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Resumen

El presente trabajo se realizé para evaluar los efectos de extractos acuosos de hojas y
semillas Neem ( Azadirachta indica A. Juss.,) sobre polilla dorso de diamante ( Plutella
xylostella L.,) en condiciones de laboratorio. Se determiné los porcentajes de mortalidad, la
dosis letal 50 ( DLso ) y el tiempo letal promedio ( TLso ) para larvas de segundo instar de P.
xylostella, sometidas a diferentes concentraciones (dosis) de extractos de hojas y semillas.
Tanto las semillas como las hojas de A. indica se cosecharon en los parques de la ciudad de
Cdcuta (425 msnm), Norte de Santander, colectando de los arboles, los frutos con epicarpio
color verde-pélido debido a que este estado fenoldgico es la etapa que mayor contenido de
azadiractina se acumula en la semilla. A partir de la concentracion o soluciéon madre, tanto de
los extractos de hojas y los extractos de semillas al 100% (100.000 mg/l), se obtuvieron las
disoluciones al 66% (66.000 mg/l) y 33% (33.000 (mg/l). El disefio experimental consistid
de un modelo estadistico completamente al azar, tanto para los extractos de hojas como para
los extractos de semillas de A. indica; cada uno con cuatro tratamientos y cada tratamiento
con 5 repeticiones y cada repeticion con cinco unidades experimentales. Cada Unidad
Experimental estuvo constituida por una larva, con su correspondiente disco de 3 cm de
diametro de hoja de repollo con su tratamiento respectivo (100 unidades experimentales en
cada extracto). Las larvas de segundo instar larval (L2), provenian de una cria masiva que se
habia establecido en el Laboratorio de Sanidad Vegetal, a partir de larvas colectadas en el
CISVEB y en la Normal de Pamplona. Los Tratamientos fueron aplicados sumergiendo
discos de hojas de repollo de 3 cm de didmetro en cada concentracion. Una vez instalado el
experimento se iniciaron observaciones cada 6 horas durante 4 dias. Al quinto dia, el disco
sin tratamiento fue cambiado y luego cada tres dias, para que las larvas continuaran su

desarrollo. Los datos, fueron analizados estadisticamente por medio del Software SPSS



Statistics 26.0 y con pruebas de Tukey para determinar diferencias significativas entre los
tratamientos. Con Analisis de Regresion se encontr6 la DLso y el TLso. Se determiné que el
tratamiento con extracto de semilla 100%, 66% y 33% obtuvieron el 96%, 84% y 68% de
mortalidad de las larvas, en comparacion al tratamiento con extracto de hoja 100%, 66% Yy
33%, en donde se obtuvieron el 84%, 64% y 36% respectivamente en cuanto a la mortalidad
en comparacion con el Control que fue del 0%. En cuanto al DLso, en el caso de los
tratamientos con extracto de semilla fue de 37.000 mg/L y de los tratamientos con extracto de
hoja fue de 57.250 mg/L. por otra parte en cuanto al TL50 el cual es el valor medio del
intervalo de tiempo, durante el cual se espera que muera el 50% de una poblacion dada, Se
determind que la dosis de 100% de extractos de semillas mata el 50% de la poblacion a las
22 horas, la dosis 66% lo hace a las 36 horas y la dosis 33% mata la mitad de la poblacién a
las 57 horas, en el caso de los extractos de hoja, se determind la dosis 100% mata el 50% de
la poblacion a las 39 horas, la dosis 66% lo hace a las 55 horas y la dosis 33% mata la mitad
de la poblacién a las 114 horas. Lo anterior indica que la aplicacién de una solucion de
semilla al 100% es mas efectiva para el control de la plaga problema en condiciones de
laboratorio, debido al alto contenido de terpenoides. La duracion hasta la emergencia de los
imagos Yy su sobrevivencia también fue afectada por los tratamientos con extractos de hojas
de neem, emergiendo solamente dos adultos (8%) a los 50 dias en la dosis 66.000 mg/I; seis
adultos (24%) a los 46 dias en la dosis 33.000 mg/I; mientras que, en el Control emergieron

24 imagos a los 34 dias, con una sobrevivencia del 96%.

Palabras clave: Polilla de las cruciferas, extractos de neem, mortalidad, dosis letal media,

tiempo letal medio.
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1 Introduccién

El deterioro del medio ambiente y el perfeccionamiento de la calidad de vida del
hombre, son dos de los factores mas importantes que motivan al ser humano a buscar nuevos
métodos o procesos de produccion alimenticia, todo esto con una perspectiva generalizada de
obtener una mejor rentabilidad y comercio, pero en un porcentaje considerable de los casos
no se tiene en cuenta lo efectos adversos, que pueden llegar a generar cierto tipo o método de
produccion a implementar, como lo son nuevos problemas asociados a plagas y enfermedades
agricolas sino se realiza los manejos adecuados y cuyas métodos de control como lo es el

quimico estan modificando y deteriorando el ecosistema que se encuentra alrededor de estos.

Los cultivares de hortalizas constituyen un renglon agricola de importancia
econdmica y cultural para los productores de todas las regiones del mundo. En América
Latina las principales hortalizas sembradas presentan variaciones temporales en cuanto a las
areas dedicadas a su cultivo, los volumenes de produccion y el consumo por las personas,
esto es derivado de factores tales como la cultura, el clima y la dieta que se lleve a cabo en
cada lugar en especifico, su importancia también radica en su valor nutricional, debido a que
estas son usadas en el campo culinario para el acompafiamiento de ensaladas, ademas de
amplia superficie sembrada de la cual se deriva el sosteneemiento de un importante sector

agricola y campesino y grandes generadores de empleo en el campo y la agroindustria

La principal plaga de las hortalizas en el mundo es la polilla dorso de diamante
Plutella xylostella L., conocida también como polilla de la col o polilla del repollo, es una
especie de insecto lepidoptero de la familia Plutellidae que ha llegado a ser
verdaderamente cosmopolita y es la Unica de todo el Orden Lepidoptera con una

distribucion continua y global. Se ha convertido en la plaga mas destructiva de cosechas
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de plantas cultivadas de la familia Brassicaceae, como distintas variedades de Brassica
oleracea, como B. oleracea var. capitata (repollo) y B. oleracea var. botrytis (coliflor). Es
muy dificil de controlar debido su ciclo bioldgico es muy corto y aplicacién indebida de
productos quimicos, por lo cual ha desarrollado resistencia a numerosos plaguicidas. De
hecho, es la primera especie en desarrollar resistencia a diclorodifeniltricloroetano (DDT),
durante la década de 1950, y frente a toxinas de Bacillus thuringiensis Berliner (toxinas
Bt), durante la década de 1990. (Brenes, 2000). Sus poblaciones pueden alcanzar
frecuentemente el 75% del total de insectos en un cultivo y causan pérdidas de hasta el

90% en la produccién.

El caso especifico del uso de A. indica se ha demostrado que su principal compuesto
plaguicida es la azadiractina (Aza), que esta presente mayormente y en altas concentraciones
en las semillas, exhibiendo una mejor actividad bilogica. Este tipo de insecticida ejerce un
amplio control en los distintos érdenes de insectos como Blattodea, Caelifera, Dermaptera,
Diptera, Ensifera, Heterdptera, Hymenoptera, Isoptera, Lepidoptera, Phasmida, Phthiraptera,

Siphonoptera y Thysanoptera.

Debido a los dafios causados por la polilla dorso diamante (P. xylostella), considerada
una plaga primaria de cultivos de la familia Brassicaceae, incluyendo especies silvestres y
cultivadas y dada la importancia del cultivo a nivel nacional e internacional, ademas de la
problematica generada por los métodos de control usados en esta, se hace necesario
investigar un método de control eficaz para la plaga y que no cause un impacto que
modifique de forma negativa la zona donde se tiene establecido el cultivo, como es el caso

de uso de extractos de Neem.
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2 Problema y descripcion del problema

Actualmente cuestiones como el deterioro del medio ambiente y el mejoramiento de
la calidad de vida del ser humano, son dos de los factores més cruciales que motivan al ser
humano a optar por nuevos métodos o procesos de produccion de alimentos ya sea artesanal
o industrial, todo esto con un enfoque generalizado de obtener una mejor rentabilidad y
comercio, sin embargo en muchos de los casos esto se realiza sin tener en cuenta los
impactos negativos, que conllevan a generar nuevos problemas asociados a plagas y
enfermedades agricolas cuyas métodos de control como lo es el quimico estan deteriorando el

ecosistema que se encuentra alrededor de estos.

Las hortalizas constituyen un renglén agricola de importancia econémica para los
productores de todas las regiones del planeta. En el continente de América mas exactamente
América Latina, las principales producciones hortalizas sembradas presentan variaciones
temporales en cuanto a las areas dedicadas a su cultivo, los voliumenes de produccion
implementados y el consumo percapita, esto es ocasionado por factores tales como la cultura,
el clima y la dieta alimenticia que se lleve a cabo en cada lugar en especifico, su importancia
también radica en su valor nutricional, ya que estas son usadas en el campo culinario para el
acompafamiento de ensaladas, de igual forma de amplia superficie sembrada de la cual se
deriva el sosteneemiento de un importante sector agricola y campesino y grandes generadores

de empleo en el campo y la agroindustria

En nuestro pais el consumo de hortalizas como son las cruciferas (Brocoli, coliflor,
repollo, rabano) entre otras comestibles, son de gran importancia formando parte de la dieta
alimentaria del hombre debido a su poder nutricional . En la actualidad la horticultura se

encuentra bastante difundida en lo largo del pais, aunque su estado fitosanitario no sea el mas
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adecuado actualmente el manejo o control de plagas y enfermedades, se basa en el uso de
productos quimicos en gran parte de manera desmesurada lo que esta provocando problemas

en el cultivo productos comercializables y en el medio ambiente.

A pesar de la importancia de la plaga y a la necesidad de frecuentes aplicaciones de
insecticidas, se han realizado pocos trabajos que permitan determinar la presencia de agentes
que contribuyan al control natural, bioldgico o fitoquimico y la incidencia que tienen en la
densidad poblacional de la plaga; Una de estas plagas cosmopolita muy destructiva y de gran
importancia econémica en los cultivos comerciales de la familia Brassicaceae es la polilla del
repollo, P. xylostella (Talekar & A, 1993).este se reconoce por ser un insecto plaga, con gran
capacidad de adaptacion a diferentes condiciones climaticas, ademas que posee alna alta
variabilidad genética que unida al corto periodo generacional le permite lograr rapidamente

resistencia a diferentes insecticidas que se distribuyen comercialmente.
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3 Justificacion

Segun diferentes estudios en el sector de las hortalizas, en la actualidad para el control
la P. xylostella, se utilizan insecticidas de sintesis quimica, como piretroides, carbamatos y
organofosforados, los cuales tienen accion inmediata, pero causan efectos adversos en la
salud y en el ambiente. Adicionalmente, la ausencia de enemigos naturales capaces de
controlar a sus poblaciones, y su resistencia a numerosos insecticidas convencionales hacen
que este insecto se establezca rapidamente en areas productoras de brasicaceas. Se calcula
que los costos mundiales asociados al control de P. xylostella, sumados a las pérdidas en la

produccion agricola, estan entre cuatro y cinco billones de délares anuales (Arregui,2010).

Debido a lo anterior, este proyecto tuvo como finalidad comprobar el efecto que tiene
la aplicacion de extractos de Neem para el control de P. xylostella, la cual se reconoce como
una de las plagas limitantes para los cultivos de la familia de las Brassicaceae a la cual es
perteneciente el repollo. El control para esta plaga se realiza en su mayoria con productos
quimicos, sin embargo estos no son muy adecuados para el cultivo debido a que el uso
excesivo de estos puede bajar la calidad del producto limitando el ingreso a diferentes
mercados, de igual forma provoca la creacién de resistencias de la plaga a estos productos en
muy poco tiempo, ademas que altera el entorno debido a que afecta la poblacion de
polinizadores y controladores naturales, por ende se pone sobre la mesa la implementacién de
nuevas practicas innovadoras que no solo controlen la plaga si no que sean amables con el

medio ambiente.
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4 Obijetivos

4.1.General
e Determinar lamortalidad, la DLso y el TLsg de extractos acuosos de hojas y semillas
de Azadirachta indica A. Juss, sobre Plutella xylostella L., bajo condiciones de

laboratorio.

4.2.Especificos

» Determinar la mortalidad causada por extractos acuosos de hojas y semillas de A.
indica, sobre P. xylostella.

» Encontrar la DLso de extractos acuosos de hojas y semillas de A. indica, sobre P.
xylostella.

» Precisar el TLso de extractos acuosos de hojas y semillas de A. indica, sobre P.
xylostella.

» Establecer el efecto de los extractos acuosos de hojas y semillas de A. indica, sobre la

duracion de los estados de desarrollo de P. xylostella.
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5 Marco referencial

5.1.Antecedentes regionales

e Jhonatan Gualdrén-Panqueva, Deisy Viviana Toloza-Balcucho y Humberto
Giraldo-Vanegas (2017). Evaluacion de extractos de Neem Azadirachta indica A.
Juss, como repelente e insecticida contra la broca del café Hypothenemus hampei
Ferrari (Coleoptera: Curculionidae), en la variedad Castillo en la Granja

Experimental Villa Marina de la Universidad de Pamplona.

Resumen: se evaluo la mortalidad y el efecto repelente causado por extractos de
hojas y semillas neem Azadirachta indica A. Juss, contra la broca del café Hypothenemus
hampei Ferrari, en la variedad Castillo Se empled un disefio experimental completamente
aleatorizado con siete tratamientos: Semillas 33%, Semillas 66%, Semillas 100%, Hojas
33%, Hojas 66%, Hojas 100% y Control y cuatro repeticiones. Los extractos se prepararon a
partir de una solucion madre compuesta por 2 kg de semillas maceradas en 20 L de agua y
una solucién madre compuesta por 2 kg de hojas maceradas en 20 L de agua. A partir de estas
soluciones madre se prepararon las disoluciones al 33% y 66% de hojas y semillas. Las
unidades experimentales consistieron en ramas productivas con granos entre dieciséis y
veinte semanas de desarrollo. Tratada cada unidad experimental y colocada una manga
entomologica, fue infestada con diez hembras de broca. Se evaluaron durante quince dias los
granos brocados y mortalidad. Para el analisis de los datos, se aplic6 un analisis de varianza
de una via (ANOVA), se empled una prueba de Tukey para la comparacion de medias,

cuando este resultaba significativo, Se determino que los tratamientos Semilla 66%, Semilla
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100% y Semilla 33% solo permiten 11,15%, 12,50% y 14,50% de granos brocados
respectivamente, mientras que el Control presenta el 55% de granos brocados. Los
tratamientos Semilla 66%, Hoja 33% y Semilla 100% causaron los mas altos porcentajes de
mortalidad con 49%, 44,5% y 41,50%, mientras que el Control presentd solamente 9% de
mortalidad. Se encontrd efecto negativo de los extractos de hojas y semillas de neem en la
tasa reproductiva de H. hampei. Se concluyd que los tratamientos a base de extractos
acuosos de semillas de Neem presentaron los mejores resultados. El uso de bioplaguicidas en
el agroecosistema del cultivo del café es viable, pudiendo ser una alternativa nueva para
aplicar en el Manejo Integrado de la Broca del Café. A partir del primer dia, después de la
aplicacion de los tratamientos se observaron los efectos inmediatos en mortalidad y
repelencia, esto debido principalmente al alto contenido de azadirachtina que acttia como

repelente y fagodisuasivo

e Jhayyers Stefan Silva-Lizarazo y Humberto Giraldo-Vanegas (2018). Ciclo
bioldgico de Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae) y sus Enemigos
Naturales en el Centro de Investigacion en Sanidad Vegetal y Bioinsumos

(CISVEB), Pamplona, Norte de Santander

Resumen: Se realiz6 la biologia de Plutella xylostella (L.), conocida como la polilla
dorso diamante o polilla del repollo, en el Centro de Investigacion en Sanidad Vegetal y
Bioinsumos (CISVEB) y en el Laboratorio de Sanidad Vegetal, de la Universidad de
Pamplona. La colecta de los estados inmaduros y adultos de P. xylostella y sus enemigos
naturales se hizo en los huertos horticolas experimentales (CISVEB); mientras que la parte
experimental en el Laboratorio de Sanidad Vegetal. Bajo condiciones de temperatura de
16,9°C a 18,9°C, Humedad Relativa promedio de 73,8 %, se inici6 una cria masiva de

Plutella sp., para realizar las observaciones y toma de datos sobre el ciclo bilogico del
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insecto. La duracion promedio del ciclo de vida fue de 57,06 dias, pasando por huevo con
duracion de 9,11 £ 1,242 dias; estado larval fue de 19,54 + 2,620 dias, y la duracion del
estado de pupa fue de 9,93 + 1,698 dias. Se determinaron cuatro instares larvales aplicando la
Ley de Dyar (1.980); la anchura promedio de las capsulas cefalicas fue de: 0,144 mm larva I;
0,253 mm larva II; 0,405mm larva III; 0,599 mm larva IV. La oviposicion de las hembras fue
de 43,66 huevos con una duracion de 28 + 8,08 dias; la longevidad promedio de los adultos
fue de 18,48 + 5,124 dias. Se determinaron los parasitoides de huevos Trichogramma sp., el
parasitoide de larvas Diadegma insulare (Cresson) y los depredadores Harmonia axyridis

(Pallas), Hippodamia convergens Guérin-Méneville y Chrysoperla sp.

5.2.Antecedentes nacionales

e Natalia Vinasco-Ariasl y Alberto Soto-Giraldo (2014). efecto insecticida de
Azadirachta indica a. juss sobre Trialeurodes vaporariorum Westwood
(Hemiptera: Aleyrodidae). Departamento de Produccion Agropecuaria,
Universidad de Caldas. Manizales, Colombia

http://vip.ucaldas.edu.co/agronomia/downloads/Agronomia22(1) 4.pdf

Resumen: La mosca blanca T. vaporariorum es una de las principales plagas de
cultivos horticolas debido a que los adultos e inmaduros succionan la savia de las hojas, lo
que debilita las plantas e impide el desarrollo normal de los frutos. En este trabajo fue
estudiado en laboratorio los efectos letales y subletales del extracto comercial de semillas de
neem Bioneem® en el crecimiento poblacional de la mosca blanca T. vaporariorum. Los
efectos letales fueron estimados a través de test de toxicidad aguda con obtencion de curvas

dosis-respuesta y sus respectivas concentraciones letales, y los efectos subletales a través de
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la estimativa de la tasa instantanea de crecimiento poblacional (ri). Las concentraciones
letales y subletales del Bioneem® para T. vaporariorum fueron 1,86 y 0,89% del producto,

respectivamente, lo que indica que podria utilizarse para el control de la plaga.

e Séenz, Adriana. (2012). Susceptibilidad de Plutella xylostella L. a Heterorhabditis
sp. SL0708 (Rhabditida: Heterorhabditidae). Revista Colombiana de Entomologia,

38 (1), 94-96. http://www.scielo.org.co/pdf/rcen/v38n1/v38nlal6.pdf

Resumen: Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae) conocida como polilla
dorso de diamante (DDM) es una de las plagas mas importantes en cultivos de cruciferas en
Colombia. La estrategia de control mas utilizada ha sido el uso de insecticidas de sintesis
guimica como piretroides, carbamatos, organofosforados y reguladores de crecimiento. Como
una alternativa de control, se evalla la susceptibilidad del tercer instar de DDM al neméatodo
entomopatdgeno Heterorhabditis sp. SLO708 en condiciones de laboratorio. Se probaron
cinco dosis de juveniles infectivos (JI) (0, 100, 300, 600, 1200 JI/ml/5 larvas) y se evaluo
cada 24 horas la sintomatologia, mortalidad y recuperacién de JI. Las larvas afectadas
por Heterorhabditis sp. SL0O708 presentaron cambios de coloracién de verde a marron claro,
se mostraron poco moviles y con cuerpo flacido. Algunas larvas alcanzaron a mudar a pupa y
se observo el desarrollo de adultos de primera generacion. El porcentaje promedio de
mortalidad fue de 95,6%, con un tiempo de mortalidad entre las 48 y 72 horas. La dosis que
mostré diferencias significativas fue 100 JI. De las larvas infectadas por tratamiento se
recupero6 en promedio diariamente 2.743 JI en cinco dias. Las larvas de P. xylostella fueron
susceptibles a los JI de Heterorhabditis sp. SL0708, indicando que se debe continuar

evaluando su capacidad patogénica en invernadero y campo.
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5.3.Antecedentes internacionales

e Daniel Antonio Villamil Montero, Natalia Naranjo, Mario Andres Van Strahlen
(2012).Efecto Insecticida del Extracto de Semillas de Neem (Azadirachta indica A.
Juss) sobre Collaria scenica (Stal) (Hemiptera: Miridae). Departamento de
Horticultura, Universidade Estadual Paulista

https://www.researchgate.net/publication/287135276 Efecto insecticida del extra

cto de semillas de Neem Azadirachta indica sobre Collaria scenica Stal Hem

iptera_Miridae.

Resumen: evaluar el efecto insecticida del extracto etandlico de semillas de Neem
(Azadirachta indica A. Juss) sobre ninfas de la chinche de los pastos Collaria scenica Stal.
Para eso, se elabord un extracto a partir de frutos inmaduros de Neem mediante
rotaevaporacion. El extracto fue diluido en tres concentraciones de ppm que corresponden a
los tratamientos. Por medio de cromatografias en capa delgada se determiné la presencia de
azaridactina. Se realizd un experimento DCA de 4 tratamientos y 5 repeticiones que incluy6
las tres concentraciones del extracto y un control. En cada repeticion se usaron 15 ninfas,
colocadas aleatoriamente en cajas plasticas herméticas con alimento y la concentracién
correspondiente. Diariamente se realizé una aplicacion del extracto y se registré porcentaje
de mortalidad, nimero de exuvias y numero de individuos que llegaron al estado adulto en
cada tratamiento. Los resultados fueron analizados con prueba Kruskal-wallis y
GamesHowell para cada variable. Las tres concentraciones del extracto de semillas de Neem
presentaron un efecto negativo sobre el desarrollo de las chinches. El tratamiento mas
concentrado (250 ppm) fue el més eficaz presentando una mortalidad del 97%, menor niUmero

de exuvias y menor numero adultos al final del ensayo.
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e Shelton, A. M., Long, S. J., Walker, A. S., Bolton, M., Collins, H. L., Revuelta, L.,
... & Morrison, N. I. (2020). Primer lanzamiento en el campo de un insecto de
plaga agricola autolimitado genéticamente: evaluacién de su potencial para la
proteccion de cultivos en el futuro. Fronteras en Bioingenieria y Biotecnologia, 7 ,

482. https://n9.cl/twx0

RESUMEN : Se necesitan con urgencia enfoques alternativos, basados en la biologia
para el manejo de plagas, y un enfoque es utilizar insectos genéticamente modificados. A
continuacion, describimos una serie de estudios integrados de campo, laboratorio y modelado
con la polilla del lomo del diamante, Plutella xylostella L., una plaga mundial grave de
cruciferas. Una cepa "autolimitada” de Plutella xylostella L. (OX4319L), disefiado
genéticamente para permitir la produccién de cohortes de polillas solo para machos para la
liberacion en el campo, se desarrollé como un enfoque novedoso para proteger los cultivos de
cruciferas. Las hembras de tipo salvaje que se aparean con estos machos autolimitados no
produciran progenie femenina viable. Nuestros estudios previos en invernadero demostraron
que las liberaciones de machos OX4319L conducen a la supresion de la poblacion objetivo de
plagas y a la dilucion de los genes de resistencia a los insecticidas. Presentamos los resultados
de la primera liberacidén en campo abierto de una cepa autolimitada no irradiada y
genéticamente modificada de un insecto plaga agricola. En una serie de estudios de campo de
marca-liberacion-recaptura con co-liberaciones de machos OX4319L adultos y sus
contrapartes de tipo salvaje, se midio la dispersion, persistencia y supervivencia de campo de
cada cepa en un campo de col de 2,83 ha. En la mayoria de los casos, No se detectaron
diferencias en estos parametros. En general, el 97.8% de los machos de tipo salvaje y el
95.4% de los machos OX4319L recapturados se dispersaron a menos de 35 m del punto de
liberacion. La persistencia prevista no difirié entre las cepas independientemente de la

velocidad de liberacion. Con una confianza del 95%, se podria esperar que el 75% de los
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machos OX4319L liberados a una velocidad de 1,500 vivan entre 3.5 y 5.4 dias y se espera
que el 95% de estos machos se detecten dentro de los 25.8-34.9 m desde el punto de
liberacion. La cepa de la polilla no tuvo efecto en la supervivencia del campo, pero la tasa de
liberacion si. En conjunto, estos resultados sugieren un comportamiento de campo similar de
los machos OX4319L en comparacion con su contraparte de tipo salvaje. Los estudios de
laboratorio no revelaron diferencias en la competitividad de apareamiento o tasas de
crecimiento intrinseco entre las cepas y pequefias diferencias en la longevidad. Usando los
resultados de estos estudios sobre P. xylostella, se recomiendan mas estudios de campo para
demostrar el potencial de esta P. xylostella autolimitada para proporcionar supresion de
plagas y beneficios de manejo de resistencia, como se demostro previamente en estudios de

invernadero.
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6 Marco contextual

Este trabajo se llevd a cabo en el municipio Pamplona, ubicado en el departamento de
Norte de Santander, esta situado en las coordenadas de 7° 22" 34” de latitud Norte y a 72°38"
54” de longitud al Oeste de Greenwich, se encuentra situada a 2.586 msnm. Pamplona, limita
al Norte con Pamplonita y Cucutilla, al sur con los municipios de Cécota y Mutiscua, al
oriente con Labateca y al occidente con Cucutilla. Su extension territorial total es de 456
Kmz2, con 76. 983 habitantes aproximadamente. Y su temperatura promedio de 14 a 16°C. Su
economia esta basada en la gastronomia, la agricultura, el turismo (especialmente el turismo

religioso) y la educacion.

Con exactitud esta investigacion se realizé en el Laboratorio de Sanidad Vegetal
ubicado en la Universidad de Pamplona, a 7° 23" 14” de latitud Norte y a 72°39" 1” de
longitud al Oeste de Greenwich, a una altura de 2480 metros sobre el nivel del mar el cual

cuenta con una temperatura promedio de 17 °C y 65% de humedad relativa.
Figura 1

Laboratorio de Sanidad Vegetal,

Fuente: Google maps
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7 Marco teorico

Las plagas son factores que influyen drasticamente en el rendimiento de las
cruciferas; esto se debe a que principalmente atacan la parte comercial, Plutella xylostella L.,
es una plaga cosmopolita y causa serios dafios econdmicos en repollo. Es considerada como

la plaga clave de cruciferas en las zonas bajas y calidas de Centroamérica, (Trabanino, 1998).

La palomilla dorso de diamante se alimenta basicamente de plantas de la familia de
las cruciferas, entre las que se encuentran los cultivos de repollo (B. oleacea var. capitata),
coliflor (B. oleracea var. botrytis), brocoli (B. oleracea var italica), rabano (R. sativus), nabo
(B. rapa pekinensis), col de Bruselas (B. oleracea var. gemminifera), col china (B. rapa var.

pekinensis), mostaza (B. juncea) y colza. (Talenkar y Shelton, 1993), y (Martinez, 2013).

Los metabolitos extraidos de ciertas plantas, como el neem (Azadirachta indica A.
Juss), tienen como ventaja ser biodegradables y no producir desequilibrio en los ecosistemas,
al ser de origen vegetal. Estos bioinsecticidas provocan un impacto mineemo sobre la fauna
benéfica; son efectivos contra las plagas agricolas y no tienen restricciones toxicologicas
(Giraldo-Vanegas et al., 2006; Gualdron-Panqueva, Toloza-Balcucho y Giraldo-Vanegas

2017).

Se registran mas de 400 especies de insectos que pueden ser controladas con
bioplaguicidas basados en neem. Igualmente, este insecticida vegetal actia como nematicida,
fungicida, molusquicida, acaricida, bactericida y se conocen casos como viricida. Los
extractos de neem actlan en los insectos como fagodisuasivo antialimentario, inhibidor de
crecimiento, disminuye la fecundidad y la oviposicion, disminuye los niveles de proteinas y

aminoéacidos en la hemolinfa e interfiere la sintesis de la quitina. Estas caracteristicas hacen
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que las sustancias obtenidas del neem no funcionen como toxicas, sino que intervienen en los
procesos quimicos y fisiologicos de los insectos. Se ha demostrado que insecticidas a base de
neem, ayudan a disminuir la resistencia de algunos insectos; pues el neem reduce los niveles
de enzimas de detoxificacion, haciendo a los insecticidas mas eficaces (Lowery y Smirle,

2000; citado por Giraldo-Vanegas et al., 2006).

El neem contiene miles de componentes quimicos, de los cuales hay mas de 100
limonoides (terpenoides), compuestos por C, H'y O; lo cual los hace muy solubles en agua y
otros compuestos organicos, facilitando esto su extraccién. La extraccion se puede realizar
con solventes organicos (alcoholes, ketones, éteres), por destilacion a vapor y por extractos
crudos con agua. El terpenoide méas importante es la azadirachtina, de la que existen varios
tipos que varian desde la azadiractina A a la azadirachtina K. La azadirachtina, es un
limonoide complejo que presenta nueve isomeros, y fue aislado de semillas de neem en 1968
por Butterworth y Morgan. Ademas, de la azadirachtina, en las semillas, existen otros
compuestos importantes como la azadirona, geduninina, neembina, neembolina y salanina;
mientras que en las hojas frescas de neem se encuentran la amorastaitina, vilasinina,
neembina y salanina. La azadiractina tiene una compleja estructura molecular, y como
resultado de esto la primera sintesis no fue publicada hasta 22 afios después de que el
compuesto fuera descubierto. La primera sintesis total fue completada por el quimico Ley en
2007. Los grupos hidroxilos secundarios y terciarios y éter tetrahidrofurano estan presentes y
la estructura molecular revela 16 centros estereogenicos, siete de los cuales son
tetrasustituidos. Estas caracteristicas explican la gran dificultad que se encuentra cuando se
trata de preparar este compuesto a partir de precursores simples, utilizando métodos de
quimica organica sintética. En los laboratorios y las pruebas de campo se ha demostrado que
es demasiado compleja para que las plagas desarrollen resistencia. Esta condicion ha evitado

su sintesis, lo cual es un obstaculo para su uso mas generalizado como biocida. (Gemma E.
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Veitch, Edith Beckmann, Brenda J. Burke, Alistair Boyer, Sarah L. Maslen, Steven V. Ley

2008).

La azadirachtina, interfiere en el sistema hormonal, en las glandulas anexas al
cerebro, la corpora cardiaca y la corpora allata, donde se produce la neurohormona PTTH,
que regula la biosintesis de las hormonas de la metamorfosis, la gonadotropiecdysona y la
hormona juvenil. La azadirachtina, inhibe la biosintesis de PTTH y como consecuencia no
hay biosintesis de estas hormonas, lo que imposibilita los pasos de la muda e inhibe la

maduracion de los huevos (Morgue y Nisbet, 2000; citados por Giraldo-Vanegas et al., 2006).

El uso de los extractos de neem no se limita al control de plagas agricolas. Se ha
encontrado que son efectivos en el control de ectoparasitos del ganado vacuno como la
garrapata Boophilus microplus (Canestrini) y como vermifugo, en gallinas ponedoras para el
control del acaro Megninia gynglimara Megnin y del piojo aviar Menopon gallinae L., lo
mismo que para el control de los acaros de la sarna cunicula y porcina. piojos, pulgas y otros
ectoparasitos de los aneemales domésticos también se han controlado con resultados
excelentes. Igualmente, se ha utilizado para el control de Meccus pallidipennis Stal
(Hemiptera: Reduviidae) uno de los vectores responsables de la transmisién del parasito
Trypanosoma cruzi Chagas (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), causante de la enfermedad

conocida como tripanosomiasis o Mal de Chagas (Gutiérrez et al.,2018).
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7.1. Neem (Azadirachta indica A. Juss)

7.1.1. Origeny distribucion del neem (Azadirachta indica A. Juss)

El neem es una planta cuyo origen exacto es incierto, la mayoria coincide en que es
originario de zonas secas de la India y Birmania, ubicados en la region tropical del Suroeste
Asiético, otros lo ubican, en las areas secas del Sur y Sureste Asiatico, incluyendo Pakistan,

Birmania, Tailandia, Malasia e Indonesia (Gutiérrez et al.,2018).

En la actualidad se encuentra distribuido en mas de 78 paises, en el continente
asiatico, africano, Oceania, y Centro América. Se estima que en el mundo existen alrededor
de 200 millones de arboles, la mayor parte de ellos en Asia, donde crecen bajo cultivo y en

forma silvestre, particularmente en la India (Gutiérrez et al., 2018).

Figura 2

Distribucién mundial del neem.

Fuente: (CABI, 2019).
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7.1.2. Generalidades y morfologia Neem (Azadirachta indica A. Juss)

El neem, conocido por su pronunciacién inglesa “neem” es un arbol que mide de
cuatro o cinco metros de altura, con hojas pequefias de color verde intenso, frutos
arracimados de forma cdnica y de color amarillo, que destacan entre el follaje. Por su belleza
y originalidad se utiliza como &rbol de tipo ornamental. Procede de la India, su nombre
cientifico es (Azadirachta indica A. Juss) y pertenece a la familia Meliaceae (Gonzélez,

2002).

7.1.3. Clasificacion y descripcion botéanica

El neem tiene como nombre cientifico (Azadirachta indica A. Juss) y pertenece a la
familia Meliaceae, a la cual también pertenece el “cedro”, la “caoba”, el “paraiso” (piocha o

canelo). La clasificacion del neem la describe (Baley, 1977).
Tabla 1

Clasificacion taxonomica del cultivo del neem

TAXONOMIA NOMBRE

Reino Vegetal

Division Embriofitas
Sub-divisién Angiospermas
Clase Dicotiledonea
Orden Geraniales

Familia Meliaceae

Género Azadirachta
Especie Azadirachta indica

Fuente: (Baley, 1977.)

El neem es un arbol de crecimiento rapido, robusto, de hoja perenne, siempre verde y

frondosa. Sus caracteristicas botanicas se describen a continuacion.
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7.1.3.1. Arbol.

El tronco del neem crece recto y alcanza un grosor hasta de 2.5 m; la corteza es de
color gris rojizo y de un espesor hasta de 2.5 cm (Figura 3); el arbol puede alcanzar una altura

de 30 m y un didmetro de copa de 25 m; puede vivir por mas de 200 afios (Baley, 1977).

7.1.3.2. Raiz

Presenta una raiz principal pivotante de répido crecimiento y desarrollo, clave para
resistir la sequia, lo que permite vivir en suelos muy pobres, alcanza hasta el doble de la altura

del &rbol, con esto permite extraer nutrientes del subsuelo profundo (Gonzalez, 2002).

7.1.3.3. Hoja

Es peciolada de forma aserrada y de alrededor de 7 a 10 cm de largo, y ancho de 3a 4
cm; cuando son jévenes (retofios) son de color rojo cobrizo, al madurar cambian a verde
oscuro. Las hojas se agrupan en foliolos de 35 cm de largo, con una separacién entre hojas de
3 a4 cm. Cada foliolo presenta 7 pares, las hojas son compuestas imparipinadas mas una
terminal (Figura 4). La caida de hojas del arbol ocurre solo bajo extrema sequia o después del

dafo por heladas (Gonzalez, 2002).
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Figura 3
Figura 4

Arbol de neem de tres afios de edad.

Hojas de neem

Fuente: Inifap, (2004). Fuente: Inifap, (2004).

7.1.3.4. Flor.

Es pequefia de 5 mm, blanca, crema o amarillenta, bisexual, actinomérfica, que crece
en racimos de hasta 22 cm de largo de manera axilar; en plena floracion su aroma y néctar
facilitan su polinizacion. La floracion depende de las condiciones edafoclimaticas de cada
region y su fecundidad depende de la cantidad de iluminacién recibida, asi como de la

humedad del suelo, las que estimulan e inhiben el aborto floral (Cruz, 1998).

Figura 5

Flor de neem.

Fuente: Inifap, (2001).
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7.1.3.5. Fruto.

Es una drupa elipsoidal, lisa de 1.4 a 2.4 cm de largo, producido en racimos; el color
de la céscara al inicio de su formacion es verde con endocarpio blanco y duro; al madurar la
cascara se torna amarillenta. La pulpa es jugosa y dulce, consumible por humanos, aves y
aneemales; ademas, encierra a la semilla. El fruto tiene maduracion desuniforme, no
simultanea (ya que es posible ver en una misma rama flores, frutos inmaduros y frutos
maduros), debido al brote secuencial de flores; en México maduran la mayoria de los frutos

entre los meses de julio y septiembre (Gonzélez, 2002).

Figura 6

Fruto de neem

0 e
A e L g

Fuente: Inifap, (2001).

7.1.3.6. Semilla

Tiene forma elipsoidal, mide alrededor de 1.4 cm de largo y 6.5 mm de ancho, esta
envuelta de una cascara color café que contiene una semilla y algunas veces hasta dos. Esta
es la parte mas importante del arbol porque en ella se almacenan todas sus propiedades

(Gonzalez, 2002).

32



Figura 7

Semilla de neem

S

SEMILLA DEL AREOL DE NIM
(Azadirchta indica A. Juss)

Fuente: Inifap, (2004).

7.2. Origeny distribucion de Plutella xylostella L.

La polilla dorso de diamante es originaria del Mediterraneo, centro de origen de las
mas importantes especies de la familia crucifera. Este insecto ha sido encontrado en todas las
partes del mundo donde se cultiva este tipo de plantas. Se estima que es la especie de
Lepidoptera de mas amplia distribucién, hoy dia puede encontrarse en toda Ameérica, Europa,
Sudeste Asiatico, Australia, Nueva Zelanda, India, y Africa. Ha sido reportada en mas de 80

paises (Omaria,2016).

Una de las causas por las que la palomilla dorso de diamante causa severos dafos en
varios paises es la ausencia de fauna benéfica natural, especialmente parasitoides (Omaria,

2016).

Lo cual se debe a la capacidad de la plaga para establecerse rapidamente en nuevas
areas productoras, y a su habilidad para emigrar a otras areas ubicadas a grandes distancias en

donde no existe suficiente control biolégico asociado (Omafria,2016).
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Figura 8

Distribucién mundial de P. xylostella.

Fuente: (CABI, 2019).

La polilla dorso diamante se ha convertido en uno de los insectos plaga mas nocivo
para los cultivos de cruciferas en el mundo y su manejo ha ocasionado un alto incremento en
los costos de produccion de un billon de délares anualmente causa un costo para su manejo

de un billén de dolares. (Talekar y Shelton), 1993 (citados por Martinez, 2013).

7.2.1. Descripcion

La polilla dorso de diamantes un insecto holometabolo. Los huevos son de forma
ovalada, de color amarillo y miden aproximadamente 0.5 mm. Son colocados de preferencia
en el enveés de las hojas. Después de la eclosion, la larva de primer instar tiene un color
amarillo palido, con la capsula cefélica oscura. Las larvas de estadios siguientes van
adquiriendo un color verde claro el cual se hace mas intenso con el desarrollo; el ultimo par
de falsas patas esta separado ampliamente formando una V invertida, convirtiéndose ésta en

una caracteristica Gtil para su identificacion. Durante el estado de pre-pupa la larva teje un
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capullo blanco dentro del cual se convierte en pupa. La pupa mide 0.5-0.6 cm de longitud y

es de color verde claro (Mufiiz, 2013).

7.2.2. Taxonomia

Figura 9

Clasificacion Taxonomia de P. xylostella,

Reino : Animal

Phylum : Arthrépoda

Clase: Insecta

Orden: Lepidoptera
Suborden: Frenatae

Staper Familia: Yponomeutoidea
Familia: Plutellidae

Genero: Plutella

Especie P. xylostella

Fuente: (Brenes, 2000)

7.2.3. Morfologia y Biologia

La palomilla dorso de diamante es una plaga que presenta metamorfosis completa;
es decir, pasa por los estadios biolégicos de huevecillo, larva, pupa y adulto (Martinez,

2013).

Las hembras ovipositan poco mas de 200 huevecillos en forma individual,
formando pequefios grupos de 2 0 3 en el envés y peciolos de las hojas, en los tallos y

flores. Los huevecillos tardan en eclosionar de tres a nueve dias dependiendo de la
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temperatura ambiental. Después de la eclosion de los huevecillos, las larvas inician
inmediatamente su alimentacion en el follaje; por lo general las larvas de primer y el
segundo instar minan las capas cerosas epidérmicas de las hojas, consumiendo los tejidos
del mesofilo esponjoso (Pérez, 2013).

Las de tercer y cuarto instar se alimentan por el envés, consumiendo toda la ldmina
foliar, excepto la capa cerosa del haz, creando con esto pequefias ventanas en las hojas.
Las larvas se pueden distinguir con facilidad por su hébito nervioso de retorcerse
bruscamente o dejar caer a través de un hilo de seda cuando se les molesta. (Martinez,

2013).

Al final del cuarto instar cuando han terminado su periodo de alimentacion, inician su

estado prepupal. Durante el estado de prepupa la larva teje un cocon blanco dentro del cual se

transforma en pupa; esta estructura la adhieren firmemente a diferentes partes de la planta.
Las pupas tardan entre 5 y 13 dias para transformarse en adultos dependiendo de la

temperatura (Martinez, 2013).

El adulto hiberna debajo de los residuos de cosecha y en el suelo, encontrandose
durante todo el afio sobre cruciferas cultivadas, Los adultos se alimentan del néctar de las
flores y de las gotas de agua que la humedad forma en las hojas. (Alatorre., 1992) y

(Brenes, 2000).

El ciclo bioldgico de la palomilla dorso de diamante dura de 19 a 28 dias, la cual
pasa por los estadios biologicos de huevecillo, larva, pupa y adulta segun el (Arregui &

Sanchez, 2010).

36



7.2.4. Ciclo biologico

Silva-Lisarazo y Giraldo-Vanegas en 2018, trabajaron en la biologia de P. xylostella,
bajo condiciones en el Laboratorio de Sanidad Vegetal de la Universidad de Pamplona,
determinando el tiempo que dura el insecto desde su estado de huevo hasta que se obtiene un

nuevo adulto bajo dichas condiciones.

7.2.4.1. Huevos.

Su oviposicion es de forma agrupada entre tres y cinco huevos en el enveés de las
hojas de repollo, son de color verde amarillentos cuando estan recién ovipuestos,
posteriormente cambian a un tono mas oscuro en su maduracion. Antes de eclosionar se
puede observar claramente la cabeza oscura y el cuerpo de la larva, de forma casi
esféricos (ovalado plano), y en la base un poco anchados. Se observé que la eclosién de
los huevos se registro en su mayor parte, un 95% en horas de la mafiana desde las 8:00

hasta las 11:00 de la mafiana (Silva-Lisarazo y Giraldo-Vanegas, 2018).

7.2.4.2. Larvas.

Esta plaga posee cuatro estadios larvales, las que se caracterizan porque al ser
molestadas se tuercen y se caen, quedando suspendida de la planta por un hilo de seda.
Recién emergida la larva I, es de color cremoso palido, posteriormente se oscurece un
pOCO con un punto negro en el extremo que corresponde a la cabeza lo que es muy

resaltante. La larva es segmentada en todo su cuerpo con todos sus espiraculos poco
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visibles, todo el cuerpo con pequefias vellosidades de color negro. Inician inmediatamente
a alimentarse , consumiendo los tejidos del meséfilo esponjoso de la hoja provocando que
esta se observe translucida en la partes afectadas . Por otra parte en larva 3, su cuerpo es
mas desarrollado tornando de color grisaceo a verdusco palido, es segmentada en todo su
cuerpo cubiertos en su totalidad de espiraculos mas marcados y visibles los cuales
contienen pequefias vellosidades de color negro. En larva 4 la defoliacién es en
porcentajes altos, debido a el desarrollo de su aparato bucal masticador y sus necesidades
alimenticias, su color verde claro bien definido, con sus estructuras morfologicas bien

marcadas (Silva-Lisarazo y Giraldo-Vanegas, 2018).

7.2.4.3. Pupa.

La formacion de la pupa la realiza finalizando el cuarto instar larval, la cual se
envuelve con un tenue capullo de seda blanquecino cubriéndose en su totalidad, a través
del cual puede verse la pupa de tipo obtecta. Pasando de verde palido a curuba o
anaranjado claro y finalmente a marrén oscuro. Este capullo se adhiere tanto en el haz
como en el envés de la hoja lo que se hace dificil moverlos (Silva-Lisarazo y Giraldo-

Vanegas, 2018).

7.2.4.4. El adulto de P. xylostella

Se reconocen inicialmente por su tonalidad blanca cremosa en el dorso, dando forma

de zig zag similar a un diamante que da origen a su nombre comun. Sus alas son de tonalidad

café palido con un fleco de pelos largos al final. EI macho a diferencia de la hembra, no se le

distingue bien en el dorso la figura de diamante. Una de las caracteristicas principales que
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tiene esta especie es su diferencia de tamafio (dimorfismo sexual) lo cual los hace
reconocibles. Los adultos son inactivos en las horas del dia, por lo cual se cubren debajo de
las hojas de repollo evitando la luz, su actividad es al atardecer y en la noche. En cuanto a la
longevidad de los adultos, Su duracién promedio fue de 18,48 + 5,124 dias, con una duracion

total en su ciclo de vida de 57,06 dias (Silva-Lisarazo y Giraldo-Vanegas, 2018).

Figura 10

Vista superior de adulto macho(a), adulto hembra (b) de P. xylostella

Fuente: (Silva-Lisarazo y Giraldo-Vanegas, 2018)
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8 Marco legal

8.1.Ley 9 de 1979: de las sustancias peligrosas -plaguicidas- articulos pirotécnicos.

Articulo 130°.- En la importacion, fabricacion, almacenamiento, transporte, comercio,
manejo o disposicion de sustancias peligrosas deberdn tomarse todas las medidas y
precauciones necesarias para prevenir dafios a la salud humana, aneemal o al ambiente, de

acuerdo con la reglamentacion del Ministerio de Salud.
Plaguicidas.

Articulo 136°.- El Ministerio de Salud establecera las normas para la proteccion de la
salud y la seguridad de las personas contra los riesgos que se deriven de la fabricacion,

almacenamiento, transporte, comercio, uso o disposicion de plaguicidas.

Articulo 138°.- El registro que aprobare el Ministerio de Salud para plaguicidas
destinados a uso agropecuario no exime a los interesados del cumplimiento de las

disposiciones que para tales productos tengan establecidas las autoridades de agricultura.

Articulo 139°.- EI Ministerio de Salud podra autorizar la importacion o fabricacion de
muestras de plaguicidas para fines de investigacion, experimentacion o registro. Cuando la
experimentacién con estos productos pueda causar dafio a la salud de los trabajadores, de la
poblacién o del ambiente tal actividad debe someterse a la vigilancia de las autoridades de
salud, las cuales exigiran la adopcién de las medidas necesarias para prevenir o remediar tales

danos.

Articulo 144°.- Los residuos procedentes de establecimientos donde se fabriquen,

formulen, envasen o manipulen plaguicidas, asi como los procedentes de operaciones de
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aplicacién no deberan ser vertidos directamente a cursos o reservorios de agua, al suelo o al

aire.

8.2.Ministerio de salud decreto 775 del 16 de abril de 1990

Por el cual se reglamentan parcialmente los Titulos 111, V, VI, VIl y Xl de la Ley 09

de 1979, sobre uso y manejo de plaguicidas.

Articulo 1° Del objeto del control y vigilancia epidemioldgica. El control y la
vigilancia epidemioldgica en el uso y manejo de plaguicidas, debera efectuarse con el objeto
de evitar que afecten la salud de la comunidad, la sanidad aneemal y vegetal o causen

deterioro del ambiente.

Articulo 2° Régimen aplicable al uso y manejo de plaguicidas. El uso y manejo de
plaguicidas estaran sujetos a las disposiciones contenidas en la Ley 09 de 1979, el Decreto
2811 de 1974, Reglamento Sanitario Internacional, las demas normas complementarias
previstas en el presente Decreto y las que dicten los Ministerios de Salud y de Agricultura o

sus institutos adscritos.

8.3.Ley 1252 del 2008

ARTICULO 2°. Principios. Con el objeto de establecer el alcance y contenido de la

presente ley, se atenderan los siguientes principios:

- Mineemizar la generacion de residuos peligrosos mediante la aplicacion de
tecnologias ambientalmente limpias y la implementacion de los planes integrales de
residuos peligrosos.

- Prohibir la generacion, almacenamiento o eliminacion de residuos o desechos

peligrosos en ecosistemas estratégicos o importantes del pais, en areas protegidas o de
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sensible afectacion ecoldgica, zonas de influencia de humedales o zonas de
proteccidn, o recarga hidrica dulce o en mares u océanos.

- Implementar estrategias y acciones para sustituir los procesos de produccion
contaminantes por procesos limpios, inducir la innovacién o reconversion
tecnoldgica, las buenas practicas de manufactura o la transferencia de tecnologias

apropiadas.

- Ejercer una politica de producciéon mas limpia como estrategia empresarial, a fin de
generar una conciencia y responsabilidad social que incluya el trabajo conjunto entre
el Estado, la empresa, la academia y la comunidad para su disefio y ejecucién, que
involucre la informacion publica como pilar de la gestién integral de los residuos

peligrosos.

- Aprovechar al maximo los residuos peligrosos susceptibles de ser devueltos al ciclo
productivo como materia prima, disminuyendo asi los costos de tratamiento y

disposicion final.

8.4. Capitulo VI. Trabajo de grado

El proyecto fue regido por la normatividad establecida por la Universidad de
Pamplona la cual reglamenta las modalidades de trabajo de grado, en este caso se toma en
cuenta las Normas correspondienstes para proyectos de investigacion. Mediante el Acuerdo
No0.186 del 02 de diciembre de 2005 Por el cual compila y actualiza el Reglamento

Académico Estudiantil de Pregrado.
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8.4.1. ARTICULO 35.- Definicion de Trabajo de Grado

En el Plan de Estudios de los programas, la Universidad establece como requisito para
la obtencion del titulo profesional, la realizacion por parte del estudiante, de un trabajo

especial que se denomina “TRABAJO DE GRADO”.

PARAGRAFO PRIMERO.- El Trabajo de Grado, segun sus caracteristicas puede
ser realizado en forma individual o en grupo. Corresponde al Comité de Trabajo de Grado
autorizar que dos (2) o més estudiantes se integren para realizar uno solo. En todos los casos,

se presentara un sélo informe.

PARAGRAFO SEGUNDO.- “El Trabajo de Grado se podra a matricular a partir del
8°. semestre, dependiendo de la modalidad, hasta con maximo dos (2) asignaturas. El Trabajo
de Grado debe sustentarse ante un Jurado, compuesto por tres (3) personas conocedoras del
tema y puede recibir como calificacion: “Aprobado”, “Excelente” o “Incompleto”, cuando no
cumpla con los objetivos propuestos en la modalidad en la cual se adelanta, en tal caso, el

estudiante deberd matricularlo nuevamente en el semestre académico siguiente.

8.4.2. ARTICULO 36 .- Modalidades de Trabajo de Grado: El Trabajo de Grado,

puede desarrollarse en las siguientes modalidades.

Investigacion: comprende disefios y ejecucion de proyectos que busquen aportar
soluciones nuevas a problemas tedricos o practicos, adecuar y apropiar tecnologias y validar
conocimientos producidos en otros contextos. Para los estudiantes que se acojan a esta
modalidad, debera presentar al Director de Departamento el anteproyecto que debe contener:
propuesta para la participacion en una linea de investigacion reconocida por la Universidad,
tutor responsable del Trabajo de Grado y cronograma, previo estudio y aprobacion de la

misma, del respectivo Grupo de Investigacion.
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9 Metodologia

El presente trabajo se enmarca en la modalidad de Trabajo de Investigacion, siendo

esta de caracter experimental.

9.1. Localizacién del Estudio.

Este trabajo de investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Sanidad Vegetal,
perteneciente al Programa de Ingenieria Agrondmica, Facultad de Ciencias Agrarias,
Universidad de Pamplona, localizado a 2.586 msnm, en el municipio de Pamplona Norte de
Santander. El estudio se realizo, bajo condiciones controladas, a una temperatura promedio

de 16,9 °C, humedad relativa de 72,9%.

9.2.Recoleccién del material bioldgico en campo

Para iniciar la cria de P. xylostella, se colectaron huevos, larvas, pupas y adultos en
los cultivos de Brassicaceae, cultivadas en el Centro de Investigacion en Sanidad Vegetal y
Bioinsumos (CISVEB) y el Colegio La Normal (Figura 11), en horarios diurnos, recolectando
en forma directa los huevos, larvas y pupas y que se localizan en el envés de las hojas de
repollo, coliflor y brocoli, utilizando una mira ocular de una lupa de 30x de aumento para su
mejor busqueda. Las larvas se localizaron principalmente en el envés ya que son sensible a la
luz solar, seran colectadas con un pincel doble cero (00), depositandolas en frascos de vidrio
transparentes que contenian un orifico en la tapa, cubierta de una malla o toldillo para su
oxigenacion, adicionandoles hojas tiernas como alimento. Seguidamente la recoleccién de los

adultos se realiz6 mediante jameos en los cultivos, depositandolos en frascos plasticos con la
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misma caracteristica de los recipientes anteriores en la tapa, los cuales se transportaron al

Laboratorio para empezar su cria masiva (Silva-Lizarazo y Giraldo-Vanegas 2018).

Figura 11

A) jameo para recoleccion adultos y B) recoleccion de larvas y pupas..

Fuente: archivo personal,2020

9.3. Técnica de Cria

Los huevos y larvas obtenidas en campo se llevaron al Laboratorio de Sanidad
Vegetal del Programa de Ingenieria Agrondmica, de la Universidad de Pamplona, para
establecer el pie de cria, hasta lograr una generacion de adultos de P. xylostella, los cuales se
sexaban y se colocaban por parejas en frascos de vidrio de cuatro litros con hojas de repollo,
previamente sumergidas en una solucion de hipoclorito de sodio al 0,5% para eliminar
posibles entomopatdgenos y luego lavados en agua destilada, para que realizaran las
oviposturas, colocandole a los frascos una tela tul asegurada con una banda de goma para
evitar la condensacion de agua dentro del frasco. Para esto se realizd observaciones cada 12
horas, con la ayuda de un estereoscopio (ocular de 40x) para hacer un seguimiento a su
desarrollo bioldgico. Los huevos recién puestos se individualizaron, recortando el pedazo de
hoja que contenia el huevo, y colocandolos en cajas plasticas de 5 cm de diametro a las cuales

en su tapa se les hizo un orificio circular de 2,50 cm de didmetro e internamente se le pegaba
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un pedazo de tela tul, para lograr conseguir condiciones similares con el exterior. El pie de
cria a nivel de laboratorio se mantuvo hasta que se logré una produccion de huevos de la
misma edad, para lograr mineemo 250 larvas y poder iniciar el experimento. Una vez
emergidas las larvas, se registraron con un numero y fecha, individualizandolas en cajas
plasticas de 5 cm de diametro y colocandolas en discos de hoja de repollo de 3 cm de
diametro, los cuales habian sido previamente sumergidos en una solucion de hipoclorito de
sodio al 0,5% para eliminar posibles entomopatdgenos y luego lavados en agua destilada,
dejandolos secar por media hora en una malla de plastico. Los discos de hojas de repollo se
colocaron sobre un disco de papel absorbente de 5 cm de diametro dentro de las cajas
plasticas, esto para mantener a la larva en un solo sitio y hacer un mejor manejo a la hora de
observarla. Tanto los discos de hoja de repollo como los del papel absorbente se cambiaban
cada tres dias, aunque observaciones previas al montaje del experimento se pudo comprobar
que los discos de repollo en las condiciones de laboratorio duraban hasta los cinco dias,
palatables a las larvas. Cuando las larvas llegaron al segundo instar de desarrollo larval,
aproximadamente a los nueve dias de edad (Silva-Lizarazo y Giraldo-Vanegas 2018), se

procedio al montaje del ensayo (Figura 12).
Figura 12

Distribucién de los tratamientos y las repeticiones.

Fuente: archivo personal,2020
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Figura 13

A) sumergimiento de los discos en cada tratamiento y B) disposicién de los discos en sus

respectivos recipientes,

Fuente: archivo personal,2020

9.4.Preparacion de los extractos acuosos de Neem

Las hojas y semillas de A. indica se cosecharon en los parques de la ciudad de Clcuta
(425 msnm), Norte de Santander, colectando de los arboles, los frutos con epicarpio color
verde-palido debido a que este estado fenologico es la etapa que mayor contenido de
azadiractina se acumula en la semilla (Figura 14). Las hojas se cosecharon una semana antes
a su maceracion. Tanto las hojas como las semillas fueron trasladadas al Laboratorio de
Sanidad Vegetal del Programa de Ingenieria Agronémica. Los frutos se despulparon, lavaron,
eliminando los restos de mucilago, para luego dejarlos secar a la sombra durante una semana.
Para realizar los extractos acuosos de semilla se trituraron 100 gramos de semillas por litro de
agua con pH 7.0. Para los extractos acuosos de hojas se trituraron de igual manera 100
gramos de hojas por litro de agua con pH 7.0. Ambos se dejaron macerar en recipientes

plasticos separados, donde en el primero se destinaron 100 g de semillas en 1,0 I. de agua;
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igualmente, se trituraron 100 g de hojas sin peciolos dejandolos macerar también en 1,0 I. de

agua (Figura 15), dejandolos en fermentacidn (maceracion) durante 24 horas.

Cumplidas las 24 horas en maceracion se procedio al filtrado para separar el liquido
con los metabolitos, de las partes solidas del material vegetal. A partir de la concentracion o
solucién madre al 100% (100.000 mg/l), se obtuvieron las disoluciones al 66% (66.000 mg/I)
y 33% (33.000 (mg/l), logrando de esta manera los otros tratamientos (Figura 16). A cada
concentracion de los tratamientos, y debido a las caracteristicas cerosas de las hojas de
repollo, se adiciond 0,50 ml/I de agua del producto MIXEL TOP que es un tenso activo no
iGnico y no reactivo, con caracteristicas especiales de hipotensor y humectante, accion que
ejerce al romper la tensién superficial de las gotas de agua, mejorando el cubrimiento y la
adherencia de los tratamientos en los discos de repollo. (Gualdron-Panqueva, Toloza-

Balcucho y Giraldo-Vanegas, 2017).

Figura 14

A) recoleccion de hoja y B) recoleccion de semilla de A. indica,

Fuente: archivo personal,2020
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Figura 15

A) semillas trituradas y B) hojas triturados, ambos listos para someter al proceso de macerado.

Fuente: archivo personal,2020
Se utiliz6 la siguiente férmula para hacer las respectivas concentraciones:

Cd vd
y o 4k vd
Cc

Vd: volumen deseado
Cd: concentracion deseada
Cc: concentracion conocida (solucion madre)

Figura 16

Extractos acuosos de hojas de neem (izquierda) y de semilla (derecha), en sus correspondientes

concentraciones.

Fuente: archivo personal,2020
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En la Tabla 2, se pueden apreciar los Tratamientos y sus dosis (mg/l) manejados en el

bioensayo.
Tabla 2

Tratamientos con extractos acuosos de Hojas y Semillas y sus concentraciones en mg/l.

Tratamiento (Hojas) Dosis (mg/l) Tratamiento (Semillas) Dosis (mg/1)2

H-100 100000 S-110 100000
H-66 66000 S-66 66000
H-33 33000 S-33 33000

Control 0,00 Control 0,00

Fuente: archivo personal,2020

El mismo dia que se prepararon las concentraciones, se procedié a realizar los

diferentes tratamientos e iniciar el montaje del experimento.

9.5.Montaje del experimento.

Las larvas para el experimento tuvieron un ayuno de tres horas, al término del cual
fueron colocadas en discos de hojas de repollo de 3 cm de didmetro, previamente
desinfectados con hipoclorito de sodio al 0,5%, para evitar mortalidades causadas por
factores como entomopatdgenos. Los discos de hoja de repollo fueron sumergidas durante
cinco segundos en cada uno de las dosis de los tratamientos con los extractos de hojas y

semillas de neem.

Una vez retirados los discos, se pusieron a secar a temperatura ambiente por dos
horas. Cada disco se coloco individualizado en cajas plasticas de 5 cm de didmetro, sobre
discos de papel filtro del mismo diametro y, sobre cada disco se colocé una larva de P.
xylostella de nueve dias de edad (L2). Es importante hacer la anotacion que todas las larvas
utilizadas en este ensayo, tenian nueve dias de edad, para uniformizar esta variable, ya que la

tolerancia a los toxicos aumenta con la edad de las larvas de lepiddpteros. La caja plastica
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fue identificada con Tratamiento, Repeticion, numero de larva y fecha de iniciacion del
ensayo. Los discos de repollo fueron cambiados al quinto dia, por discos de 3 cm de hoja de
repollo, desinfectados con hipoclorito de sodio al 0,5% y lavadas en agua destilada. Una vez
montado el ensayo, se realizaron observaciones cada seis horas sobre la mortalidad de las
larvas en cada tratamiento, hasta la mortalidad o emergencia de adultos de P. xylostella.
Aunque el objetivo del presente ensayo, fue determinar la DLso Yy el TLso, las mortalidades se
tomaron hasta las 96 horas de exposicion de las larvas, sin cambiar los discos tratados; ya
que, dentro del concepto de la DLso, que es la dosis de un material determinado, administrado
una sola vez, que provoca la muerte del 50% de un grupo de aneemales de prueba. Al quinto
dia se cambio el disco tratado por un disco de repollo desinfectado, pero no tratado, los cuales
se renovaron cada tres dias hasta la formacion de pupas y adultos de P. xylostella. Al
comprobarse la mortalidad de una larva, se anotaba en la Tabla disefiada (Anexo 3) el
tratamiento, la repeticion, el nimero de larva en esa repeticion y hora de observacion de su

muerte.

9.6. Disefio Experimental.

En el Disefio Experimental se utilizé un modelo estadistico completamente al azar,
tanto para los extractos de hojas como para los extractos de semillas de A. indica; cada uno
con cuatro tratamientos y cada tratamiento con 5 repeticiones y cada repeticion con cinco
unidades experimentales. Cada Unidad Experimental estuvo constituida por una larva (100
unidades experimentales en cada extracto). Cada unidad experimental comprendio de una
caja plastica de 5 cm de didmetro a las cuales en su tapa se les hizo un orificio circular de
2,50 cm de didmetro e internamente de le pegaba un pedazo de tela tul, para lograr conseguir
condiciones similares con el exterior. Cada una de las cajas contenia un disco de papel filtro

de 5 cm de diametro y un disco de hoja de repollo de 3 cm de didmetro. Los discos de hojas
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de repollo fueron sumergidos en las diferentes concentraciones de los extractos de hojas o
semillas, por espacio de 5 segundos antes de introducirlos a la caja de cada disco con su
respectiva larva de P. xylostella de segundo instar (L>). Las larvas utilizadas fueron sometidas
a un periodo de ayuno por 3 h antes de montar el bioensayo, para garantizar el consumo del

disco de hoja de repollo tratada.

La mortalidad de una larva se comprobaba con la observacion directa y con la ayuda
de un pelo de pincel, la larva era molestada para comprobar si respondia a estos estimulos, de
todas maneras, estas larvas se mantenian aparte y se hacia un seguimiento para estar seguros
de su muerte. Ademas, la sintomatologia presentada por las larvas afectadas, la apariencia
inicial de color café claro y acortamiento del cuerpo, hasta aparentar una sequedad intensa,
también fueron los signos indicadores del efecto del tratamiento sobre el descarte de las

larvas.

Una vez obtenidos los datos, fueron analizados estadisticamente por medio del
Software SPSS Statistics 26.0 y con pruebas de Tukey para determinar diferencias

significativas entre los tratamientos.

Se utilizaron analisis de regresion lineal simple para determinar la relacién entre la
mortalidad y la concentracién de las diferentes dosis, lo que permitié construir la respuesta
concentracion-efecto, para cada tratamiento, bien sea hojas o semillas, que es la base para la

determinacion de la DLso.

Con los datos de mortalidad acumulados cada seis horas (desde la hora seis de
montado el bioensayo hasta la hora 96), se determind el tiempo al cual murié el 50% de la
poblacién (TLso) para cada extracto y dosis evaluado, igualmente mediante analisis de

regresion entre la relacion mortalidad acumulada y tiempo de muerte.
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10 Resultados y analisis

10.1. Mortalidad de larvas de Plutella xylostella L.

En el presente trabajo de investigacion se utilizaron larvas de segundo instar de P.
xylostella., ya que se ha determinado en cientos de trabajos cientificos y experiencias en
campo, que los primeros instares larvales de lepidopteros son los més susceptibles a
moléculas toxicas. Ademas, la composicion estructural y bioquimica de la superficie del
integumento de las larvas, varia segun el instar larval en el que se encuentren. Los
metabolitos secundarios presentes en los extractos acuosos de neem afectan el sistema
neuroendocrino de los insectos, controlando a su vez la sintesis de las hormonas ecdisona y
juvenil, impidiendo el debido proceso de muda, motivo por el cual en la medida que
disminuye el instar del insecto, aumenta la mortalidad causada por los metabolitos. Las
larvas seleccionadas para el presente bioensayo tenian una edad de nueve dias, encontrandose

en su segundo instar.

El disefio experimental fue completamente al azar, realizandose analisis de varianza y
las medias se compararon con la prueba de Tukey. Los porcentajes de mortalidad en el
Control en ambos grupos, tanto en el ensayo con extractos acuosos de semillas como en el
grupo del experimento de larvas sometidas a los extractos acuoso de hojas de A. indica,
fueron cero hasta la terminacion de los experimentos, motivo por el cual los porcentajes de

mortalidad no fueron corregirlos con la formula de Abbott (1925).

El anélisis de los datos demostré resultados contundentes en cuanto a la mortalidad
causada por las diferentes dosis a que fueron sometidas las larvas de segundo instar de P.

xylostella. Son resultados robustos, obteniéndose los siguientes resultados.
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10.2. Mortalidad de los extractos acuosos de semillas de A. indica, causada en

larvas de segundo instar de P. xylostella.

En la mortalidad de larvas de P. xylostella, causadas por los extractos acuosos de
semillas de A. indica, se aprecia el efecto toxico de los extractos a las tres concentraciones
(Tabla 3). Al aumentar las dosis hay una respuesta en el aumento de las mortalidades (Figura
17); Los extractos acuosos de semillas de Neem A indica, demostraron un efecto en la
mortalidad, generandose tres grupos con diferencias significativas (P<=0,05) entre los
tratamientos; asi, un primer grupo conformado con los tratamientos S-100 con 96,00% y S-66
con 84,00% de mortalidad; un segundo grupo con el tratamiento S-33 con 68,00% y un tercer
grupo con el tratamiento Control con 0,00% de mortalidad de larvas de segundo instar de P.

xylostella (Tabla 3).

Se puede observar que, aunque el tratamiento S-100, causa el mas alto porcentaje de
mortalidad en larvas de P. xylostella, no se encontraron diferencias significativas con el

tratamiento S-66 (Tabla 3).

Este efecto inmediato de los extractos de semillas de neem se puede deber al alto
contenido de azadirachtina la cual actia como relente y fagodisuasivo (antialimentario),
como lo registran varios autores trabajando con otros insectos (Giraldo-Vanegas et al., 2006;

Gualdron-Panqueva, Toloza-Balcucho y Giraldo-Vanegas, 2017).

Giraldo-Vanegas et al.(2006), encontraron efecto repelente inmediato a los extractos de
hojas y semillas de neem por Saccharosydne saccharivora (Westwood), en cultivos de cafia de

azucar.
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Tabla 3

Prueba de medias de Tukey para los porcentajes de mortalidad de larvas de P. xylostella, en los

tratamientos con extractos acuosos de semillas de A. indica, bajo condiciones de laboratorio.

Tratamiento Dosis (mg/l) N Mortalidad (%0) DS
Control 0,00 5 0,00c 0,00
S-33 33.000 5 68,00 b 10,95
S-66 66.000 5 84,00 a 8,94
S-100 100.000 5 96,00 a 8,94

CVv 1342 ETA4,18
Fuente: archivo personal,2020

Figura 17

Respuesta en las mortalidades de larvas de segundo instar de P. xylostella, sometidas a tres dosis

de extractos acuosos de semillas de A. indica, bajo condiciones de laboratorio
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Fuente: archivo personal,2020
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Figura 18

Histograma con porcentajes de mortalidad (%) causada en larvas de segundo instar de P. xylostella,

por las tres concentraciones de extractos acuosos de semillas de A. indica, bajo condiciones de

laboratorio
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Fuente: archivo personal,2020
10.3. Mortalidad de los extractos acuosos de hojas de A. indica, causada en

larvas de segundo instar de P. xylostella.

En la mortalidad de larvas de P. xylostella, causadas por los extractos acuosos de
hojas de A. indica, se aprecia el efecto de los extractos a las tres concentraciones (Tabla 4).
Al aumentar las dosis hay una respuesta gradual en el aumento de las mortalidades (Figura
19). Los extractos acuosos de semillas de Neem A indica, demostraron un efecto en la
mortalidad, formandose cuatro grupos con diferencias significativas (P<=0,05) entre los
tratamientos; asi, un primer grupo conformado con el tratamiento H-100 con 84,00%, un
segundo grupo con el tratamiento H-66 con 64,00%, un tercer grupo con el tratamiento H-33

con 36,00% y el cuarto grupo con el Control con 0,00% de mortalidad de larvas de segundo

instar de P. xylostella (Figura 19 y 20).
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Tabla 4

Prueba de medias de Tukey para los porcentajes de mortalidad de larvas de P. xylostella, en los

tratamientos con extractos acuosos de hojas de A. indica, bajo condiciones de laboratorio

Tratamiento Dosis (mg/l) n Mortalidad (%0) DS
Control 0,00 5 0,00d 0,00
H-33 33.000 5 36,00 c 8,94
H-66 66.000 5 64,00 b 8,94
H-100 100.000 5 84,00 a 8,94

Cv 18,33 ET 3,87

Fuente: archivo personal,2020

Figura 19

Respuesta en las mortalidades de larvas de segundo instar de P. xylostella, sometidas a tres dosis

de extractos acuosos de hojas de A. indica, bajo condiciones de laboratorio.
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Fuente: archivo personal,2020
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Figura 20
Porcentajes de mortalidad (%) causada en larvas de segundo instar de P. xylostella, en tres
concentraciones de extractos acuosos de hojas de A. indica, bajo condiciones de laboratorio.
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Fuente: archivo personal,2020

10.4. Dosis Letal Media (DLso)

LD son las siglas de "Dosis letal”, asi el DLso es la dosis de un material determinado,
administrado una sola vez, que provoca la muerte del 50% de un grupo de animales de
prueba. EI DLso es una forma de medir el envenenamiento potencial a corto plazo (toxicidad
aguda) de un material. Cabe destacar que el DLso mide la dosis letal, pero no otros efectos

secundarios graves, pero no letales.

La prueba fue creada por J.W. Trevan en 1927, cuando intentaba encontrar una
formula para estimar la relativa potencia de envenenamiento de drogas y medicinas usadas en
esa época. Desarrollo la prueba DLso porque el uso de muerte como "meta”, permite

comparaciones en quimicos que envenenan al cuerpo en muchas formas diferentes. A partir
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del trabajo temprano de Trevan, otros cientificos han desarrollado diferentes enfoques para

métodos mas directos y rapidos de obtener el DLso.

Los resultados obtenidos en las pruebas para encontrar el DLsg, demostraron que los
extractos acuosos de semillas son mas letales que los extractos acuosos de hojas de A. indica.
Asi, el andlisis de regresion determind una DLsg a una dosis de 37.000 mg/l y un DLgo a una
dosis de 81.455 mg/l con los extractos acuosos de semillas; mientras que con los extractos
acuosos de hojas de A. indica, el DLso se consigue con una dosis de 57.250 mg/l y un DLgo a
una dosis de 107.250 mg/I. Esto significa que dosis iguales o superiores a los 37.000 mg/l de
extractos acuosos de semillas garantiza una mortalidad superior al 50% de la poblacién de P.
xylostella, concentracion levemente superior a la concentracion mas baja utilizada en este
experimento, que fue de 33.000 mg/l. En consecuencia, se necesitaria dosis iguales o
superiores a 81.455 mg/l de los extractos acuosos de semillas, para matar al 90% de la
poblacion. Igualmente, el DLso se consigue con una dosis de 57.250 mg/l y un DL90 a una

dosis de 107.250 mg/l, para los extractos acuosos de hojas de A. indica (Tabla 5).

En las Figuras 21 y 22, se presentan las regresiones lineales simples resultantes de las
relaciones dosis y porcentajes de mortalidad causados por los extractos de hojas y semillas de
neem, respectivamente, generandose la ecuacion de regresion (en donde X es la dosis y Y son
lo porcentajes de mortalidad) y el R? para los extractos acuosos de semillas y=0,0009x +
16,69 y un R?=0,84; mientras que para los extractos acuosos de hojas fue y=0,0008x + 4,20 y

un R?=0,98.

Los valores de DLso y DLgo, obtenidos permiten afirmar que los metabolitos
secundarios presentes en los extractos acuosos de hojas y semillas, exhiben un modo de
accion insecticida y ademas es un recurso promisorio para el control de poblaciones de P.

xylostella en campo, se podria pensar en aplicaciones con concentraciones bajas en mg/l de
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los extractos, sobre todo de semillas, lo que se traduce en un ahorro de tiempo y dinero. El

anico inconveniente es que las semillas de A. indica no se consiguen todo el afio.

Tabla 5

Dosis letales DLso y DLgo, de los extractos acuosos de hojas y semillas de A. indica para larvas de P.

xylostella, en condiciones de laboratorio

Tratamiento  Ecuacién Regresion R? DLso (mg/l) DLgo (mg/l)
Semillas Y=0,0009X + 16,69 0,84 37.000 81.455
Hojas Y=0,0008X + 4,20 0,98 57.250 107.250

Fuente: archivo personal,2020

Figura 21

Regresién de la interaccion Dosis-Mortalidad para larvas de segundo instar de P. xylostella

sometidas a tres concentraciones de extractos acuosos de semillas de A. indica, bajo condiciones de

laboratorio.
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Figura 22

Regresion de la interaccion Dosis-Mortalidad para larvas de segundo instar de P. xylostella

sometidas a tres concentraciones de extractos acuosos de hojas de A. indica, bajo condiciones de

laboratorio.
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Fuente: archivo personal,2020

10.5. Mortalidad acumulada (horas) en las diferentes dosis de extractos de

semillas de A. indica.

Al evaluar el efecto de los metabolitos secundarios presentes en los extractos acuosos
de hojas y semillas de neem utilizados, a las diferentes horas de observacion, se encontro que,
a mayor dosis, el tiempo de exposicion de las larvas al efecto de los metabolitos para

provocar su muerte, fue menor (Tabla6y 7).
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Tabla 6

Porcentajes (%) de mortalidad acumulados cada seis horas, en larvas de segundo instar de P.

xylostella, sometidas a tres dosis de extractos acuosos de semillas de A. indica.

Hora de Observacion

Dosis (mg/l) 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90 96
100.000 4 24 36 52 68 84 88 96 96 96 96 96 96 96 96 96
66.000 4 16 24 40 48 64 76 76 76 80 80 84 84 84 84 84
33.000 0 12 24 28 40 40 48 52 52 52 56 60 64 68 68 68
Control 0 0 0O 0 0 000 0 0 0 0 0 0 0 o0

Fuente: archivo personal,2020

En la Figura 23, se observa cdmo van creciendo los porcentajes de las mortalidades en

larvas de segundo instar de P. xylostella, sometidas a tres concentraciones de los extractos

acuosos de semillas de neem. El tratamiento con la dosis 100.000 mg/l, causa la muerte

rapida de las larvas, logrando la maxima mortalidad de 96,00% al segundo dia (48 horas) de

aplicados los tratamientos, manteniéndose dicho porcentaje hasta el final del experimento;

mientras que las dosis de 66.000 mg/l, logran la mortalidad méaxima de 84,00% a las 72 horas

y la dosis 33.000 mg/l logra la mortalidad maxima de 68,00% a las 84 horas.
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Figura 23

Porcentajes (%) de mortalidad acumulados cada seis horas, en larvas de segundo instar de P.

xylostella, sometidas a tres dosis de extractos acuosos de semillas de A. indica.
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Fuente: archivo personal,2020

10.6. Mortalidad acumulada (horas) en las diferentes dosis de extractos de

hojas

Tabla 7 .

Porcentajes (%) de mortalidad acumulados cada seis horas, en larvas de segundo instar de P.

xylostella, sometidas a tres dosis de extractos de hojas de A. indica.

Hora de observacion

Dosis (mg/l) 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90 96
100.000 0 8 24 44 48 64 68 68 72 76 80 80 80 80 80 84
66.000 8 12 20 28 40 48 56 56 56 56 60 64 64 64 64 64
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33.000 4 4 12 20 28 32 32 36 36 36 36 36 36 36 36 36

Contol O O O O O O O O O O O O O O O O
Fuente: archivo personal,2020

En la Figura 24, se observa que las mortalidades en larvas de segundo instar de P.
xylostella, sometidas a tres concentraciones de los extractos acuosos de hojas de neem, tienen
una respuesta mas disminuida comparada con la respuesta letal en cuanto a porcentajes de
mortalidad y tiempo de accion de los metabolitos secundarios de los extractos de semillas.
De esta manera los porcentajes de mortalidad son mas bajos; asi, el tratamiento con la dosis
100.000 mg/l, produce una mortalidad méaxima de 84,00% a las 96 horas de iniciado el
experimento; la dosis de 66.000 mg/l, logra la mortalidad méaxima de 64,00% a las 72 horas y

la dosis 33.000 mg/I logra la mortalidad maxima de 36,00% a las 48 horas de exposicion de

las larvas a los tratamientos

Figura 24

Porcentajes (%) de mortalidad acumulados cada seis horas, en larvas de segundo instar de P.

xylostella, sometidas a tres dosis de extractos de hojas de A. indica.
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Fuente: archivo personal,2020
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10.7. Tlso de extractos de semillas y hojas de A. indica

El Tiempo Letal Medio (TLso), es el valor medio del intervalo de tiempo, durante el
cual se espera que muera el 50% de una poblacién dada, tras la administracion aguda de un
agente quimico a una determinada concentracion y bajo un conjunto de condiciones
definidas.

El TLso para las tres dosis de extractos de semillas de A. indica se pueden observar en
la Tabla 8. Se determin6 que la dosis 100.000 mg/I de extractos de semillas mata el 50% de la
poblacion a las 22 horas con un coeficiente de determinacion (R?=0,69), la dosis 66.000 mg/I
lo hace a las 36 horas (R?=0,79) y la dosis 33.000 mg/lI mata la mitad de la poblacion a las 57

horas (R?=0,90).

Tabla 8

Tiempo Letal Medio (TLso), en larvas de segundo instar de P. xylostella, sometidas a tres dosis de

extractos acuosos de semillas de A. indica, en condiciones de laboratorio.

Tratamiento ([r)T?gS/IIS) Ecuacion regresion R? TLso TL72 TLos
S-100 100.000 Y=0,86X + 31,05 0,69 22 47 75
S-66 66.000 Y=0,85X X + 19,2 0,79 36 62 90
S-33 33.000 Y=0,68X + 10,90 0,90 57 90 125

Fuente: archivo personal,2020

Para los extractos acuosos de hojas de neem, se encontraron los siguientes TLso, para
las tres dosis se pueden observar en la Tabla 9, encontrandose que la dosis 100.000 mg/I de
extractos de hojas mata el 50% de la poblacion a las 39 horas con un coeficiente de
determinacion (R?=0,79), la dosis 66.000 mg/I lo hace a las 55 horas (R?=0,82) y la dosis

33.000 mg/I mata la mitad de la poblacién a las 114 horas (R?=0,69).
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Trujillo-Ruiz, Zapata-Restrepo, Hoyos-Sanchez, Yepes-Rodriguez, Capataz-Tafur,
Orozco-Sanchez (2008), evaluaron cuatro concentraciones de extractos etanolicos de A.
indica (2.500, 5.000, 10.000 y 30.000 ppm) y el testigo (alcohol 96%) para determinar la
mortalidad en el tiempo (0, 12, 18, 25, 40 h), sobre el segundo instar de S. frugiperda. Se
determind una DLso a las 12 h de 2.256 ppm (R? = 88,54%), a las 18 h de 3.928 ppm (R? =
90,3 %), a las 25 h de 2.818 ppm (R?= 90,3 %) y a las 40 h de 1.064 ppm (R? =90,3 %). Las
dosis de 5.000 ppm, 10.000 ppm y 30.000 ppm, no presentaron diferencia estadistica en su

accion letal, pero fueron efectivas en el control del insecto.
Tabla 9

Tiempo Letal Medio (TL50), en larvas de segundo instar de P. xylostella, sometidas a tres dosis de

extractos acuosos de hojas de A. indica, en condiciones de laboratorio

Tratamiento ([r)ﬁgs/lls) Ecuacion regresion R? TLso TL72 TLos
H-100 100.000 Y=0,85X + 16,40 0,79 39 65 94
H-66 66.000 Y=0,62X + 15,6 0,82 55 91 130
H-33 33.000 Y=0,34X + 11,1 0,69 114 179 250

Fuente: archivo personal,2020

En las Figuras 25, 26 y 27; se presentan las ecuaciones de regresion para cada una de
las dosis de los extractos acuosos de semillas de neem, correspondientes a 100.000mg/I,

66.000 mg/l y 33.000 mg/l, respectivamente.
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Figura 25

Regresién entre porcentajes acumulados de mortalidad y horas de muerte de larvas de segundo

instar de P. xylostella, para la dosis 100.000 mg/I de extractos acuosos de semillas de neem.
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Fuente: archivo personal,2020

Figura 26

Regresién entre porcentajes acumulados de mortalidad y horas de muerte de larvas de segundo

instar de P. xylostella, para la dosis 66.000 mg/l de extractos acuosos de semillas de neem.
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Fuente: archivo personal,2020
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Figura 27 .

Regresién entre porcentajes acumulados de mortalidad y horas de muerte de larvas de segundo

instar de P. xylostella, para la dosis 33.000 mg/l de extractos acuosos de semillas de neem.
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Fuente: archivo personal,2020

En las Figuras 28, 29 y 30; se presentan las ecuaciones de regresion para cada una de
las dosis de los extractos acuosos de hojas de neem, correspondientes a 100.000mg/I, 66.000

mg/l 'y 33.000 mg/l, respectivamente
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Figura 28

Regresién entre porcentajes acumulados de mortalidad y horas de muerte de larvas de segundo

instar de P. xylostella, para la dosis 100.000 mg/I de extractos acuosos de hojas de neem.
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Figura 29 .

Regresién entre porcentajes acumulados de mortalidad y horas de muerte de larvas de segundo

instar de P. xylostella, para la dosis 66.000 mg/l de extractos acuosos de hojas de neem.
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Figura 30 .

Regresién entre porcentajes acumulados de mortalidad y horas de muerte de larvas de segundo

instar de P. xylostella, para la dosis 33.000 mg/l de extractos acuosos de hojas de neem.
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10.8. Sobrevivencia de P. xylostella a los tratamientos de extractos acuosos de

hojas y semillas de A. indica.

Los efectos letales de los extractos acuosos de semillas de neem, se presentan en la
Tabla 10, donde se puede observar que a pesar de que la mortalidad de las larvas baja a
concentraciones menores, las larvas que no murieron durante el tiempo de observacion del
experimento de 96 horas (cuatro dias) y, segun el disefio del ensayo que consistio en someter
las larvas a un solo tratamiento, esto quiere decir que las larvas fueron sometidas en cada
tratamiento durante cuatro dias, primero porque esta es la duracién de los discos de repollo
gue se mantienen palatables al insecto; segundo, para simular una sola aplicacion como

ocurriria en condiciones de campo Y, tercero que para calcular la DLso se debe realizar una
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sola vez la aplicacién de los tratamientos segun el Protocolo para este tipo de experimentos.
Al término de este tiempo de exposicion de las larvas, el disco de repollo se cambid por uno
sin tratar, para que las larvas que no murieron en los cuatro dias de sometimiento a discos de
repollo con los diferente tratamientos continuaran su desarrollo; asi, se determind que en la
dosis 100.000 mg/l, logro sobrevivir una sola larva; en la dosis 66.000 mg/I, lograron
sobrevivir cuatro larvas; en la dosis 33.000 mg/l, lograron sobrevivir ocho larvas; pero
ninguna logro completar su desarrollo hasta el estado de pupa; solamente todas las 25 larvas
del Control llegaron hasta pupa, de estas 25 pasaron al estado adulto 24, determinandose una
sobrevivencia de 96%, lo que se considera normal en este tipo de ensayos. Estos resultados
se pueden explicar, debido a que los extractos acuosos de semillas de A. indica contiene
otros metabolitos diferentes y en mayor concentracion, como la Azadiractina que contienen
las hojas en menor concentracion. Esta molécula actia sobre los procesos de metamorfosis
en los insectos, como inhibidor de la quitina y mimetizarse con las hormonas juvenil y de la
muda. Este efecto ha sido demostrado en diferentes ensayos, varios investigadores han
demostrado los efectos adversos sobre la biologia de insectos; asi, Gualdrén-Panqueva,
Toloza-Balcucho y Giraldo-Vanegas (2.017) encontraron el efecto negativo en la
ovoposicion de las hembras de H. hampei, sometidas a tres dosis de extractos de semillas de
neem. Las hembras sometidas a dosis de 100.000 mg/I solo colocaron 1,25 huevos/hembra;

mientras que las hembras del Control ovopositaron 42,75 huevos/hembra.

Tabla 10

Sobrevivencia de larvas de P. xylostella sometidas a los tratamientos de extractos acuosos de

semillas de A. indica, bajo condiciones de laboratorio.

Dosis Mortalidad Larvas Larvas Pupas Adultos Sobrevivencia
(mg/l) (%) muertas vivas b adultos (%)

100.000 96 24 1 0 0 0
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66.000 84 21 4 0 0 0
33.000 68 17 8 0 0 0
Control 0 0 25 25 24 96

Fuente: archivo personal ,2020

Con los extractos acuosos de hojas, solamente llegaron al estado de pupa y luego al
estado adulto, dos ejemplares sometidos a la dosis de 66.000 mg/l y seis ejemplares adultos
en la dosis 33.000 mg/l, los cuales eran méas pequefios que los adultos obtenidos del Control,
mientras que en el Control llegaron al estado de pupa las 25 larvas y de esas 25 pupas
emergieron 24 imagos, con una sobrevivencia de la especie del 96%. En el tratamiento H-

100 (100.000 mg/l), no se obtuvo adultos (Tabla 11).

Otro aspecto importante que se encontr6 fue el efecto de los metabolitos de los
extractos de hojas en la duracion de los estados de desarrollo de P. xylostella. Primero se
puede observar que en la dosis 100.000 mg/I, ninguna larva logro llegar al estado de pupa
(0%). Una vez cambiados los discos de repollo sin tratar, se observé que logaron llegar al
estado de pupa cinco larvas a los 35 dias en la dosis 66.000 mg/l, lo que representa un 20%
de sobrevivencia de pupas; nueve larvas pasaron a pupa (36% de sobrevivencia) a los 33 dias,
en la dosis 33.000 mg/l y, en el Control llegaron al estado de pupa (100%) las 25 larvas a los
25 dias (Tabla 11). Silva-Lizarazo y Giraldo-Vanegas (2.018), en estudios sobre el ciclo de
vida de P. xylostella determinaron que la duracién para llegar a pupa en condiciones de

laboratorio en la Universidad de Pamplona fue igual al Control de este bioensayo.

En cuanto a la emergencia de imagos, se encontré que en la dosis 66.000 mg/I, de las
cinco pupas solamente emergieron dos adultos a los 50 dias, con una sobrevivencia del 8%;
en la dosis 33.000 mg/l, de las nueve pupas solo emergieron seis adultos a los 46 dias, con

una sobrevivencia del 24%; mientras que, en el Control, de las 25 pupas emergieron 24
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imagos a los 34 dias, con una sobrevivencia del 96%. Silva-Lizarazo y Giraldo-Vanegas
(2.018), en estudios sobre el ciclo de vida de P. xylostella determinaron que la duracién para
llegar a imago en condiciones de laboratorio en la Universidad de Pamplona fue de 32 dias,

promedio muy similar al Control en el presente experimento.

Se puede apreciar facilmente, que los metabolitos de los extractos de hojas de A.
indica afectan el desarrollo normal de los estados de P. xylostella, modificando su desarrollo
negativamente, siendo los adultos obtenidos de los tratamientos 66.000 y 33.000 mg/l, méas

pequefios, poco desarrollados, muy lentos, muriendo a los pocos dias.

Desde las 96 horas de establecido el bioensayo las larvas aun vivas continuaron con su
metamorfosis, su proceso de cambio de instar larval, por lo que el efecto de mortalidad de
larvas en los tratamientos después de estas horas podria estar muy influenciado por la
azadirachtina y sus derivados los cuales generarian desordenes hormonales por la afeccién de
las células neurosecretoras del cerebro, causando inhibicion del crecimiento de la cuticula
(integumento), porque la azadiractina bloquea los receptores de ecdisonas debido a que sus

estructuras quimicas son similares, ademas de afectar la sintesis de la hormona juvenil

Li; Song; Yin; Jiay Zou (2.019), probaron cinco dosis de extractos de neem contra
el acridido asiatico Oxya chinensis Thunberg, encontrando que el extracto de etanol al 95%
poseia la mayor actividad insecticida con un DLsg, que oscilaban entre 14,93 y 55,66 mg/ml.
A un examen patolégico en ninfas muertas revel6 que habia lesiones prominentes, incluidas
las células regenerativas reducidas en el intestino medio e hinchadas y degeneradas,
igualmente observaron células cilindricas en el quinto instar de O. chinensis después del
tratamiento. En lo ultraestructural, observaron caracteristicas especiales en las células

cilindricas, las microvellosidades y las mitocondrias estaban gravemente dafiadas. Estos
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resultados sugirieron que el extracto de éter de petrdleo de las hojas de neem tenia una

potente actividad insecticida y podria ser un insecticida candidato.
Tabla 11

Sobrevivencia de larvas de P. xylostella sometidas a los tratamientos de extractos acuosos de hojas

de A. indica, bajo condiciones de laboratorio.

Dosis Mortalidad Pupas Pupas Adultos Sobrevivencia adultos
(mg/l) (%) (dias) (%) (dias) (%)
100.000 84 0 0 0 0
66.000 64 5(35) 20 2 (50) 8
33.000 36 9(33) 36 6 (46) 24
Control 0 25 (25) 100 24 (34) 96

Fuente: archivo personal,2020

Es importante acotar que la proporcién sexual también se ve afectada por las
moléculas de los extractos acuosos de hojas de neem, con base a los adultos que
sobrevivieron a los tratamientos y los cuales fueron todas hembras. Aungque hay muy pocos
datos, llamo la atencién que la proporcion sexual en los adultos del Control fue 1: 1,
proporcién similar a la obtenida por Silva-Lizarazo y Giraldo-Vanegas (2018) en sus estudios
sobre el ciclo de vida de P. xylostella. En los tratamientos con la dosis de 66.000 mg/I
lograron sobrevivir dos adultos y en la dosis 33.000 mg/l lograron llegar al estado adulto seis
larvas, todas hembras, en ambos tratamientos, no cumpliéndose la proporcion sexual 1:1
esperada. Sobre estos resultados, se puede especular que los extractos acuosos de hojas de
neem pueden tener efecto sobre la proporcion sexual de la especie, que nos llevaria a pensar
que las hembras de P. xylostella pueden ser mas resistentes o tolerantes a las moléculas de los

extractos acuosos de hojas de neem.
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11 Conclusiones

La produccién de metabolitos secundarios mediante el uso de extractos acuosos de A.
indica, ofrece la posibilidad de producir biocidas de una manera segura y sustentable

para los agroecosistemas de hortalizas.

Las concentraciones de 100.000 mg/l de extractos acuosas de semillas de A. indica

ejercieron el mayor efecto letal en larvas de segundo instar (L2) de P. xylostella.

Los extractos acuosos de semillas de A. indica son mas letales, ya que la DLso fue de
37.000 mg/I; mientras que con los extractos acuosos de hojas la DLsg se consigue con

una dosis de 57.250 mg/I.

Dosis iguales o superiores a los 37.000 mg/l de extractos acuosos de semillas

garantiza una mortalidad superior al 50% de la poblacion de P. xylostella.

La dosis 100.000 mg/I de extractos de semillas, causa el 96,00% de mortalidad de las
larvas al segundo dia (48 horas) de aplicados los tratamientos; mientras la dosis
100.000 mg/l, de extractos de hojas, produce una mortalidad maxima de 84,00% a las

96 horas.

El TLso para la dosis 100.000 mg/I de extractos de semillas es 22 horas; mientras que

en la dosis 100.000 mg/l de extractos de hojas es 39 horas.
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Ninguna de las larvas sometidas a las tres dosis de los extractos acuosos de semillas

de neem logré completar su desarrollo hasta el estado de pupa, o mismo sucedi6 con

la dosis 100.000 mg/l, en los extractos acuosos de hojas; mientras que todas las larvas

del Control llegaron al estado de pupa.

La duracidn hasta la emergencia de los imagos y su sobrevivencia también fue
afectada notoriamente por los tratamientos con extractos de hojas de neem,
emergiendo solamente dos adultos (8%) a los 50 dias en la dosis 66.000 mg/I; seis
adultos (24%) a los 46 dias en la dosis 33.000 mg/I; mientras que, en el Control

emergieron 24 imagos a los 34 dias, con una sobrevivencia del 96%.

Los adultos de P. xylostella, obtenidos de las dosis 66.000 y 33.000 mg/l de los

extractos de hojas de A. indica, resultaron ser mas pequefios, poco desarrollados, muy

lentos, muriendo a los pocos dias.
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12 Recomendaciones

Continuar con los bioensayos con extractos acuosos de A. indica y otras plantas

promisorias para el control fitoquimico de artrépodos plaga.

El uso de extractos acuosos de neem contra P. xylostella en cultivos de repollo y otras
hortalizas, es seguro, facil de obtener, econdémico, biodegradable y no afecta la

entomofauna benéfica.

Motivar a los agricultores en el uso de extractos de plantas, para que sea incluido

dentro de los Programas de Manejo Integrado de Plagas.

Concentrar los esfuerzos de investigacion, dirigidos a P. xylostella y otros artrépodos

plaga en el Centro de Investigacion en Sanidad Vegetal y Bioinsumos (CISVEB).

Se recomienda el uso de extractos de semillas de neem para el control de P. xylostella
en el cultivo de hortalizas y otras plagas, sin embargo en épocas en donde no se
presenta fructificacion en el arbol de neem, se sugiere la aplicacion de extractos
acuosos de hojas como método de control de la plaga con aplicaciones periddicas, las

cuales si estan disponibles todo el afio.
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Desarrollar ensayos en los cuales se avalué la eficiencia de los extractos acuosos de
neem para el control de P. xylostella. en condiciones de campo, con el fin de
comparar la variacion de los resultados obtenidos con los presentados en el

laboratorio y de acuerdo con esto recomedar las dosis adecuadas al productor.

Se recomienda optar por controles fitoquimicos con extractos de neem para el control
de P. xylostella, debido a que esta presenta una alta adaptabilidad y resistencia a las

moléculas quimicas comerciales, lo que hace que sea mas dificil su control en campo.

Realizar estudios mas profundos sobre la letalidad de los extractos acuosos de hojas y

semillas de neem sobre los sexos de P. xylostella.
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14 Anexos

Anexo 1 Formato de muestreo

Extracto de semilla, hoja o testigo

tratamiento repeticion Larva fecha de muerte hora de muerte
1
2
1 3
4
5
1
2
2 3
4
5
1
, 2
Tratamiento del 3 3
100%, 66% vy 33% 4
5
1
2
4 3
4
5
1
2
5 3
4
5

Fuente: archivo personal,2020



Anexo 2 Despulpado de semillas de neem,

Anexo 5 Camaras de reproduccion y crianza

de P. xylostella.

Fuente: archivo personal,2020

Anexo 3 Semilla de neem recien despulpadas. Fuente: archivo personal,2020

Anexo 6 Camaras de reproduccion de P.

xylostella

Fuente: archivo personal,2020

. -
Anexo 4 Revision de las unidades are

Fuente: archivo personal,2020
experimentales con ayuda del estereoscopio.

Anexo 7 Larvas de P.xylostella

Fuente: archivo personal,2020
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Fuente: archivo personal,2020

Anexo 8 Discos de repollo desinfectados. Anexo 11 Pupas del tratamiento de control.

Fuente: archivo personal,2020

Fuente: archivo personal,2020

Anexo 9 Ubicacion de las larvas en cada uno Anexo 12 Adherente usado

de los recipientes plasticos.

Fuente: archivo personal,2020

Anexo 13 Observacion en cuanto a la

Fuente: archivo personal,2020 mortalidad de las larvas

Anexo 10 Secado a la sombra de las
semillas de neem

Fuente: archivo personal
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Fuente: archivo personal,2020

Anexo 14 Proceso de filtrado de las

soluciones madres de neem

|

Fuente: archivo personal,2020
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