, pero no se 

observó que durante el proceso de muda las larvas testigo formaran un espacio 

exuvial para la síntesis de la nueva cutícula, que las células epidermales 

estuvieran en mitosis y que liberaran fluido de muda todavía inactivo. En las larvas 

tratadas, al inicio del proceso de muda los autores refieren la formación de los 

espacios subcuticular y exuvial, pero sin la nueva epicutícula, mientras que al final 

del proceso notaron que la vieja epicutícula y la exocutícula estaban separadas 

por un espacio exuvial, con la nueva procutícula indiferenciada y poco esclerosada 

y que en algunos casos se formó una nueva epicutícula cercana a la cutícula 

antigua, con la célula epidérmica alterada, vacuolizada y estructuras en forma de 

escamas. 

Con el novalurón aplicado a larvas de cuarto instar de Ae. aegypti, Farnesi et 

al. (2012), observaron alteraciones del cuerpo graso, glándulas salivales, troncos 

traqueales, ciegos gástricos, ganglio torácico, intestino medio y matriz peritrófica, 

ausencia de tejido conectivo y desorganización de los discos imaginales de alas y 

patas. Mediante microscopía de contraste diferencial de interferencia, los autores 

observaron una cutícula translúcida, discontinua y en algunas zonas con forma de 

cuerda que podía llegar a desprenderse de la epidermis, la cual se adelgazó o se 

encontraba degenerada. 

Entre los efectos de los inhibidores de la síntesis de quitina se han citado las 

mudas abortivas y la incapacidad de los huevos para eclosionar y con menos 

frecuencia la interrupción de la formación de la membrana peritrófica, que tiene 

una función importante como barrera contra la infección en el intestino medio por 

microorganismos (Merzendorfer, 2013). En este caso, además de los daños por 
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ruptura en diferentes áreas del integumento y por lo tanto la incapacidad para 

completar la muda, se observó alteración en la conformación de los músculos, la 

epidermis, la cutícula y los puntos de unión entre ellos. Chapman (2013) menciona 

que los músculos esqueletales se fijan a la epidermis mediante uniones celulares 

que se sujetan a los microtúbulos, que a su vez se unen a la cutícula por 

hemidesmosomas. Nation (2016) apunta que los hemidesmosomas unen la 

membrana basal a las células epidermales. 

El daño en las papilas anales interfiere con el proceso de absorción. En las 

larvas de mosquitos el epitelio forma estas estructuras externas, cubiertas por una 

cutícula delgada a través de la cual hay absorción de agua y sales y que contienen 

numerosas mitocondrias, lo que indica gran actividad de las células. En Aedes 

absorben cloro, sodio y potasio del agua y así mantienen la composición iónica 

normal de la hemolinfa. El tamaño total de estas papilas varía inversamente con la 

concentración iónica del agua circundante en algunas especies (Copeland, 1964., 

Wigglesworth, 1974., Chapman, 2013., Klowden, 2013). Los daños en el sifón 

respiratorio, aunados a la incapacidad de las larvas para salir a la superficie, 

significan alteraciones de otro sistema vital. El sifón respiratorio permite a las 

larvas de mosquitos alimentarse a baja profundidad mientras respiran de manera 

simultánea en la superficie (Klowden, 2013). 

 

7. CONCLUSIONES 

El diflubenzurón actúa en larvas de Ae. aegypti en concentraciones 

extremadamente bajas, suficientes para alterar su comportamiento y morfología, 

con la posible afectación de diversos sistemas fisiológicos y por lo tanto de su 

desarrollo. Su empleo para el control de esta especie puede ser de utilidad en 

cuerpos de agua en los que no haya presencia de otros artrópodos. Su inocuidad 

para vertebrados lo ubica como un producto con posibilidades de ser utilizado. 
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