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Resumen

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la toxicidad de dos extractos vegetales sobre
larvas de segundo instar de Plutella xylostella (L.), bajo condiciones de laboratorio. Para los
tratamientos se utilizaron los extractos de hojas a concentraciones de (100.000mg/L),
(75.000mg/L), (50.000mg/L) y (25.000mg/L) y un testigo el cual no tenia ningun tipo de
concentracion. Disefio experimental completamente al azar, para los dos extractos; cada uno
con cinco concentraciones y cada concentracion con 5 repeticiones y cada repeticion con
cinco larvas de P. xylostella. Para obtener la mortalidad de las larvas o la emergencia de
adultos de la polilla, iniciandose las observaciones cada 12 horas durante el transcurso de
los dias. Los datos, analizados por medio del Software SPSS y pruebas Tukey para
determinar diferencias significativas entre los tratamientos. Para calcular la CLsg, las
concentraciones se transformaron a log10 y las mortalidades a Probit, y con las mortalidades
acumuladas de la hora de muerte se encontrd el TLso, mediante Andlisis de Regresion. Se
obtuvo que la concentracion de 100.000mg/L de extractos acuosos de hojas de sauce causé
el 100% de larvas con diferencias significativas; la concentracion100.000mg/L de extractos
de Eucalipto con 80% de mortalidad; con diferencias significativas con las otras
concentraciones. Las CLso determinadas fueron para Sauce 46.250mg/L, para Eucalipto
76.910mg/L, para matar al 50% de la poblacion de larvas del bioensayo. Los TLso para los
extractos de Sauce en su concentracion de 100.000mg/L fue de 61 horas, para los extractos
de Eucalipto fue de 102 horas.

Palabras clave: polilla dorso de diamante, toxicidad, metabolitos secundarios, Eucalyptus

globulus, Salix humboldtiana.
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Abstract

The objective of this research was to evaluate the toxicity of two plant extracts on second
instar larvae of Plutella xylostella (L.), under laboratory conditions. For the treatments, the
leaf extracts were used at concentrations of (100,000mg/L), (75,000mg/L), (50,000mg/L)
and (25,000mg/L) and a control which did not have any type of concentration. Completely
randomized experimental design, for the two extracts; each with five concentrations and each
concentration with 5 replicates and each replicate with five P. xylostella larvae. To obtain
the mortality of the larvae or the emergence of moth adults, starting the observations every
12 hours during the course of the days. The data, analyzed by means of the SPSS Software
and Duncan tests to determine significant differences between the treatments. To calculate
the LCso, the concentrations were transformed to log10 and the mortalities to Probit, and
with the accumulated mortalities of the hour of death, the TLso was found, by means of
Regression Analysis. It was obtained that the concentration of 100,000mg/L of aqueous
extracts of willow leaves caused 100% of larvae with significant differences; the
concentration 100,000mg/L of Eucalyptus extracts with 80% mortality; with significant
differences with the other concentrations. The LCso determined were for Willow
46.250mg/L, for Eucalyptus 76.910mg/L, to kill 50% of the larvae population of the
bioassay. The TLso for the Willow extracts in its concentration of 100,000mg/L was 61

hours, for the Eucalyptus extracts it was 102 hours.

Keywords: diamondback moth, toxicity, secondary metabolites, Eucalyptus globulus,

Salix humboldtiana.
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Introduccion

La principal plaga de las hortalizas en cultivos de cruciferas en el mundo es la polilla
dorso de diamante Plutella xylostella (L.); es un insecto lepidoptero de la familia Plutellidae,
causante de dafios econémicos en cultivos de la familia Brassicaceae. Es una plaga muy
dificil de controlar debido a que su ciclo bioldgico es muy corto, ademas de la aplicacion
indebida de productos quimicos, lo cual ha generado una resistencia a numerosos plaguicidas
(Curis et al., 2019).

Segln un estudio realizado por Celis (2009), los extractos de origen vegetal se
caracterizan por la presencia de metabolitos secundarios, los cuales forman parte de las
estrategias defensivas de las plantas, pueden ser agrupados en compuestos nitrogenados,
fendlicos y terpenoides. El uso de extractos vegetales para control de plagas, enfermedades
y arvenses constituye una alternativa prometedora en el entorno de una agricultura
sostenible. Dichos compuestos le proporcionan importantes caracteristicas a los extractos,
como son anti-alimentarios, antivirales, antimicrobianos, repelentes, inhibidores de

germinacion de semillas, entre otras.

En los dltimos afios, se han intensificado los estudios de productos de origen vegetal
en su parte quimica, con énfasis en los metabolitos secundarios, los cuales estan ligados en
el control biol6gico contra patégenos o plagas, activando procesos de defensa en la planta y
brindando una proteccion preventiva, lo cual permite brindar una proteccion a los cultivos e

incrementar asi la calidad y su produccién alimentaria (Celis et al., 2009).

Los extractos de origen vegetal se pueden obtener de distintas formas, dos de ellas
son a partir del uso de agua (acuosa) y la otra a través del uso de un alcohol, cominmente
metanol o etanol. EI primer método permite la extraccion de metabolitos solubles en agua y
puede ser utilizado con facilidad por los agricultores con un minimo de requerimiento
tecnoldgico. El segundo usa el alcohol como solvente de los metabolitos y necesita un equipo

de separacién de éste antes de poder utilizar el extracto (Rodriguez, 2006).

El objetivo del presente trabajo se enmarca como investigacion cuantitativa, y su
objetivo es encontrar alternativas menos contaminantes en los cultivos de cruciferas
principalmente, ya que la polilla dorso de diamante es una plaga primaria, motivo por el cual

se probaron extractos acuosos de sauce lloron (Salix humboldtiana Willd). y eucalipto
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(Eucalyptus globulus Labill), como una estrategia de control fitoquimico para ser incluidos
en un Manejo Integrado de Plagas para el control de P. xylostella.

Problema y descripcion

Plutella xillostella (L.), es una de las principales plagas que afecta los cultivos de
cruciferas, causando limitaciones en la calidad y rendimiento. Este insecto plaga, se reconoce
por poseer una gran capacidad de adaptacion a diferentes condiciones climaticas, ademas
que posee una alta variabilidad genética que unida al corto periodo generacional le permite
obtener de manera répida cierta resistencia a diferentes insecticidas que se distribuyen
comercialmente (Mena & Hernandez, 2017).

El uso de los metabolitos secundarios de insecticidas vegetales, representan una gran
ventaja al ser compatible con otras opciones de bajo riesgo aceptables en el control de
insectos como feromonas, aceites, hongos entomopatogenos, parasitoides y depredadores, el
rango de su efecto protector va desde repelencia, disuasion de la alimentacion y oviposicion,
hasta toxicidad aguda e interferencia con el crecimiento y desarrollo de los insectos, esto
representa un tipo de control fitoquimico para contrarrestar las poblaciones de Plutella
xylostella , lo que favorece enormemente su integracion a un programa de manejo integrado
de plagas (Celis et al., 2009).
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1. Planteamiento y descripcion del problema

En la actualidad el deterioro ambiental y el avance de la calidad de vida de las
personas, son dos de los componentes mas 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 productividad y comercio, sin
embargo en diversos de los casos esto se hace 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 esta
alrededor. En la actualidad Plutella xylostella (L.) la importancia de esta plaga y su notable
capacidad para resistir los insecticidas y dificil de reducir su sensibilidad y por lo tanto se
obliga a incrementar el nimero de aplicaciones y es fundamental que la plaga de diversos
cultivos esta generando monumentales pérdidas econdmicas ya que ella adquiere ain méas
resistencia y asi se ocasionan elevados precios de produccién y contaminacion al medio

ambiente por utilizar altos contenidos de producto quimicos.
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2. Justificacion

Segun diferentes estudios en la actualidad para el control la P. xylostella en el sector
de las hortalizas, se utilizan insecticidas de sintesis quimica los cuales tienen accion
inmediata, pero el mal uso de ellos conlleva a efectos adversos en la salud, el ambiente y la
destruccion de la fauna benéfica, resaltando que, la ausencia de enemigos naturales capaces
de controlar estas poblaciones y la resistencia a numerosos insecticidas convencionales,
provocan que este insecto se establezca rdpidamente en &reas productoras de brasiciceas
(Arregui, 2010).

En el Manejo Integrado de Plagas (MIP), el control fitoquimico forma parte
fundamental, el cual se caracteriza por utilizar los metabolitos secundarios contenidos en los
extractos acuosos de plantas con propiedades insecticidas, para el manejo de plagas en los
cultivos agricolas; P. xylostella es una grave amenaza en los cultivos de cruciferas, por lo
gue se busca incrementar nuevas estrategias amigables con el medio ambiente y la salud
humana (Mena & Hernandez, 2017).

Se utilizaron extractos vegetales extraidos de plantas, las cuales se localizan en las
zonas rurales y urbanas del municipio de Pamplona. Esto con la finalidad de facilitar el
empleo de estas especies como insecticidas naturales, ya que sera mas sencillo de recolectar
para futuras investigaciones y también para los agricultores que quieran hacer uso de ellas,
conociendo los resultados de esta investigacion, ellos podran hacer uso estos extractos como

un nuevo método de control para esta plaga.

Debido a lo anterior, la finalidad de esta investigacion fue comprobar la toxicidad de
los extractos acuosos de hojas de Salix humboldtiana Willd. y Eucalyptus globulus, sobre

P. xylostella, bajo condiciones in vitro.

Reconocida por atacar los cultivos de las Brassicaceae, como control de esta
poblacién, en su mayoria se hace con productos quimicos. De igual forma provoca cierta
resistencia al insecto a estos productos en poco tiempo, cabe mencionar que altera el entorno,
ya que afecta directamente a la poblacion de polinizadores y controladores naturales, por
ende, se proponen nuevas practicas innovadoras que no solo controlen la plaga, sino que

también puedan ser amigables con el medio ambiente.
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3. Objetivos
3.1.0bjetivo General
Evaluar los extractos acuosos vegetales de Eucalyptus globulus Labill y Salix
humboldtiana Willd, sobre la mortalidad, la CLso y el TLso, en Plutella xylostella (L.),

bajo condiciones in vitro.

3.2.0Dbjetivos Especificos
e Calcular la mortalidad causada por los extractos acuosos vegetales de Eucalyptus

globulus Labill y Salix humboldtiana Willd., sobre P. xylostella en condiciones in
vitro.

e Determinar la CLso Y TLso de los extractos acuosos vegetales de Eucalyptus globulus

Labill y Salix humboldtiana Willd. sobre P. xylostella, bajo condiciones in vitro.
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4. Marco Tedrico

4.1. Antecedentes

4.1.1. Antecedentes regionales

El trabajo de investigacion de Silva-Lizarazo y Giraldo-Vanegas (2018), sobre el
ciclo biologico de Plutella xylostella (L.) y sus enemigos naturales en Pamplona, Norte de
Santander, determinaron que, en las condiciones de Pamplona, P. xylostella pasa por cuatro
instares larvales con una duracion de 19,54 + 2,620 dias, el segundo instar larval ocurre entre
el séptimo y el onceavo dia, motivo por el cual para el presente ensayo se trabajo con larvas

de nueve dias, en su segundo instar larval.

Mondragén-Sanchez, et al., (2020); determinaron que la mortalidad, la CL50 y el
TL50 probando cuatro concentraciones de extractos acuosos de hojas y semillas de
Azadirachta indica A. Juss, sobre Plutella xylostella (L.), bajo condiciones de laboratorio;
los extractos acuosos de semillas y hojas a 100.000mg/L causaron el 96% y el 84% de
mortalidad. La CLso, con extracto acuosos 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 TLso, se
determino que la concentracion de 100.000mg/L de extractos de semillas fue de 22 horas,

mientras que con extractos de hojas fue de 39 horas.

En otro trabajo realizado por Rivera-Lopez y Giraldo-Vanegas, (2022) sobre la
susceptibilidad de Plutella xylostella (L.) probando cinco concentraciones de tres extractos
acuosos vegetales, bajo condiciones de laboratorio en Pamplona, Norte de Santander;
encontraron que la concentracion de 100.000mg/L causo la mortalidad al 100%, 84% y 76%
de la poblacion en prueba con los extractos acuosos de hojas de cicuta, lengua de vaca y
cariaquito respectivamente. Las CLso determinadas fueron para cicuta 28.183mg/L, para
lengua de vaca 7.585mg/L y 20.892mg/L para los extractos acuosos de cariaquito, para matar
al 50% de la poblacion de larvas del bioensayo; mientras que el TLso con la concentracion
de 100.000mg/L para los extractos de cicuta fue de 98 horas, para los extractos de lengua de
vaca fue de 73 horas y los extractos de cariaquito causaron la muerte del 50% de las larvas

a las 305 horas.
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4.1.2. Antecedentes nacionales

Saenz (2012), en Colombia trabajo sobre la susceptibilidad de larvas en tercer instar
de Plutella xylostella (L.) al nematodo entomopatéogeno Heterorhabditis sp. SL0O708
(Rhabditida: Heterorhabditidae) probando cinco dosis de juveniles infectivos (JI) (0, 100,
300, 600, 1200 JI/ml/5 larvas, encontré que el porcentaje promedio de mortalidad fue de

95,6%, con un tiempo de mortalidad entre las 48 y 72 horas.

4.1.3. Antecedentes internacionales

En Pert Bush (2020), realiz6é ensayos para determinar la mortalidad causada por
biopreparados a base de diatomita, caolin y crisantemo para el manejo sostenible de plagas
en los cultivos de cruciferas en el Valle de Chilina, Arequipa; determinando la accioén
neurotoxica de las piretrinas del crisantemo para Plutella xylostella (L.) con una DLso de
0.2 mg biopreparado/gr insecto y para Brevicoryne brassicae (L.) la DLso de 1.819 mg
biopreparado/gr insecto. Ademas, concluy6 el TLso de 28 horas de la P. xylostella 'y de de 30

horas para B. brassicae.

Villamil-Montero et al., (2012) estudiaron el efecto insecticida del extracto de
semillas de neem (Azadirachta indica A. Juss) sobre Collaria scenica (Stal) (Hemiptera:
Miridae), en el Departamento de Horticultura, Universidad Estadual Paulista (Brasil).
Aplicaron tres concentraciones de extracto etandlicos de semillas sobre ninfas de la chinche
de los pastos C. scenica. 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 mas eficaz presentando una mortalidad del 97%, menor

numero de exuvias y menor nimero adultos al final del ensayo.

4.2. Marco contextual

Esta investigacion se llevo a cabo en el municipio de Pamplona, ubicado en el
departamento de Norte de Santander, esté 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 Cacota

y Mutiscua, al oriente con Labateca y al occidente con Cucutilla. Su extensién territorial
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total es de 456 Km2, con 76. 983 habitantes aproximadamente. Y su temperatura promedio
de 14 a 16°C. Su economia estd basada en la gastronomia, la agricultura, el turismo
(especialmente el turismo religioso) y la educacion.

Esta investigacion se desarrollé 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.

4.3. Bases tedricas

Plutella xylostella (L.), causa dafios a los cultivos en su estado larval, se considera
una de las plagas mas influyentes en Centro Ameérica, se alimenta las coles en las que se
encuentra el repollo (B. oleracea var. capitata), coliflor (B. oleracea var. botrytis), brécoli
(B. oleracea var italica), rabano (R. sativus), nabo (B. rapa var. pekinensis), col de Bruselas
(B. oleracea var. gemminifera), mostaza (B. juncea) y colza (Talenkar y Shelton, 1993,;
Martinez, 2013).

Numerosos trabajos cientificos presentan evidencias en relacion al efecto antifngico
de extractos vegetales y aceites esenciales de especies del género Eucalyptus spp. El aceite
esencial de eucalipto posee un amplio espectro de actividades bioldgicas, incluyendo
antimicrobiana, antifingica, insecticida, repelente, herbicida, acaricida y nematicida (Cazar
etal., 2014).

Miyamoto et al., (2009) evaluaron la genotoxicidad del aceite esencial de Eucalyptus
globulus Labill, contra una cepa diploide de Aspergillus nidulans (Eidam), encontrando
metabolitos secundarios como alcaloides, lactonas y/o cumarinas, fenoles y/o taninos,
flavonoides, quinonas; mientras que en el aceite esencial hallaron eucaliptol, a-pineno (8,9),
f3-pineno (1,5), globulol (6,9), a-eudesmol (1,12), spathulenol (1,42), y-cadineno (1,45),
trans-f3-elemenone (1 ,23) y aromandendrene.

Rodriguez (1996), sugiere que la recolecta de la planta, para preparar insecticidas,
debe hacerse racionalmente, debido a que es un recurso natural, y no se debe explotar
irracionalmente. prefiriendo utilizar las especies méas abundantes y mejor distribuidas,

dejando siempre material para su regeneracion y persistencia en el ecosistema, por lo cual
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menciona que se puede emplear la corteza y el tallo del sauce (Salix humboldtiana Willd.)
para dicho fin (Diaz & Orellana, 2000).

Las plantas pertenecientes al género Salix contienen salicésidos, (glucosido-fenoles),
como la salicina (su principio activo), de donde se aisl6 el &cido salicilico, después obtenido
en forma sintética y con el que se fabrica el medicamento llamado Aspirina®, que tiene gran
diversidad de aplicaciones medicinales. Igualmente poseen otros compuestos como aceites
esenciales y los metabolitos secundarios como alcaloides, cumarinas, esteroides, fenoles,
flavonoides (flavonas, flavonoles, flavanonas, chalconas e isoflavonoides), glucosidos,
gomas, iridoides, lignanos, mucilagos, pectinas, quinonas (antraciclinonas, antraquinonas,
benzoquinonas, naftoquinonas, saponinas, taninos, terpenos (mono, di, tri y sesquiterpenos
(Weizel-Bucay, 2010).

4.3.1. Eucalyptus globulus Labill.

»
Figura 1. Eucalyptus globulus Labill
Fuente: Autor

4.3.1.1. Origen y distribucion

El Eucalyptus globulus Labill. es originario de la zona este, sureste y pequefias areas
de la costa oeste de Tasmania, asi como de las islas del estrecho de Bass y en el sur de
Victoria, Australia. Esta especie se encuentra entre las diez especies mas plantadas en zonas
templadas del mundo, superando los 2,3 millones de hectareas. Este eucalipto esta presente

en mas de 90 paises, la mayoria en zonas tropicales y subtropicales, existen plantaciones de
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gran productividad industrial en zonas templadas como Nueva Zelanda, Chile, Argentina,
Brasil, Uruguay, Sudéfrica, la Peninsula Ibérica y Estados Unidos (Castellanos et al., 2019).

La especie se desarrolla en climas templados y frios, con temperaturas maximas de
20a23°Cy minimas de 0 a8 °C, bajo condiciones hUmedas y subhiimedas, y con un régimen
de precipitaciones principalmente invernales del entorno entre los 600 y 1400 mm. Es una
especie que presenta buen desarrollo radicular y vegetativo, en suelos de textura limosa a

arcillosa asociados a un buen drenaje (Esquivel, 2022).

4.3.1.2. Generalidades y morfologia

Arboles perennifolios que con normalidad alcanzan los 30 — 50 m. de altura. La
corteza es de color gris, persistente en la base y se desprende en el resto del tronco en
largas fajas longitudinales. Presentan hojas de dos tipos: Las hojas juveniles son opuestas,
ovales y sésiles. Mientras que las hojas adultas son pecioladas, alternas, falcadas y
acuminadas, con el nervio central. Las hojas tienen de 10 a 20 cm de largo. Poseen
numerosas glandulas productoras de aceites esenciales. Las flores son blancas,
generalmente solitarias, en las axilas de las ramas superiores, son grandes, tetrdmeras, con
caliz y corola fusionados formando el opérculo. Que se cae en la floracion, dejando al
descubierto un elevado nimero de estambres de color cremoso claro, muy vistosos, florece
durante el otofio y el invierno. Es cultivado por su madera en las regiones que cuentan con
inviernos suaves, sobre todo en las regiones costeras atlanticas y cantabricas (Castellanos
etal., 2019).

4.3.1.3. Clasificacion y descripcion botanica

La ubicacion taxondmica del eucalipto se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion taxondémica Eucalyptus globulus Labill.

TAXONOMIA NOMBRE
Reino Plantae
Division Magnoliphyta
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Clase Magnolipsida

Orden Myrtales
Familia Myraceae
Género Eucalyptus
Especie Eucalyptus globulus

Fuente: Bernachea (2019).

Es un arbol perennifolio que puede alcanzar los 30 a 50 m de altura, La forma del
tronco va desde recto en rodales densos hasta helicoidal en arboles aislados, Su corteza es
aspera, gris y persistente en la base, 85 desprendiéndose en el resto del tronco en largas fajas.
Tiene hojas de dos tipos: en las plantas jovenes o en ramas que brotan de la cepa son
opuestas, ovales y sésiles, mientras que en los arboles crecidos se hacen alternas, mas o
menos coridceas, con un limbo asimétrico en forma de hoz (falciforme), pecioladas y
colgantes (el &rbol da poca sombra). Las flores, solitarias en las axilas de las ramas
superiores, son grandes, tetrdmeras, con caliz y corola fusionados formando una tapadera
(opérculo) lefiosa, que se cae en la floracién, dejando al descubierto un elevado nimero de

estambres con filamentos de color cremoso claro, muy vistosos (Bernachea, 2019).

4.3.2. Salix humboldtiana Willd.

Figura 2. Salix humboldtiana Willd.
Fuente: Autor
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4.3.2.1. Origen y distribucion

Es vulgarmente conocido como “sauce criollo” o “sauce llorén”, es la Gnica especie
de sauce nativa de América del Sur. Esta especie, presenta diversos usos: maderero,
medicinal, ornamental, forrajera para ganado, melifera y para restauracion de zonas
riberefias erosionadas. Sin embargo, debido a la presencia de especies exdticas de sauces
introducidas en su area de distribucion natural, y a la facil hibridacion con las mismas
amenazan la persistencia de la informacion genética del sauce nativo (Pomponio et al.,
2019).

4.3.2.2. Generalidades y morfologia

Salix humboldtiana Willd. es un arbol sucesional temprano en ambientes riparios de
zonas humedas y semidridas. En la region tropical tiende a ser reemplazado por arboles
tolerantes a la sombra, mientras que en la templada no. El régimen hidrolégico regula la
sucesion, a través del cual se forman bancos que promueven la colonizacion durante la fase
de sedimentacion, que se erosionan eliminando la vegetacion durante la fase de inundacion
(Dezzoti et al., 2020).

Su descripcion botanica engloba, que es un arbol caducifolio y tiene hojas
lanceoladas de hasta 15 cm de largo, un tallo grueso que proporciona madera blanca liviana

y blanda cuenta con una inflorescencia en amentos péndulos (Pérez, 2018).

4.3.2.3. Clasificacion y descripcion botanica

En la Tabla 2, se observa la clasificacion taxonémica del sauce lloron.

Tabla 2. Clasificacion taxondmica de Salix humboldtiana Willd.

TAXONOMIA NOMBRE
Reino Plantae

Division Magnoliphyta

Clase Magnolipsida
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Orden Dinelidas

Familia Salicales
Geénero Salix
Especie Salix humboldtiana Willd.

Fuente: Pérez (2018).

Arbol grande dioico de hasta 20 m de altura con un diametro de tronco de hasta mas
de 1 m, con corteza muy rugosa. Dosel con ramas principales ascendentes, erectas o
inclinadas verticalmente y pueden ser no ramificadas durante los primeros 12 m. Las ramas
del afio anterior son de color marron rojizo y llevan ramas del afio, alternas, cortas,
terminando en amentos masculinos o femeninos, con hojas lanceoladas, de hasta 10 cm de
longitud, por menos de 1 cm de ancho, glabras, de color verde claro. Las ramas del afio son
cortas, rojizas en los especimenes masculinos y verde oscuro en las femeninas, con hojas
fuertemente aserradas, linear-lanceoladas. Inflorescencia en amentos de 5 a 7 cm de largo al
final de las ramas. Amentos femeninos de 3 a 7 cm de largo hasta 1 cm de ancho, con raquis
con pelos escasos. Ovario de 4 a5 mm de largo con peddnculo largo, tres cuartas partes de
la escala. Escama lanceolada con costilla marcada cuando esta seca, marron claro y con
margenes ciliados. Estigma divergente posterior, con un nectario al pedinculo del ovario,
truncado en el apice. Los amentos masculinos son cortos, largos 2,5-5 cm, con raquis peludos
al final de las ramitas del afio, con flores masculinas formadas por cinco a ocho estambres
con los filamentos peludos en la base, estambres unidos en la base muy peludos, anchos,
ovalados, acumulados, glabros en la cara inferior, peludos en la parte superior y ciliadas
largas en sus margenes. Con dos nectarios rojizos algo desplazados verticalmente. El fruto
es una capsula ovoide oscura, de 4 a 5 mm de largo, con numerosas semillas peludas muy

pequefias y largas (Sistema Nacional Argentino de Vigilancia y Monitoreo de Plagas, 2020).

4.3.3. Plutella xylostella (L.).

4.3.3.1. Origen y distribucion de Plutella xylostella (L.).

Plutella xylostella (L.) conocida como la palomilla dorso de diamante, es un insecto
del orden Lepidoptera, originaria de Europa. Se caracteriza por presentar una amplia
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distribucidn, por lo cual se considera cosmopolita, hospedera de plantas de cruciferas, el
grado de infestacion varia entre lugares y afios, debido a factores del entorno como las
condiciones ambientales, enemigos naturales, las poblaciones que hibernan y las
migraciones. Su distribucién se da alrededor del mundo en América del Norte, Europa, Asia,

Oceania, Sudamérica y Africa (Figura 3).

Figura 3. Distribucién mundial de P. xylostella.
Fuente: CABI (2019).

4.3.3.2. Descripcion

Los huevos son de manera ovalada, de color amarillo y miden alrededor de 0.5 mm.
Luego de la eclosidn, la larva de primer instar tiene un color amarillo palido, con la capsula
cefalica oscura. Las larvas de estadios siguientes van adquiriendo un color verde claro el
cual se hace més fuerte con el desarrollo; el ultimo par de erréneas patas estd separado
extensamente conformando una V invertida, convirtiéndose ésta en una caracteristica eficaz
para su identificacion. La pupa mide 0.5-0.6 centimetros de longitud y es de color verde
claro (Muiiiz, 2013).
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4.3.3.3.

Taxonomia de Plutella xylostella (L.)

La ubicacion taxonomica de Plutella xylostella (L.), se presenta en la Tabla 3.

Tabla 3. Taxonomia Plutella xylostella (L.).

Dominio Eukaryota
Reino Metazoa
Filo Arthropoda
Subfilo Uniramia
Clase Insecta
Orden Lepidoptera
Familia Plutellidae
Subfamilia Plutellinae
Género Plutella
Especie Plutella xylostella

Fuente: CABI (2019).

Morfologia y biologia

Luego de la eclosién de los huevecillos, las larvas inician rapidamente su ingesta de
alimentos en el follaje; generalmente 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
lamina foliar, excepto la capa cerosa del haz, construyendo con esto pequefias ventanas

en las hojas (Martinez, 2013).

A lo largo del estado de pre pupa la larva teje un cocén blanco dentro del cual se
transforma en pupa; esta composicion la adhieren firmemente a diferentes piezas de la
planta. Las pupas tardan entre 5 y 13 dias para convertirse en adultos dependiendo de la

temperatura (Martinez, 2013).
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El periodo bioldgico de la palomilla dorso de diamante de 19 a 28 dias, la cual pasa
por los estadios bioldgicos de huevecillo, larva, pupa y adulta. (Arregui & Sénchez, 2010).

4.3.3.4. Ciclo bioldgico

Silva-Lizarazo y Giraldo-Vanegas (2018), realizaron el ciclo biologico y su
comportamiento en las condiciones climaticas de Pamplona (Colombia), encontrando su

ciclo completo desde su estado de huevo hasta que se obtiene los adultos, es el siguiente:

4.3.3.5. Huevo

Su ovoposicion es de manera agrupada entre 3 'y 5 huevos en el envés de las hojas de
repollo, son de color verde amarillentos una vez que estan recién ovipuestos, después
cambian a un tono mas oscuro en su maduracion. Se vio que la eclosion de los huevos se
registro en su mayoria, un 95% en horas de la mafiana a partir de las 8:00 hasta las 11:00 de

la mafiana

4.3.3.6. Larvas

Recién emergida la larva I, es de color cremoso pélido, més adelante se oscurece
un poco con un punto negro en el extremo correspondiente a la cabeza lo cual es bastante
resaltante. La larva es segmentada en todo su cuerpo humano con todos sus espiraculos
poco visibles, todo el cuerpo humano con pequefias vellosidades de color negro. Por otro
lado, en larva 3, su cuerpo es mas desarrollado tornando de color grisaceo a verdusco
palido, es segmentada en todo su cuerpo humano cubiertos en su integridad de espiraculos

mas marcados y visibles los cuales tienen dentro pequefias vellosidades de color negro.

4.3.3.7. Pupa
La formacion de la pupa la ejecuta finalizando el cuarto instar larval, la cual se
envuelve con un tenue capullo de seda blanquecino cubriéndose en su integridad, por medio

del cual puede verse la pupa de tipo obtecta. Este capullo se adhiere tanto en el haz como en

el envés de la hoja lo cual se hace dificil moverlos.
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4.3.3.8. El adulto de P. xylostella

Se reconocen al inicio por su tonalidad blanca cremosa en el dorso, dando forma de
zig zag parecido a un diamante que da origen a su nombre comun. EI macho a diferencia de
la hembra, no se le distingue bien en el dorso la figura de diamante. Referente a la longevidad
de los adultos, Su duracion promedio ha sido de 18,48 + 5,124 dias, con una duracion total

en su periodo de vida de 57,06 dias.

4.4.  Marco legal

4.4.1. Ley9de 1979: de las sustancias peligrosas -plaguicidas- articulos pirotécnicos.

Articulo 130°- El ministerio de salud acordd una reglamentacion en la importacion,
fabricacion, almacenamiento, transporte y comercio se sustancias de riesgo deberan tomarse

todas las medidas prevencion
Plaguicidas.

Articulo 136°.- EI 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°.- las autoridades de agricultura disponen el cumplimiento destinado al
uso agropecuario de tales productos que tengan las normas establecidas por el ministerio de

salud para plaguicidas

Articulo 139°.- Una vez que la experimentacion con dichos productos logre provocar
mal a la salud de los trabajadores, poblacional o del ambiente tal actividad deberia someterse
a la vigilancia de las autoridades de salud, las cuales exigiran la adopcion de las medidas

correctas para prevenir o remediar tales perjuicios.

Articulo 144°.- Los establecimientos donde se manipule plaguicidas, asi como los
procedentes de aplicacion no deberan ser vertidos directamente a cursos o reservorios de

agua, al suelo o al aire.
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4.4.2. Ministerio de salud decreto 775 del 16 de abril de 1990

Por el cual se reglamentan parcialmente los Titulos 11, 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. EIl deterioro
ambiental y el control y la vigilancia epidemioldgica en el uso o manejo de plaguicidas
deberan efectuarse para poder evitar que afecte la salud de la comunidad.

Articulo 2° Régimen aplicable al uso y manejo de plaguicidas. EIl 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 demés normas complementarias
previstas en el presente Decreto y las que dicten los Ministerios de Salud y de Agricultura o

sus institutos adscritos.

4.43. Ley 1252 del 2008
ARTICULO 2°. Principios.

- Minimizar la generacion de residuos peligrosos por medio de la aplicacion de
tecnologias ambientalmente limpias y la utilizacion de los planes integrales de residuos

peligrosos.

- Prohibir la generacion, almacenamiento o supresion de residuos o
desperdicios peligrosos en ecosistemas estratégicos o relevantes del territorio, en superficies
protegidas o de sensible afectacidn ecoldgica, regiones de predominacion de humedales o

regiones de custodia, o recarga hidrica dulce o en océanos u mares.

- Ejercer una politica de produccion mas limpia como tactica empresarial, para
crear una conciencia y responsabilidad social que integre el trabajo grupo entre el Estado, la
compafiia, la academiay la sociedad para su disefio y ejecucion, que involucre la informacion

publica como pilar de la administracion integral de los residuos peligrosos.
4.4.4. Capitulo VI. Trabajo de grado

Este proyecto de investigacion regida por la universidad de Pamplona la cual
reglamenta las modalidades de trabajo de grado y en este caso se toma en cuenta las normas
de trabajo de investigacion No.186 del 02 de diciembre de 2005 Por el cual compila y
actualiza el Reglamento Académico Estudiantil de Pregrado.
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Articulo 35.- Definicion de Trabajo de Grado

La universidad de pamplona establece como requisito para la obtenciéon del titulo profesional
la realizacion de un trabajo especial que se denomina “TRABAJO DE GRADO”.

PARAGRAFO PRIMERO. - El Trabajo de Nivel, segun sus propiedades podria ser

Ilevado a cabo en forma personal o en conjunto.

PARAGRAFO SEGUNDO. - “El Trabajo de Nivel se va a poder a matricular desde
el 8°. El Trabajo de Nivel deberia sustentarse frente a un Jurado, formado por 3 (3) personas
conocedoras del asunto y puede recibir como calificacion: “Aprobado”, “Excelente” o
“Incompleto”, una vez que no cumpla con los metas propuestos en la modalidad en la cual
se adelanta, en tal caso, el alumno tendra que matricularlo nuevamente en el semestre

académico siguiente.

Articulo 36.- Posibilidades de Trabajo de Nivel: ElI Trabajo de Nivel, puede

realizarse en las proximas maneras.

Para los alumnos que se acojan a esta forma, tendra que exponer al Director de
Departamento el anteproyecto que deberia contener: iniciativa para la colaboracion en una
linea de indagacién reconocida por la Universidad, tutor responsable del Trabajo de Nivel y
cronograma, anterior analisis y asentimiento de la misma, del respectivo Conjunto de

Averiguacion.

5. Metodologia

5.1. Tipo de Investigacion

La presente Investigacion se enmarca como Investigacion cuantitativa, debido a que
se obtuvo resultados a partir de la toma sistematica de datos para analizarlos estadisticamente

y determinar diferencias significativas entre los tratamientos.
5.2. Disefio Metodoldgico

5.2.1. Hipotesis

En condiciones naturales es posible encontrar metabolitos secundarios de plantas
locales, las cuales pueden ser evaluadas a nivel de laboratorio como posibles agentes de

control fitoquimico contra Plutella xylostella (L.).
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Hipotesis Nula: Todos los Tratamientos tienen un efecto igual.
Hipdtesis Alterna: Hay al menos un Tratamiento con un efecto diferente a los demas

5.2.2. Sistema de Variables

5.2.2.1. Variables Cuantitativas Continuas

Variables dependientes

a. Porcentajes de Mortalidad.

b. Concentracion Letal Media (CLso).
C. Tiempo Letal Medio (TLso).
Variables independientes

a. Concentraciones de los extractos acuosos de Salix humboldtiana Willd. y

Eucalyptus globulus Labill.
5.3. Disefio de la investigacion

5.3.1. Localizacion del ensayo

La cria de P. xylostella y las pruebas se realizaron en el Laboratorio de Sanidad Vegetal del
Programa de Ingenieria Agrondémica, Universidad de Pamplona, localizados a 2.586 msnm,
en el municipio de Pamplona Norte de Santander. El estudio se realizo, bajo condiciones de

laboratorio.
5.4.  Disefio Experimental

El Disefio Experimental fue un modelo estadistico completamente al azar, cada
extracto acuoso contd con cinco concentraciones y cada concentracion con 5 repeticiones y
cada repeticion con cinco larvas (Anexo 1), de tal manera que se necesitaron de 125 unidades
experimentales (larvas) en cada extracto, para un total de 250 larvas de segundo instar (L>)
para los dos extractos. Cada unidad experimental consistié en una caja plastica de 5 cm de
diametro a las cuales en su tapa se les hizo un orificio circular de 2,50 cm de diametro e
internamente se le pegd 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 de repollo fueron
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sumergidos en las diferentes concentraciones de los dos extractos acuosos, por espacio de 5

segundos antes de introducirlos a la caja de cada disco con su respectiva L» de P. xylostella.

Las concentraciones de cada extracto se prepararon a partir de una concentracion
inicial de 100.000 mg/L, para cada uno de los dos extractos acuosos, realizando cinco
diluciones seriadas, que se evaluaron como tratamientos (concentraciones). En cada

bioensayo se incluyd un testigo absoluto (hojas sumergidas en agua estéril).

Cada uno de los dos extractos acuosos tuvo cuatro concentraciones y un testigo
Absoluto, los cuales fueron:

100% (100.000 mg/L) o (100 mg/mL)

75% (75.000 mg/L) o (75 mg/mL)

50% (50.000 mg/L) o (50 mg/mL)

25% (25.000 mg/L) o (25 mg/mL)
0% Testigo absoluto (hojas sumergidas en agua estéril)

5.4.1. Colectay Cria masiva de P. xylostella.

Para iniciar la cria de P. xylostella, se colectaron huevos, larvas, pupas y adultos
localizados en las hojas de repollo, coliflor y brocoli en los cultivos de Brassicaceae
pertenecientes al Colegio La Normal Superior de Pamplona, en horarios diurnos, se

utilizando una lupa entomoldgica de 30X de aumento para mejorar la busqueda (Figura 4).

@O REDMINOTE B
©O Al QUAD CAMERA:

Figura 4. Colecta de P. xylostella, en el huerto de la Normal Superior
de Pamplona.

Fuente. Autor
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Las larvas se obtuvieron principalmente en el envés de las hojas ya que son sensible
a la luz solar, siendo colectadas con un pincel doble cero (00), depositandolas en frascos de
vidrio transparentes colocandoles como tapa, una malla o toldillo para tener una mejor
oxigenacion, adicionandoles hojas frescas de repollo como alimento. La recoleccion de los
adultos se realizd mediante jameos en los cultivos (Figura 5), depositandolos en frascos
plésticos con la misma caracteristica de los recipientes anteriores, en la tapa; siendo

transportados al Laboratorio para empezar su cria masiva (Mondragén-Sanchez et al., 2020).

@O REDMINOTE 8
CO Al QUAD CAMERA

Figura 5. Colecta de larvas de P. xylostella en campo.
Fuente. Autor

5.4.2. Técnica de Cria de P. xylostella.

Los huevos y larvas obtenidas en campo se llevaron al Laboratorio de Sanidad
Vegetal del Programa de Ingenieria Agrondémica, de la Universidad de Pamplona, para
establecer el pie de cria, hasta que se logré una generacion de adultos de P. xylostella, los
cuales se sexaron y se colocaron por parejas en frascos de vidrio, 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 los adultos realicen
las oviposturas, colocandole a los frascos una tela tul asegurada con una banda de goma para
evitar la condensacion de agua dentro del frasco (Figura 6). Para esto se realizaron
observaciones cada 12 horas, con la ayuda de un estereoscopio (ocular de 40X) para hacer
un seguimiento a su desarrollo biolégico (Silva-Lizarazo y Giraldo-Vanegas, 2018). Los
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adultos fueron alimentados con agua azucarada, colocando con un pincel gotas de esta sobre
la tela tul que cubria los envases.

Los huevos se recuperaban todos los dias de las hojas de repollo de los recipientes
donde se encontraban los adultos, esto con la finalidad de que, al nacer, fuesen larvas
homogéneas y se colocaron en recipientes de vidrio con una tela tul asegurada con una banda
de goma para lograr conseguir condiciones similares con el exterior, ademas, los huevos no
se individualizaron debido a que tienen una forma ovalada y aplanada, lo cual los hace muy
delicados a la hora de manipular (Mondragon-Sanchez et al., 2020). El pie de cria se mantuvo
hasta lograr una produccion de huevos de la misma edad, alcanzando un minimo de 250

larvas, y poder iniciar el experimento.

@0 REDMINOTE 8
QO Al QUAD CAMERA

Figura 6. Pie de cria adultos de P. xylostella.

Fuente: Autor

5.4.3. Descripcion de las Actividades

5.4.3.1. Preparacion de los extractos acuosos de S. humboldtiana y E.
globulus, bajo condiciones de laboratorio.

Las plantas de S. humboldtiana y E. globulus, se colectaron en las areas rurales de
Pamplona, Norte de Santander, siendo llevadas al Laboratorio de Sanidad Vegetal del

Programa de Ingenieria Agronémica. Se procedid hacerles un lavado, para luego dejarlas
secar a la sombra. Para realizar los extractos acuosos se trituraron 200 gramos de hojas y se
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depositaron en dos litros de agua con pH 7.0. Las hojas se maceraron en recipientes plasticos
y se dejaron en fermentacion durante 48 horas.

Cumplidas las 48 horas en maceracion se procedio al filtrado el cual consistia en
separar el liquido con los metabolitos, de las partes solidas del material vegetal (restos de
hojas). A partir de la concentracion o solucion madre al 100% (100.000 mg/L), se obtuvieron
las disoluciones al 100% (100.000 mg/L), 75% (75.000 mg/L), 50% (50.000 mg/L), 25%

(25.000 mg/L) logrando de esta manera todas las concentraciones.
Se utilizo la siguiente formula para hacer las respectivas concentraciones:

cd vd
y o dvd
Cc

Donde:

Vd: volumen deseado
Cd: concentracion deseada

Cc: concentracion conocida (solucion madre)

A cada concentracion y al testigo, debido a las caracteristicas cerosas de las hojas de
repollo, se le adicionaron 0,50 ml/l del producto MIXEL TOP que es un tenso activo no
i6nico y no reactivo, con caracteristicas especiales de hipotensor y humectante, accion que
ejerce al romper la tension superficial de las gotas de agua, mejorando el cubrimiento y la
adherencia de los tratamientos en los discos de repollo (Mondragén-Sanchez et al., 2020;

Rivera-Lopez y Giraldo-Vanegas, 2022).

5.4.3.2. Determinacion la mortalidad de P. xylostella, causada por

extractos acuosos de S. humboldtiana y E. globulus, bajo condiciones de laboratorio.

Una vez emergidas las larvas de P. xylostella, se registraron con un nimero 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 previamente fueron sumergidos en una solucion
de hipoclorito de sodio al 0,5% para eliminar posibles entomopatégenos 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 didmetro dentro de

35



las cajas plasticas, esto para mantener a la larva en un solo sitio y hacer un mejor manejo al
momento de hacer la observacion. Tanto los discos de hoja de repollo como los del papel
absorbente se cambiaron 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 en condiciones frescas para ser consumidas como alimento para
las larvas (Mondragon-Sanchez et al., 2020). Cuando las larvas llegaron al segundo instar
de desarrollo larval, aproximadamente a los nueve dias de edad (Silva-Lizarazo y Giraldo-

Vanegas, 2018), se procedid al montaje del ensayo.

Las larvas para el bioensayo tuvieron un ayuno de tres horas, al término del cual se
colocaron en discos de hojas de repollo de 3 cm de didmetro, desinfectados previamente con
hipoclorito de sodio al 0,5%, para evitar algun tipo de mortalidad causada por factores como
entomopatogenos. Los discos de hoja de repollo fueron sumergidos durante cinco segundos
en cada uno de los tratamientos a diferentes concentraciones al 100% (100.000 mg/L), 75%
(75.000 mg/L), 50% (50.000 mg/L), 25% (25.000 mg/L) y un Testigo Absoluto (0 mg/L).
Una vez retirados los discos, se secaron por una hora a temperatura ambiente. Después
fueron individualizados en cajas plasticas de 5 cm de didmetro, colocados sobre discos de
papel filtro del mismo tamario, realizado esto, se depositaron las larvas de P. xylostella en

cada caja (Figura 7), estas larvas tenian una edad de nueve dias (L2).

Figura 7. Discos de repollo en cajas plasticas para tratamiento.

Fuente: Autor
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Es importante hacer la anotacion que todas las larvas utilizadas en este ensayo
tuvieron nueve dias de edad, para uniformizar esta variable, ya que la tolerancia a los toxicos
aumenta con la edad de las larvas de lepiddpteros. Cada caja plastica se marco identificada
con su respectivo tratamiento, repeticion, numero de larva y fecha de inicio del ensayo
(Figura 8).

Figura 8. Cajas plasticas rotuladas con su respectiva larva.

Fuente: Autor

La mortalidad de una larva se comprobd con la observacion directa a través de una
lupa estereoscopica 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 observaron en el
estereoscopio para asi estar seguros de su muerte (Figura 7). 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
sobre la muerte de las larvas. La mortalidad se evalu6 cada doce horas, hasta la muerte total

de las larvas o la emergencia de los adultos de P. xylostella (Anexo 1).

Las larvas permanecieron cuatros dias con los discos tratados en sus diferentes
concentraciones, para cumplir con el tiempo determinado de cuatro dias de exposicion a los
tratamientos. Al quinto dia y cada tres dias los discos de repollo fueron cambiados por discos
de 3 cm de diametro de hoja de repollo, desinfectados con hipoclorito de sodio al 0,5% y
lavados en agua destilada, para que las larvas continuaran su desarrollo hasta el estado adulto

0 murieran en el transcurso de esos dias.
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Figura 9. Observacion de larvas de P. xylostella en cada tratamiento.

Fuente: Autor

5.4.3.3. Célculo de la CLso y el TLso causada por extractos acuosos de S.

humboldtiana y E. globulus, bajo condiciones de laboratorio.

Para determinar la CLso y el TLso, se tomaron datos de muerte cada 12 horas hasta
las 96 horas de exposicion de las larvas, sin cambiar los discos tratados, ya que, dentro del
concepto de la CLso, que es la concentracion de un material determinado, administrado una
sola vez, que provoca la muerte del 50% de un grupo de animales de prueba. Al quinto dia
se cambi6 cada disco tratado por un disco de repollo que no fue tratado con alguna
concentracion, solamente fue desinfectado, 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 iba anotando en el instrumento
disefiado (Anexo 1), el tratamiento, la repeticion, el nimero de larva en esa repeticion y hora

de observacion de su muerte.

Los porcentajes de mortalidad se transformaron a Vx + 0,5 para normalizar los datos
y realizar un Andlisis de Varianza, previa comparacién de la normalidad de datos y
homogeneidad de varianzas, seguido del test de comparacién de medias de Tukey con un

nivel de significancia p < 0,05.

Los pardmetros de CLso se determinaran con un Analisis Probit, transformando las
cinco concentraciones de cada extracto a 1og10 y las mortalidades se transformaron a Probit.
Se realizo un analisis de regresion simple para determinar la relacion entre la mortalidad y
la concentracion, lo que permitié construir la respuesta concentracion-efecto. Para cada

concentracion, en cada uno de los dos extractos, que es la base para la determinacion de la
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CLso. Con los datos de mortalidad acumulados cada doce horas (desde la hora doce de
montado el bioensayo hasta la hora 96), se determiné el tiempo al cual murié el 50% de la

poblacion (TLso) para cada concentracion en los dos extractos.

6. Resultados

Las plantas utilizadas en el presente bioensayo fueron determinadas como Salix
humboldtiana Willd y Eucalyptus globulus Labill., por el botanico Luis Roberto Sanchez
Montafio, director del Herbario Catatumbo Sarare de la Universidad de Pamplona.

6.1. Efecto causado por dos extractos acuosos vegetales sobre la mortalidad de las

larvas P. xylostella en condiciones de laboratorio.

6.1.1. Mortalidad de larvas de Plutella xylostella (L.).
6.1.1.1. Extractos acuosos de sauce lloron Salix humboldtiana Willd.

En la Figura 10, se puede apreciar la respuesta en las mortalidades de larvas de
segundo instar larval de P. xylostella sometida a cinco concentraciones de sauce llorén S.
humboldtiana, bajo condiciones in vitro; en donde las concentraciones de 100, 75, 50 y 25
mg/mL, causan el 100% de mortalidad a la poblacion del ensayo, mientras que el testigo

solamente present6 una mortalidad de 4%.
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Figura 10. Respuesta en las mortalidades de larvas de P. xylostella, sometidas a los
diferentes tratamientos (concentraciones) con extractos acuosos de hojas de sauce
llorén S. humboldtiana , bajo condiciones in vitro.

Fuente: Autor

Las mortalidades de larvas de P. xylostella fueron transformadas a Vx + 0,5 y una
vez realizados los Anova simples y la Comparacion de Medias con la Prueba de Duncan
(Anexos 2, 3, 4), todas las cuatro concentraciones con extractos acuosos de sauce lloron S.
humboldtiana causaron el 100% de mortalidad, detectandose diferencias significativas (p <
0,05) con el testigo con 4% de mortalidad (Tabla 4).

Tabla 4. Prueba de medias de Duncan para los porcentajes de mortalidad de larvas
de P. xylostella, en las diferentes concentraciones con los extractos acuosos de

sauce lloron S. humboldtiana, bajo condiciones in vitro.

Concentracion Mortalidad Mortalidad
N
(mg/mL) (%) (x+0,5)

100 5 100 10,02 a
75 5 100 10,02 a
50 5 100 10,02 a
25 5 100 10,02 a

0 5 4 147b

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (p < 0,05).
Mortalidad transformada (Vx + 0,5).
Fuente: Autor
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Respecto a esta variable observada en los resultados mencionados, cabe destacar que
en otros estudios como el formulado por los autores Descamps y Sanchez (2019), en el que
se evallUa la mortalidad de P. xylostella con extractos acuosos provenientes de Tagetes
terniflora Kunth se obtuvo un 44% de mortalidad en la concentracién méaxima, mientras que
el A. polystachya fue el mas efectivo (p < 0,05), ya que generd un porcentaje de mortalidad
entre el 66 % al 77 % a todas las concentraciones evaluadas.

Mondragén-Sanchez et al.,, (2020), determinaron que concentraciones de
100.000mg/1, de extracto de semillas de 4. indica, lograron el 96% de mortalidad de larvas
de segundo instar larval de P. xylostella; mientras con hojas de A. indica lograron
mortalidades del 84%. Asi mismo, Rivera-Lopez y Giraldo-Vanegas (2022), trabajando con
concentraciones de 100.000mg/1 de extractos acuosos de hojas de cicuta, lengua de vaca y
cariaquito lograron mortalidades de 100%, 84% y 76%, respectivamente. Sin embargo, con
S. humboldtiana, evaluado en el presente trabajo se obtuvo el 100% de mortalidad en todas

las concentraciones aplicadas, demostrando mayor eficacia frente a las otras especies.

6.1.1.2. Extractos acuosos de Eucalyptus globulus Labill

La dindmica de la mortalidad causada por las cuatro concentraciones de extractos
acuosos de hojas de eucalipto E. globulus a larvas de segundo instar de P. xylostella se puede
apreciar en la Figura 11, notandose que la mortalidad de las larvas va aumentando con el
incremento de la concentracion, desde 44% de mortalidad en la concentracion de 25 mg/mL

hasta el 100% de mortalidad causada por la concentracion de 100 mg/mL.
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Figura 11. Respuesta en las mortalidades de larvas de P. xylostella, sometidas a
los diferentes tratamientos (concentraciones) de extractos acuosos de hojas de
eucalipto E. globulus, bajo condiciones in vitro.

Fuente: Autor

En la Tabla 5, se presentan las diferencias significativas (p < 0,05), entre los
porcentajes de mortalidad causados a larvas de segundo instar larval de P. xylostella, por las
diferentes concentraciones de extractos acuosos de hojas de eucalipto E. globulus, bajo
condiciones in vitro, detectandose cinco grupos con diferencias significativas; asi, la
concentracion de 100 mg/mL caus6 la mortalidad al 100% de las larvas; el segundo grupo
con la concentracion de 75 mg/mL mat6 el 72% de las larvas; el tercer grupo con
concentracion de 50 mg/mL causdé el 60% de mortalidad; el cuarto grupo con la
concentracion de 25 mg/mL causé el 44% de mortalidad; mientras que el testigo tuvo una
mortalidad de 4%.

Tabla 5. Prueba de medias de Duncan para los porcentajes de mortalidad de larvas
de P. xylostella, en las diferentes concentraciones con los extractos acuosos de

hojas de eucalipto E. globulus, bajo condiciones in vitro.

Concentracion N Mortalidad Mortalidad
(mg/mL) (%) (Vx +0,5)
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100 5 100 10,02 a
75 5 72 8,49Db
50 5 60 7,78 bc
25 5 44 6,56 C

0 5 4 1,47 d

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (p < 0,05).
Fuente: Autor

A diferencia del resultado anterior, con E. globulus se obtuvo 100% de mortalidad
solamente en la concentracion mas alta aplicada. Sin embargo, segin Lééz et al., (2022) los
extractos obtenidos de la cubierta de la semilla de J. curcas asperjados a concentraciones de
5% y 15% causaron una mortalidad de 100% y 60% en larvas de P. xylostella, demostrando

mayor eficacia que E. globolus.

Determinar la CLso y el TLso de dos extractos acuosos vegetales sobre larvas P.

xylostella bajo condiciones de laboratorio.

6.1.2. Concentracion Letal Media (CLso)

La CLso es la concentracion de un material determinado, administrado una sola vez,
que provoca la muerte del 50% de un grupo de animales de prueba. La CLso es una forma de
medir el envenenamiento potencial a corto plazo (toxicidad aguda) de un material. Cabe
destacar que la CLso mide la concentracion letal, pero no otros efectos secundarios graves,

pero no letales.

Trevan (1927), creo esta prueba cuando intentaba encontrar una formula para estimar
la relativa potencia de envenenamiento de drogas y medicinas usadas en tal época.
Desarroll6 la prueba CLso porque el uso de muerte como "meta”, permite comparaciones en
quimicos que envenenan al cuerpo en muchas formas diferentes. A partir del trabajo
temprano de Trevan, muchos cientificos han desarrollado distintos enfoques para métodos

mas directos y rapidos de obtener el CLso.
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6.1.2.1. Sauce lloréon S. humboldtiana.

En la Tabla 6, se presentan los datos de mortalidad transformados a Probit y las
concentraciones transformadas a logl0, para los extractos acuosos de sauce lloron S.

humboldtiana, bajo condiciones in vitro.

Tabla 6. Mortalidades transformadas a Probit y las concentraciones transformadas a
log10, para los extractos acuosos de sauce llorén S. humboldtiana, bajo condiciones

in vitro.

Concentracion Concentraciéon Mortalidad Mortalidad
(mg/L) (log10) (%) (Probit)
100.000 5,00 100 8,09
75.000 4,87 100 8,09
50.000 4,70 100 8,09
25.000 4,39 100 8,09

0 0,00 4 3,25

Nota: Concentraciones (mg/L) transformadas a log10; Mortalidad (%) transformadas a Probit.
Fuente: Autor

6.1.2.2. Eucalipto E. globulus.

Los datos de mortalidad transformados a Probit y las concentraciones transformadas
a log10, para los extractos acuosos de eucalipto E. globulus, bajo condiciones in vitro, son
presentados en la Tabla 7.

Tabla 7. Mortalidades transformadas a Probit y las concentraciones transformadas a 1og10,

para los extractos acuosos de eucalipto E. globulus, bajo condiciones in vitro.

Concentracion Concentracion Mortalidad Mortalidad
(mg/L) (log10) (%) (Probit)
100.000 5,00 100 8,09
75.000 4,87 72 5,58
50.000 4,70 60 5,25
25.000 4,39 44 4,85

0 0,00 4 3,25

Nota: Concentraciones (mg/L) transformadas a log10; Mortalidad (%)
transformadas a Probit.
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Fuente: Autor

Determinacion de la CLso

Una vez realizadas las Pruebas Probit con los datos transformados, se encontraron
las Ecuaciones de Regresion, los Coeficientes de Determinacion (R?) y las Concentraciones
Letales Medias (CLso), para cada extracto acuoso de hojas de sauce llorén S. humboldtiana

y eucalipto E. globolus (Anexos 5, 6).

Los resultados obtenidos en las pruebas para encontrar la CLsp, arrojaron que la CLso
para los extractos acuosos de S. humboldtiana es 46.250 mg/L, para matar el 50% de la
poblacion de la prueba; mientras que la CLso para los extractos de E. globolus fue de 76.910
mg/L (Tabla 8). Estos resultados indican que los extractos de sauce llorén S. humboldtiana
son los mas toxicos para las larvas de P. xylostella, ya que a menor CLso, mayor toxicidad

en la poblacién probada.

Otros autores como Mondragéon-Sanchez et al., (2020), trabajando con larvas de P,
xylostella de segundo instar encontraron que la CLso, en el caso de los tratamientos con
extracto de semilla de A. indica fue de 37.000 mg/L y de los tratamientos con extracto de
hoja fue de 57.250 mg/L. Mientras que Rivera-Lopez y Giraldo-Vanegas (2022), también
trabajando con larvas de segundo instar de P. xylostella determinaron las CLso para cicuta
28.183mg/l, para lengua de vaca 7.585mg/l y 20.892mg/1 para los extractos acuosos de

cariaquito, para matar al 50% de la poblacion de larvas del bioensayo.

Tabla 8. Concentraciones letales medias (CLso) de los dos extractos acuosos de
sauce lloron y eucalipto para larvas de segundo instar de P. xylostella, en
condiciones de laboratorio.

Extracto Ecuacion R?2 CLso
Acu0so Regresion (mg/L)

S. humboldtiana  y=1,01x + 3,29 0,99 46.250
E. globolus y=0,61x + 3,08 0,56 76.910

Fuente: Autor
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En las Figuras 12 y 13, se presentan las regresiones resultantes de las relaciones
concentracion y porcentajes de mortalidad causados por los extractos acuosos de sauce
llorén S. humboldtiana y eucalipto E. globolus para larvas de segundo instar de P. xylostella,
en condiciones de laboratorio. De esta manera, los extractos de sauce lloron arrojaron una
Ecuacion de Regresion y=1,01x + 3,29 y un Coeficiente de Determinacion (R?) de 0,99; los
extractos de eucalipto arrojaron una Ecuacion de Regresion y=0,61x + 3,08 y un Coeficiente

de Determinacion (R?) de 0,56, demostrando una baja dependencia.

El Andlisis de Regresion entre la Mortalidad (Probit) y las Concentraciones (log10)
se observa en el Anexo 6, y la representacion grafica de esta relacion se presenta en la Figura

10; encontrandose un Coeficiente de Determinacion de 98,85%.

e Mortalidad (Probit) Lineal (Mortalidad (Probit))

y=1,0094x+3,2944
R?=0,9885

Mortalidad (Probit)
o = [\ ] w F - w [=)] ~J [+] (=]

0 1 2 3 4 5 6
Concentracion (log10)
Figura 12. Regresion de la interaccion Concentracion-Mortalidad para larvas de
segundo instar de P. xylostella sometidas a cuatro concentraciones extractos
acuosos de sauce lloron S. humboldtiana, bajo condiciones in vitro.

Fuente: Autor
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Figura 13. Regresion de la interaccion Concentracion -Mortalidad para larvas de
segundo instar de P. xylostella sometidas a cuatro concentraciones extractos
acuosos de eucalipto E. globolus, bajo condiciones in vitro

Fuente: Autor

6.1.3. Determinacion del Tiempo Letal Medio (TLso).

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.

Con los datos de mortalidad acumulados cada doce horas (desde la hora 12 de
montado el bioensayo hasta la hora 96), se determing el tiempo en el cual muri6 el 50% de
la poblacion (TLse) para cada una de las cuatro concentraciones de los dos extractos acuosos
de hojas de sauce lloron S. humboldtiana y eucalipto E. globolus evaluadas, igualmente

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

En la Tabla 9, se presenta las ecuaciones de regresion, el coeficiente de
determinacion y el TLsg para las cuatro concentraciones de los extractos acuosos de hojas de
sauce, determinandose que la concentracion de 100.000 mg/L de extracto de hojas de sauce
mata al 50% de la poblacion a las 61 horas; mientras que los extractos de eucalipto matan al
50% de la poblacién de la prueba a las 102 (Tabla 10) horas. Estos resultados indican que

los extractos de sauce son mas letales que los extractos de eucalipto.
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Los Coeficientes de Determinacion (R?) tan bajos, indican que no existe una
interaccion entre la Mortalidad acumulada-Hora de muerte y la concentracion de los
extractos acuosos de sauce y eucalipto. Sin embargo, es importante recordar que todas las
concentraciones de los extractos acuosos de hojas de sauce lloron causaron el 100% de

mortalidad a las larvas de segundo instar de P. xylostella.

Tabla 9. Tiempo Letal Medio (TLso), en larvas de segundo instar de P. xylostella,
sometidas a cuatro concentraciones de extractos acuosos de hojas de sauce lloron, en

condiciones in vitro.

Concentracion Ecuacion R2 TLso
(ma/l) Regresion (Hora)
100.000 y=0,83x - 1,0 0,09 61
75.000 y=0,54x -5,14 0,26 102
50.000 y=0,29x -3,86 0,37 106
25.000 y=0,27x — 3,28 0,36 189

Fuente: Autor

Por otra parte, Mondragon-Sanchez et al., (2020), determinaron los TLso para la
concentracion de 100.000mg/I de extractos de semillas de nim mata el 50% de la poblacion
a las 22 horas, mientras que en el caso de los extractos de hojas, se determiné un TLso de 39
horas. Investigaciones similares realizadas por Rivera-Lopez y Giraldo-Vanegas (2022) con
extractos acuosos de cicuta, lengua de vacay cariaquito en concentraciones de 100.000mg/I,
los TLso fueron de 98, 73, y 305 horas; respectivamente, para la poblacion de larvas de P.

xylostella del bioensayo.
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Tabla 10. Tiempo Letal Medio (TLso), en larvas de segundo instar de P. xylostella,
sometidas a la concentracién 100.000 mg/L de extractos acuosos de hojas de sauce

y eucalipto, en condiciones in vitro.

Ecuacion TLso
Extract R?
racto Regresion (Hora)
Salix y=0,83x — 1,0 0,09 61
Eucalyptus Y=0,39x + 10 0,48 102

Fuente: Autor

En las Figuras 12 y 13, se presentan las Regresiones de la interaccion Mortalidad
acumulada-Hora de muerte causados por los extractos acuosos de sauce y eucalipto en la
concentracion de 100.000 mg/L, para larvas de segundo instar de P. xylostella, en

condiciones de laboratorio.

De esta manera, la concentracion de 100.000 mg/L de los extractos de sauce arrojaron
una Ecuacion de Regresion y=0,83x — 1 y un Coeficiente de Determinacion (R?) de 0,09;
mientras que los extractos de eucalipto arrojaron una Ecuacion de Regresion y=0,13x +
12,29 y un Coeficiente de Determinacion (R?) de 0,10, por lo cual la interaccion Mortalidad
acumulada-Hora de muerte para larvas de segundo instar de P. xylostella es muy baja, para
ambos extractos.
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Figura 14. Regresion de la interaccion Mortalidad acumulada-Hora de muerte para
larvas de segundo instar de P. xylostella sometidas a la concentracion de 100.000
mg/L de extractos acuosos de hojas de sauce, bajo condiciones in vitro.

Fuente: Autor

En los Anexos 7, 8 y 9, se pueden observar las Regresiones de la interaccion
Mortalidad acumulada-Hora de muerte para larvas de segundo instar de P. xylostella
sometidas a las concentraciones de 75.000, 50.000 y 25.000 mg/L de extractos acuosos de

hojas de sauce, bajo condiciones in vitro.
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Figura 15. Regresion de la interaccion Mortalidad acumulada-Hora de muerte para
larvas de segundo instar de P. xylostella sometidas a la concentracién de 100.000
mg/L de extractos acuosos de hojas de eucalipto, bajo condiciones in vitro.

Fuente: Autor

Es de hacer notar que no se pudo realizar los correspondientes andlisis de regresion
con las concentraciones de 75.00, 50.000 y 25.00 mg/1, debido a que no hubo mortalidad en
las primeras 96 horas en que se tomaron datos para determinar los Tiempos Letales Medios;
siendo la aparicion de la primera larva muerta en cada concentracién como sigue: a las 204
horas en las concentraciones de 75.000 y 50.000 mg/l; mientras que en la concentracion de
25.000 mg/1 la ocurrencia de la primera larva muerta fue a las 180 horas. En el testigo la

primera y Unica larva muerta fue encontrada a las 24 horas.
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Conclusiones

Se conocid el efecto que poseen las dos plantas objeto del bioensayo en base a la
mortalidad de las larvas de Plutella xylostella; estos extractos acuosos presentaron resultados
positivos en cuanto a la mortalidad de las larvas. Ademas, se concluyé que el uso de estos
extractos se muestra como una alternativa recomendable para controlar en campo este

insecto plaga.

Segun la mortalidad de P. xylostella producida por S. humboldtiana y E. globulus,
se establecid que la primera especie tiene mayor eficacia que la segunda, ya que esta produjo

una mortalidad del 100% en todas las concentraciones.

Para CLso, comparando los resultados obtenidos de los dos extractos para matar el
50% de la poblacion de la prueba, muestran gque los extractos acuosos de Sauce fueron de
46.250 mg/l, para los extractos acuosos de Eucalipto es 76.910 mg/l; mientras que estos
resultados indican que los extractos Sauce (Salix humboldtiana) son los mas toxicos para las

larvas de P. xylostella, ya que a menor CLso, mayor toxicidad en la poblacion probada.

Algunas larvas sometidas a los dos tratamientos de los extractos acuosos completaron
su desarrollo hasta el estado de pupa; esto sucedid mayormente en el tratamiento de
Eucalipto el cual presentd los indices de mortalidad méas bajos comparado con el otro

tratamiento evaluado.

Del Tiempo Letal Medio para las cuatro concentraciones de sauce llorén y eucalipto
se determind que S. humboldtiana causan la muerte de la poblacion de prueba en menos

tiempo que con las concentraciones similares de E. globolus.

De los resultados obtenidos se concluye que S. humboldtiana, evaluada por primera
vez como insecticida, tiene una gran posibilidad de lanzarse como nuevo producto para dicho

efecto sobre P. xylostella.
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Recomendaciones

Los resultados de la presente investigacion obligan a continuar con los estudios de
las plantas locales para probar sus extractos acuosos contra artropodos y fitopatdgenos que

se presentan en los cultivos del municipio de Pamplona.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente proyecto se recomienda evaluar

a S. humboldtiana en campo, como insecticida en diversos grupos de insectos plaga.

Se sugiere tener un mejor conocimiento asociado a la polilla P. xylostella, para dar
respuestas a los productores de hortalizas de la zona y como contribuir a la disminucion de

los dafios causados por este insecto.
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