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1. Resumen

Este estudio evalu¢ el efecto de la Concentracion Letal Media (CLso) y el Tiempo
Letal Medio (TLso) del aceite de neem Azadirachta indica A. Juss, sobre los seis instares
larvales de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) bajo condiciones de laboratorio. Para la CLso,
los valores aumentaron progresivamente desde 579.67 uL/L en el primer instar hasta 921.36
pL/L en el sexto, lo que evidencio una disminucion de la susceptibilidad larval conforme
avanza el desarrollo. Los coeficientes de determinacidon (R?) oscilaron entre 0.94 y 0.95, lo
que confirma un modelo predictivo robusto. La concentracion promedio de CLso conjunta
fue de 740.4 pL/L, suficiente para inducir una mortalidad del 50% en poblaciones mixtas.
Respecto al TLso, los instares jovenes presentaron tiempos de letalidad més cortos (52.39 h
en el primer instar y 37.88 h en el tercero), mientras que los instares avanzados mostraron
una resistencia progresiva, alcanzando valores extremos de hasta 409.85 h, esta diferencia
representa un incremento del 271.3 % entre los primeros y ultimos instares, lo que equivale
a un aumento aproximado de tres veces en comparacion con los estadios iniciales. El analisis
de regresion y el ANOVA trifactorial confirmaron que la eficacia del aceite de neem es dosis-
dependiente y altamente influenciada por el instar larval y el tiempo de exposicion. Estos
resultados resaltan la importancia de aplicar el aceite de neem en etapas tempranas del ciclo

larval para maximizar su efectividad y evitar el desarrollo de resistencia.

Palabras clave: gusano cogollero del maiz, aceite de neem, CLso, TLs0, bioensayo,

control fitoquimico.
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Abstract

This study evaluated the effect of Median Lethal Concentration (MLCso) and Median
Lethal Time (MLso) of neem oil, Azadirachta indica A. Juss, on the six larval instars of
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) under laboratory conditions. MLso values progressively
increased from 579.67 pL/L at the first instar to 921.36 pL/L at the sixth, indicating a
decrease in larval susceptibility with development. Coefficients of determination (R?) ranged
from 0.94 to 0.95, confirming a robust predictive model. The average pooled MLso
concentration was 740.4 uL/L, sufficient to induce 50% mortality in mixed populations.
Regarding TLso, young instars presented shorter lethality times (52.39 h in the first instar and
37.88 hin the third), while advanced instars showed progressive resistance, reaching extreme
values of up to 409.85 h, this difference represents an increase of 271.3% between the first
and last instars, which is equivalent to an approximate three-fold increase compared to the
initial stages. Regression analysis and three-way ANOVA confirmed that the efficacy of
neem oil is dose-dependent and highly influenced by the larval instar and exposure time.
These results highlight the importance of applying neem oil at early stages of the larval cycle

to maximize its effectiveness and prevent the development of resistance.

Keywords: corn earworm, neem oil, LCso, LT50, bioassay, phytochemical control.
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2. Introduccion

El maiz Zea mays L., es considerado uno de los tres cereales mas consumidos a nivel
mundial junto con el trigo y el arroz, este cereal pertenece a la familia de las gramineas cuya
descripcion taxondémica corresponde a una especie monocotiledonea de crecimiento anual y
un ciclo vegetativo muy amplio (Grande & Orozco, 2013). En Colombia, es uno de los
cultivos mas relevantes en el sector agroalimentario, y es el cultivo con mayor extension de
siembra después del café y el arroz, en cuanto a importaciones ocupa el primer lugar en

Suramérica y el séptimo a nivel mundial (Fenalce, 2019).

El cultivo de maiz presenta diversos problemas fitosanitarios para su produccion,
dentro de las principales se encuentran las arvenses, enfermedades e insectos plaga, estos
ultimos destacan debido al dafio que ocasionan y se estima que provocan perdidas en
rendimiento de 30%. Se presentan desde el establecimiento del cultivo hasta el
almacenamiento del grano (Hernéndez et al., 2019). La incidencia de los insectos plaga y el
dafio que ocasionan en los cultivos, se debe por diversos factores como las condiciones
ambientales, fenologia del cultivo y habitos del insecto plaga, ya sea alimenticios e inclusive
caracteristicas bioldgicas, se reporta que el maiz es danado por mas de 70 especies de insectos
plaga, siendo una de las mas limitantes Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) también

conocido como gusano cogollero (Herndndez et al., 2019).

S. frugiperda se detect6 por primera vez en América, siendo originaria de las regiones
tropicales y subtropicales, pertenece a la familia Noctuidae y al orden Lepidoptera, siendo
una plaga polifaga que causa dafios a cultivos de cereales econdmicamente importantes como
maiz, arroz, sorgo, algodon y varios cultivos de hortalizas. Las lesiones comienzan con la
etapa larvaria, que forma ventanas de papel de distintos tamafios en las hojas, lo que provoca
una defoliacion extensa de las plantas, la aparicion de material fecal y, en una etapa posterior,

el crecimiento y el desarrollo de las plantas se ven afectados (Sagar et al., 2020).
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El gusano cogollero presenta cuatro estadios de desarrollo diferenciados (adulto,
huevo, larva y pupa). Las larvas pasan por seis estadios o0 mudas, donde los dos primeros son
los de mayor importancia para tomar las medidas de control. El dafio ocasionado por las
larvas durante los primeros dias de desarrollo de la planta puede ser de dos tipos, corta la
planta cerca del suelo (al actuar como oruga cortadora) o consume de forma parcial o total
las laminas (oruga defoliadora), lo que puede causar la muerte de la planta si afecta al

meristemo apical (Avila et al., 2023).

Es importante mencionar que el principal método de control de S. frugiperda son los
insecticidas quimicos (Baudrot et al., 2023). Los efectos que posee la aplicacion de productos
quimicos sobre los sistemas de produccion agricola han sido adaptados efectivamente, siendo
una estrategia de amplio espectro y de accion rapida. Esto ultimo ha favorecido a la
contaminacion con diversos efectos en el ambiente. (Hernandez et al., 2019). Por lo anterior,
es necesario crear alternativas de control biologico, fisico y fitoquimico que reduzcan el uso
de quimicos. Dentro del control fitoquimico, estan los extractos vegetales donde se encuentra
el arbol de Neem Azadirachta indica (A. Juss), el cual contiene una variedad de compuestos,
siendo la azadiractina (AZA) el principal compuesto activo extraido de las hojas y las
semillas. Este producto vegetal es uno de los més favorables para el manejo integrado de

plagas y es producido exclusivamente por A. indica (Carvajal, 2020).

Este estudio tuvo como propdsito evaluar la susceptibilidad diferencial de los seis
instares larvales de S. frugiperda frente a la azadiractina formulada en aceite, mediante la
determinacion cuantitativa de parametros toxicologicos criticos como la Concentracion Letal
Media (CLso) y el Tiempo Letal Medio (TLso) bajo condiciones controladas de laboratorio.
La investigacion busca generar evidencia empirica que valide la incorporacion de
bioinsecticidas derivados del neem como componente efectivo en estrategias de manejo

integrado del cogollero del maiz.
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3. Planteamiento del problema

El gusano cogollero Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) es considerada la plaga mas
importante del maiz en muchas regiones de América, ademas tiene un impacto economico
causando dafios del 60 % en el rendimiento (Tay et al., 2023). Este insecto representa una
amenaza significativa debido a su capacidad de adaptarse a diversas condiciones ambientales
y a su alta tasa de reproduccion, lo que facilita su proliferacion en campos agricolas (Salazar

et al., 2020)

El control de S. frugiperda tradicionalmente se ha centrado en el uso intensivo de
insecticidas quimicos como una medida rapida y efectiva para mitigar los dafios. Sin
embargo, esta estrategia tiene serias consecuencias. Por un lado, el uso constante y excesivo
de quimicos contribuye significativamente a la contaminacion del medio ambiente, afectando
la calidad del suelo, el agua y los ecosistemas. Por otro lado, genera un problema creciente
de resistencia en las poblaciones de la plaga. Un ejemplo de esto, segin Hernandez (2019),
es la resistencia de S. frugiperda a insecticidas como los carbamatos y los piretroides, lo que
reduce la eficacia de estas herramientas de control. Ademads, esta dependencia de los
quimicos no solo tiene consecuencias econdémicas, sino también ecologicas. Uno de los
efectos es la desaparicion de enemigos naturales, como depredadores y parasitoides, que

desempefian un papel crucial en la regulacion natural de las poblaciones de plagas.

Esto ocurre, en gran medida, debido a la ausencia de alternativas que permitan un
manejo sostenible de la plaga. Ante esta situacion, se han desarrollado nuevas opciones
basadas en el uso de extractos vegetales, como el aceite de neem, que representa una opcion

prometedora.
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3.1 Formulacion del problema

(Cual es el efecto de diferentes concentraciones de azadiractina formulada en aceite
sobre la mortalidad de los seis instares larvales de S. frugiperda, y cuanto tiempo se requiere

para lograr este efecto?
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4. Justificacion

La investigacion sobre el uso de la azadiractina, un compuesto derivado del arbol de
neem (4. indica), es de gran relevancia en la proteccion de cultivos frente a plagas agricolas.
Este compuesto ha demostrado ser efectivo contra varias especies de insectos debido a su
modo de accion, que incluye la regulacion del crecimiento del insecto, es anti-gustativo,
repelente, y causa la interrupcion del ciclo de vida de S. frugiperda (Mendoza & Tejada,
2013), representa una de las plagas mas perjudiciales para el cultivo del maiz, afectando la
produccion agricola y generando significativas pérdidas econdmicas para los agricultores,
segtin Avila et al. (2023) la infestacion severa de S. fiugiperda causé pérdidas en cultivos de
maiz de 22 a 67 % en varios paises, debido a la disminucion del area foliar y retraso o

inhibicion en la emision de las inflorescencias.

El creciente reporte de surgimiento de poblaciones de S. frugiperda resistentes a
insecticidas quimicos ha llevado a una busqueda de alternativas ecologicas que reduzcan el
uso de pesticidas sintéticos y su impacto en el ambiente. El uso de la azadiractina como una
alternativa fitosanitaria se ha considerado favorable debido a su baja toxicidad, su rapida
biodegradabilidad y su eficacia como regulador del crecimiento de insectos (Carvajal, 2020).
Sin embargo, para optimizar su aplicacion en programas de manejo integrado de plagas
(MIP), es fundamental determinar la relacion dosis-respuesta especifica para cada instar
larval de S. frugiperda. Los diferentes instares larvales presentan variaciones en su fisiologia,
tamafno y capacidad de alimentacion, factores que influyen en su susceptibilidad a la
azadiractina (Schmutterer, 1990; Nathan et al., 2005). Identificar la dosis adecuada y los
efectos de este compuesto en cada etapa de desarrollo larval permite una aplicacién mas
precisa y eficiente, minimizando el riesgo de dosis que puedan contribuir a la resistencia y

de sobredosis que puedan resultar costosas y ambientalmente perjudiciales.

La investigacion bajo las condiciones de laboratorio facilita la medicion precisa de

variables y elimina factores externos que podrian alterar los resultados, lo cual es esencial
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para obtener datos consistentes y confiables. A partir de estos, serd posible desarrollar
recomendaciones practicas para la aplicacion de la azadiractina en campo, optimizando su
efectividad y maximizando el control de la plaga en cada una de sus etapas de desarrollo,

permitiendo entender mejor los mecanismos de accion del compuesto en esta especie.

Es necesario realizar una investigacion sobre las soluciones sostenibles y efectivas
contra S. frugiperda, una plaga que, ademas de atacar cultivos de maiz, también afecta otros
cultivos de importancia econémica. La implementacion de una estrategia de control basada
en dosis ajustadas por instares larvales contribuiria no solo a la sostenibilidad de la
produccion agricola, sino también a la reduccion de la dependencia de pesticidas quimicos,

promoviendo asi un enfoque agroecoldgico y sostenible en el manejo de plagas.

17



5. Delimitacion

Esta investigacion se enfoco en evaluar la respuesta de las larvas de S. frugiperda
frente a la azadiractina en sus seis instares para determinar la Concentracion Letal Media y
el Tiempo Letal Medio. Este analisis se realizo en un entorno controlado de laboratorio en la
ciudad de Pamplona. La relevancia de esta investigacion fue la importancia de esta plaga en
los cultivos de maiz de la regién y la contaminacion causada por el uso de insecticidas

quimicos para su control.

A partir de los resultados obtenidos, se busco identificar el momento optimo para la
aplicacion de la azadiractina en condiciones climdticas especificas de Pamplona, Norte de

Santander.
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6. Objetivo general

Establecer la dosis-respuesta de la azadiractina en los seis instares larvales de desarrollo de

Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), en condiciones de laboratorio

6.1. Objetivos especificos

e Determinar la concentracion de azadiractina necesaria para causar la muerte

del 50% de la poblacion en prueba, en cada instar larval (CLso).

e Estimar el tiempo requerido para que la azadiractina cause la muerte del 50%

de la poblacion en prueba, en cada instar larval (TLso).
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7. Marco teorico

7.1. Antecedentes

7.1.1. Antecedentes regionales

Nufiez-Garcia, S. N.; Velasquez-Lopez, S. M. y Giraldo-Vanegas, H. (2024).
Determinacion de los instares larvales del gusano cogollero del maiz y reconocimiento de
parasitoides y depredadores en Pamplona, Norte de Santander, Colombia. Tesis Ingeniero

Agronomo. Facultad de Ciencias Agrarias. Universidad de Pamplona. 70 p.

El estudio busco determinar los instares larvales de S. frugiperda y reconocer los
parasitoides y depredadores en Pamplona, Norte de Santander. El ensayo se desarroll6 en
laboratorio bajo condiciones contralas de temperatura (17+1°C) y humedad (65+10%),
usando dos grupos de larvas alimentadas con hojas de maiz y monitoreadas diariamente.
Siguiendo la Ley de Dyar se registrd la duracion (dias) y el ancho de la capsula cefalica con
el fin de determinar las etapas larvales. Los resultados mostraron dos grupos de larvas, unas
que completaron 6 instares con una duracion de 5,19; 3,67; 4,36; 5,93; 6,39 y 13,63 dias,
respectivamente para cada instar y otro que presento 7 instares en el que su duracion fue de
5,30; 3,52; 4,09; 5,41; 4,97; 6,17 y 11,59 dias, respectivamente para cada instar. En el caso
de las medidas de las capsulas cefélicas variaron desde 0,32 mm para el primer instar hasta
2,74 mm para el séptimo instar, con tasas de crecimiento desde 1,44 mm para el primer instar

a 1,19 para el quinto instar, siendo los datos obtenidos similares a los de otros autores.

Ruiz-Garcia, N. G. y Giraldo-Vanegas, H. (2024). Evaluacion de la toxicidad de

aceites de semillas de neem contra adultos del gorgojo del maiz Sitophilus zeamais
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(Motschulsky), en condiciones de laboratorio. Tesis Ingeniero Agrénomo. Facultad de

Ciencias Agrarias. Universidad de Pamplona. 88 p.

En este estudio se evalu6 el efecto fumigante toxico del aceite de neem y la
cipermetrina contra Sitophilus zeamais Motschulsky, estableciendo pardmetros de
mortalidad, CLso y TLso. Se realizo un disefio completamente al azar contando con 11
tratamientos y 5 repeticiones por cada tratamiento. en frascos que contenian parejas de
adultos de S. zeamais y alimento. Ambos productos presentaron altos porcentajes de
mortalidad que estuvieron entre 98 a 100%, mientras que el control presento 1% de
mortalidad. El CLso fue de 0,72 mL/L para el neem con un TLso entre 12 a 108 horas y para
la cipermetrina el CLso fue de 6,31 mg/L con el TLso de 12 a 44 horas. Ademas, ambos
tratamientos redujeron la emergencia de la siguiente generacion de adultos, afectando la
viabilidad de huevos y larvas. Estos resultados demuestran la efectividad del aceite de neem

y la cipermetrina en el control de S. zeamais, con efectos subletales significativos.

Gualdron-Panqueva, J.; Toloza-Balcucho, D. V. y Giraldo-Vanegas, H. (2017).
Evaluacion de los extractos de neem Azadirachta indica A. Juss, como repelente o insecticida
contra la broca del café Hypothenemus hampei (Ferrari) en la variedad Castillo, en la Granja
Experimental Villa Marina de la Universidad de Pamplona. Tesis Ingeniero Agronomo.

Facultad de Ciencias Agrarias. Universidad de Pamplona. 102 p.

El objetivo de este estudio fue evaluar el impacto de extractos de hojas y semillas de
neem (4. indica) en la mortalidad y repelencia de la broca del café (H. hampei) en la variedad
Castillo, en la Granja Experimental Villa Marina. Se llevaron a cabo siete tratamientos, en
donde se incluian 3 concentraciones de semillas, 3 de hojas de neem y un control, realizando
4 repeticiones por tratamiento. Las soluciones aplicadas fueron preparadas a partir de hojas
y semillas maceradas. Los granos de café tratados fueron infestados con hembras de broca y
evaluados durante quince dias. Como resultado se obtuvo que los extractos de semilla al 66%

y 100% y el extracto de hoja al 33% produjeron la mayor mortalidad de broca y los niveles
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mas bajos de infestacion en comparacion con el control, demostrando la efectividad de estos

extractos en el manejo de H. hampei.

Mondragon-Sanchez, Y. D.; Triana-Marroquin, B. S. y Giraldo-Vanegas, H.
(2020). Determinacion de la mortalidad, la DLsoy el TLso de extractos acuosos de hojas y
semillas de Azadirachta indica A. Juss, sobre Plutella xylostella (L.), bajo condiciones de
laboratorio. Tesis Ingeniero Agronomo. Facultad de Ciencias Agrarias. Universidad de

Pamplona. 87 p.

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el impacto de extractos acuosos
de hojas y semillas de Neem (Azadirachta indica A. Juss) sobre la mortalidad de larvas de
segundo instar de Plutella xylostella (L.), en condiciones de laboratorio. Se calcularon
porcentajes de mortalidad, DLso y TLso después de exponer las larvas a distintas
concentraciones de los extractos. Los materiales se recolectaron en Cucuta, Norte de
Santander, en su estado fenoldgico en el que presentan mayor cantidad de azadiractina. Se
prepararon diluciones al 66% y 33% a partir de la soluciéon madre al 100%. El diseno
experimental se realizd bajo un modelo completamente al azar, con cuatro tratamientos y
cinco repeticiones, cada una con 5 unidades experimentales. Las larvas se criaron en el
Laboratorio de Sanidad Vegetal y se realizaron observaciones periodicas. Los resultados
indicaron que los extractos de semillas mostraron mortalidades del 96%, 84% y 68% en las
concentraciones del 100%, 66% y 33%, respectivamente, mientras que los extractos de hojas
obtuvieron 84%, 64% y 36%. La DLso para los extractos de semillas fue de 37.000 mg/L y
de 57.250 mg/L para los de hoja. En términos de TLso, la dosis al 100% del extracto de
semilla mataron el 50% de las larvas en 22 horas, en comparacion con la dosis del extracto
de hoja que causaron una mortalidad al 50 % de las larvas en 39 horas, esto demuestra que
los extractos de semilla, especialmente en la concentracion de 100% son eficaces para el
control de esta plaga en condiciones de laboratorio, probablemente debido a su alto contenido
de terpenoides. Ademads, el numero de imagos emergentes y su sobrevivencia fue

notablemente menor con la aplicacion de estos extractos de neem.
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7.1.2. Antecedentes nacionales

Lépez, J. J., Chirinos, D. T., Ponce, W. H., Solérzano, R. F., & Alarcén, J. P.
(2022). Actividad insecticida de formulados botanicos sobre el gusano cogollero Spodoptera

frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). Revista Colombiana de Entomologia, 48(1).

En el presente estudio se evaluo el efecto de formulados de Eucalyptus globulus,
Jatropha curcas, Petiveria alliacea, Ricinus communis y Ruta graveolens, midiendo su
efecto sobre la mortalidad, la inhibicion alimentaria y el peso de las larvas de S. frugiperda.
Se usaron 3 concentraciones (5, 10 y 15 mL.L-1 de agua) de cada formulado para la
realizacion de los bioensayos, en los que se incluye, tres hidrolatos preparados E. globulus,
R. graveolens y P. alliacea, y los dos aceites formulados de R. communis y J. curcas, en
larvas de segundo y tercer estadio. Para hacer una comparacion de los resultados se
establecieron 3 controles: insecticida quimico (cipermetrina), botanico comercial

(azadiractina) y testigo absoluto (agua).

Los resultados indicaron que el aceite de J. curcas con la concentracion de 15 mL.L-
1 de agua, alcanzo una mortalidad mayor con un porcentaje de 33.7%, seguida del hidrolato
de P. alliacea con 26.2% con la misma concentracion. En cuanto a la inhibicion alimentaria,
las larvas que fueron tratadas con los hidrolatos de P. alliacea y R. graveolens presentaron
entre 71% y el 76% de inhibicion, similar al testigo quimico, y mostraron un menor
incremento en el peso de las larvas. Estos resultados sugieren que los formulados botanicos
evaluados presentan actividad insecticida en S. frugiperda, representando una opcion viable

para contrarrestar el uso de insecticidas quimicos.
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Alvarez Yepes, D. A. (2019). Controladores de los biotipos de arroz y maiz de
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera, Noctuidae) en especies de Meliaceae (Doctoral

dissertation).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la capacidad controladora y diferenciada
de Swietenia macrophylla, S. mahagoni y Carapa guianensis sobre los biotipos de maiz y
arroz de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera, Noctuidae) de una colonia de laboratorio. Para
el estudio, se incluyeron bioensayos antialimentarios e insecticidas, usando extractos
etandlicos de las hojas y tallos de las especies anteriormente mencionadas. Las pruebas se
realizaron sobre larvas de tercer instar de dos biotipos diferentes de S. frugiperda,
representando biotipos de arroz y maiz, con el fin de observar la efectividad de cada extracto

en cada tipo de biotipo.

Los resultados mostraron que las fracciones de diclorometano de los tallos de S.
macrophylla 'y C. guianensis destacaron por su actividad insecticida y antialimentaria; con S.
macrophylla se obtuvo los mejores resultados en cuanto a reduccion de la alimentacion y
mortalidad de las larvas. De igual manera, para determinar un posible mecanismo de accioén
de la fraccion de tallos de S. macrophylla, se llevd a cabo un ensayo de inhibicion de
tirosinasa, evidenciando que dicha fraccion se compone de acidos grasos y fitoesteroles, en
donde resalta con mayor cantidad el B-sitosterol 3-O-f-glucopiranésido, el cual tiene efectos
insecticidas. Se observo, ademas, que los efectos variaban entre los biotipos, lo que resalta la
importancia de considerar las diferencias intraespecificas al disefiar estrategias de manejo de
plagas. En resumen, los extractos de Meliaceae poseen compuestos con potencial para el
control de S. frugiperda, constituyéndose como una nueva herramienta de control de plagas

sostenible.

7.1.3. Antecedentes internacionales
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Gutiérrez-Garcia, S. D. C., Sanchez-Escudero, J., Pérez-Dominguez, J. F.,
Carballo-Carballo, A., Bergvinson, D., & Aguilera-Peiia, M. M. (2010). Efecto del nim
en el dafio ocasionado por el gusano cogollero Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) en tres variables agronémicas de maiz resistente y susceptible. Acta zoologica

mexicana, 26(1), 1-16.

El presente trabajo tuvo como objetivo conocer el dafio ocasionado por el gusano
cogollero en plantas de maiz resistente (CML-67) y maiz susceptible (CML-131) ambas
tratadas con nim, en campo. Se realizaron 2 experimentos teniendo en cuenta el ciclo de
invierno y primavera-verano en el Centro Internacional del Maiz y el Trigo (CIMMYT) en
Poza Rica, Veracruz, México; ambos experimentos fueron aplicados tanto en la linea de maiz

resistente como en la susceptible.

El primer experimento correspondia a las épocas de aplicacion del nim, usando la
concentracion de 20,8 %, aplicada solo una vez en tres momentos: 4 h antes de la infestacion
artificial con S. frugiperda, 7 y 14 dias después de la infestacion. Por otra parte, el segundo
experimento correspondia a las concentraciones de aplicacion del nim, las cuales eran 20.8%,
2.0% y 0.2%, aplicadas 3 veces en cada fecha (4 h antes de la infestacion artificial con S.
frugiperda, 7 y 14 dias después de la infestacion). Ademads, para ambos experimentos se

establecio un control con agua potable y otro con el insecticida quimico Permetrina.

Se observo que en el primer experimento la linea resistente presento un dafio
moderado a comparacion con la linea susceptible en la que el dafio fue alto, mencionando
que el aceite de nim no presenta efectos biocidas contundentes, si no que actuia mas como
repelente e inhibidor de la alimentacion de larvas. Para el segundo experimento, la
concentracion al 20.8% presento una defoliacion menor, pero también presentd efectos
fitotoxicos que impactaron negativamente el rendimiento del cultivo, por otra parte, las

concentraciones de 2% y 0.2%, al aplicarse antes de la presencia de la plaga y con intervalos
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de 1 aplicacion por semana resultaron en un mejor balance entre proteccion y rendimiento

sin evidenciar fitotoxicidad.

Almeida Sanisaca, J. C. (2021). Eficacia del neem y aceite vegetal para el control
de Spodoptera frugiperda en el cultivo de maiz (Zea mays) (Doctoral dissertation,

UNIVERSIDAD AGRARIA DEL ECUADOR).

El uso de plaguicidas para el control de S. frugiperda se ha vuelto frecuente y consigo
trae efectos negativos en el ambiente, por ende, se han estado desarrollando investigaciones
que ofrezcan alternativas mas sostenibles para el control de esta plaga. El proposito de esta
investigacion fue evaluar la eficacia del neem y el aceite vegetal en emulsion para el control

de S. frugiperda en el cultivo de maiz (Zea mays).

Se llevé a cabo un Disefio de Bloques Completos al Azar (DBCA) con cuatro
repeticiones, formando veinte parcelas experimentales, con una dimension de 8 x 5 m cada
una; se usaron 5 tratamientos: Biol 10 cc/lt, Metarhizium 5 gr/lt, Aceite de Neem (Neem X)
1.5 It/ha, testigo comercial (Lorsban) 0.75 It/ha y testigo Absoluto. Los resultados mostraron
que hubo una menor presencia de larvas en total por planta con los tratamientos del Aceite
de Neem y el Lorsban, lo que sugiere un mayor efecto insecticida de estos productos sobre
S. frugiperda, en el caso de las variables agrondémicas, la aplicacion de estos tratamientos no

afecto el desarrollo y la produccién del maiz.

Gamez, M. A. (2021). Eficacia de extractos botanicos de neem (Azadirachta indica),
eucalipto (Eucalyptus spp.) y chile (Capsicum annuum) para el manejo de Spodoptera
frugiperda, en condicion de laboratorio del Campus Agropecuario, UNAN, Leon, en el

periodo de julio a noviembre del 2020 (Doctoral dissertation).
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El objetivo de esta investigacion fue determinar la eficacia de los extractos botanicos
de neem (Azadirachta indica), eucalipto (Eucalyptus spp.) y chile (Capsicum annuum) para
el control del gusano cogollero (Spodoptera frugiperda) en condiciones de laboratorio. Se
realizo un disefio de bloques completos aleatorio (BCA), con 15 tratamientos de los 3
extractos, subdivididos en 5 concentraciones cada uno (800, 600, 400, 200y 0 g/L), aplicados
en 4 bloques definidos y teniendo un total de 300 unidades experimentales. Las variables

medidas fueron: eficacia, mortalidad y Concentracién letal media (CLso).

Se observé que el extracto de neem presento una mayor repelencia alcanzando el 60%
en la concentracion mas alta, mientras que para la variable de eficacia el chile presento un
mayor indice (70%) y un CLso de 116 g/L, seguido de eucalipto con CLso de 177 g/L y neem
con CLso de 268 g/L, ademas, se notd que la mortalidad aumenta con las concentraciones
mas altas. Aunque los extractos demostraron que son efectivos, dentro del estudio
recomiendan que no se usen como Unica alternativa de manejo, si no que se incluyan con

otros métodos dentro de un programa de manejo integrado de plagas.
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7.2. Marco contextual

El estudio se desarroll6 en la ciudad de Pamplona, ubicada a 75 km de la ciudad de
Cucuta y a 124 km de Bucaramanga. Tiene una poblacion de 76,983 habitantes. Con un area
del territorio de 1.176 km?, la altitud de 2.228 msnm y una temperatura promedio de 14 °C
(Alcaldia de Pamplona, 2023).

Las actividades socioeconomicas de la regiéon de Pamplona se basan en la agricultura,
la explotacion pecuaria, turismo entre otras. Los principales productos agricolas son: La papa,

fresa, ajo, trigo (Alcaldia de Pamplona, 2023).

La investigacion se realizo en el Laboratorio de Sanidad Vegetal del Programa de
Ingenieria Agrondmica, ubicado en el Campus de la Universidad de Pamplona, a 7° 23" 14”
de latitud Norte y a -72°39" 02 de longitud al Oeste de Greenwich, a una altura de 2.480
metros sobre el nivel del mar (Figura 1), con una temperatura promedio de 17 °C y 65% de

Humedad Relativa.

' Uriiversidad >
/“ De Pamplona

Figura 1. Ubicacion del laboratorio de Sanidad Vegetal
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Fuente: Earth, 2024

7.3 Bases conceptuales

7.3.1. Origen y caracteristicas morfologicas del maiz

El maiz (Zea mays L.) es un cereal perteneciente a la familia Poaceae, su origen se
dio en el continente americano. Fue cultivado por primera vez por los pueblos de Tehuacan
en México, hace aproximadamente 10.000 afios. De acuerdo con la variedad su desarrollo
puede durar de 80 a 200 dias. Es una planta monoica, es decir tiene una inflorescencia
masculina que es la panoja y una femenina que es la mazorca (Grande y Orozco, 2012). la
produccion de mazorcas tiene lugar sobre todo en el tallo principal que es lefioso y cilindrico,
longitudinalmente compuesto de nudos y entrenudos, los cuales varian de 8-25, exponiendo
una hoja en cada nudo que son largas y anchas y los bordes generalmente lisos y una yema
en la base de cada entrenudo donde se desarrolla de 1-3 mazorca, que contienen los ovarios
que, a su vez, se convertiran en granos después de la polinizacién. Los granos o caridpsides
que se encuentran desde 600-1000 por mazorca, dispuestos en hileras, con un promedio de
14 y pueden ser dentados o semi dentados, cristalinos u opacos, su color varia entre blancos

y amarillos dependiendo de la variedad (Valladares, 2010).

7.3.2. Clasificacion taxonomica

En la Tabla 1, se presenta la clasificacion taxondmica del maiz

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de Zea mays L.

Reino Plantae
Philum Tracheophyta
Clase Liliopsida
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Orden Poales

Familia Poaceae
Género Zea
Especie Zea mays L.

Fuente: GBIF (2025).

7.3.3. Origen y distribucion del cogollero del maiz

Tiene su origen en regiones tropicales y subtropicales siendo mas relevantes las del
hemisferio occidental abarca desdelos E.U.A. hasta Argentina y chile, su amplia distribucion
se extiende desde el sur de Canada, Florida y Lousiana en E.U.A, México, América Central,
el Caribe- pasando por Colombia, Brasil y Venezuela, hasta llegar al centro de Argentina, es
una plaga tipicamente americana que puede migrar a zonas mas frias en época de verano, en
Sudamérica es la plaga mas importante no solo por su intensidad sino por su persistencia

(Virla et al., 1999).

7.3.4. Clasificacion taxonomica

En la Tabla 2, se presenta la clasificacion taxondmica del gusano cogollero del maiz.

Tabla 2. Clasificacion taxondmica de S. frugiperda

Dominio Eukaryota
Reino Metazoa
Filo Arthropoda
Clase Insecta
Orden Lepidoptera
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Familia Noctuidae

Género Spodoptera
Especie frugiperda
(J. E. Smith)

Fuente: Alvarez et al. (2022).

7.3.5. Ciclo de vida

A. Adulto

La fase adulta de S. frugiperda, una polilla de tamafio mediano mide entre 32 y 38
mm de expansion alar y presenta dimorfismo sexual. Las hembras tienen alas traseras
blancuzcas, mientras que los machos exponen patrones llamativos en las alas delanteras y
traseras blancas. En reposo, doblan las alas sobre el cuerpo, formando un angulo agudo, y
presentan una prominencia en el torax. Se esconden en hojarascas y lugares sombreados

durante el dia y son activas al anochecer (Alcantara, 2011).

B. Huevo

Es de forma esférica y de color amarillento brillante o plomizo con didmetro de
0,5 mm y ovopositado durante 4 a 15 dias por la hembra en el envés de las hojas en masa
de 500 a 1.000 huevecillos, cubiertos por las escamas y secreciones de la hembra, esta
inicia su proceso de oviposicion en uno a dos dias en verano o de tres o mas dias en

invierno después de su emergencia (Alcéantara, 2011).
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C. Larva

Generalmente hay seis estadios larvales en S. frugiperda. Las larvas alcanzan
longitudes de aproximadamente 1,7; 3,5; 6,4; 10,0; 17,2 y 34,2 mm, respectivamente,
durante estos estadios. Las larvas jovenes son de color verdoso con una cabeza negra, en
el segundo y tercer estadio esta se vuelve anaranjada, la parte dorsal del cuerpo se vuelve
pardusca y comienzan a formarse lineas blancas laterales. En los estadios cuarto a sexto,
la cabeza es de color marrdn rojizo, moteada de blanco, y el cuerpo marrdn tiene lineas
subdorsales y laterales blancas. En la forma verde, las manchas dorsales elevadas son
palidas en lugar de oscuras. Las larvas tienden a ocultarse durante el momento mas
brillante del dia. La duracion de la etapa larvaria tiende a ser de unos 14 dias durante el

verano y de 30 dias durante invierno (Nufiez-Garcia et al., 2024).

D. Pupa

Es obtecta de color marron oscuro de paredes esclerotizadas que termina en dos
proyecciones a manera de puntas llamadas cremasters (Figura 2). Mide aproximadamente
de 18 a 20 mm de longitud. Este estado pupal suele formarse en el suelo en una

profundidad de 2,5 a 5,0 ecm (Alcantara, 2011).
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Figura 2. Morfologia de Spodoptera frugiperda

Nota: Posturas (A), larva (B), pupa (C) y adulto (D).
Fuente. Alvarez et al. (2.022).
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7.3.6. Daiios ocasionados por S. frugiperda

El ataque de S. frugiperda, se inicia con la postura de los huevos en grupos sobre las
hojas, donde las larvas recién emergidas y en sus primeros estadios se alimentan de la
epidermis de la hoja tierna haciendo ligeros raspados, luego a partir del tercer estadio pasan
rapidamente al estuche de la planta donde se alimentan de las hojas del cogollo produciendo
gran numero de perforaciones que ocasiona el doblado de las hojas hacia abajo, anuldndose
de esta manera todas las hojas. Dichas larvas perforan la envoltura de la mazorca,
alimentandose de los granos, facilitando el ingreso, la proliferacion de microorganismos y el

acceso de otros insectos (Alcantara, 2011).

El cogollero se presenta con mayor incidencia e intensidad de dafios en las primeras
etapas del cultivo, que es el periodo critico de la planta, en la que los cartuchos de la planta

sufren mayor ataque hasta la emision de la inflorescencia masculina (Alcantara, 2011).

7.3.7. Origen y caracteristicas morfologicas del arbol de Neem

Azadirachta indica A. Juss, perteneciente a la familia Meliaceae y es nativo de India.
Se encuentra ampliamente distribuido en el Sur y Sureste de Asia y en la mayor parte de las
regiones tropicales y subtropicales del mundo, es una especie de rapido crecimiento, de porte
mediano, tallo corto y recto. Su copa es redonda u ovalada, posee una corteza gris
moderadamente gruesa, su duramen rojizo es duro y resistente, los frutos son drupas
oblongas, numerosos de color amarillento cuando estan jovenes y rojizos cuando alcanzan la
madurez. Los endocarpios poseen una sola semilla grande, sus hojas son alternas, compuestas
y pinnadas, con un niimero variable de foliolos que pueden ser de 8 a 31. Son de color verde

intenso y tienen una forma lanceolada (Poma, 2016).
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Arbol de Neem Frutos de
Neem

Semillas de
Neem

Figura 3. Arbol de neem (A), frutos de neem (B), Insectisida neemazal: aceite de neem con

azadiractina (C), semillas de neem (D).

Fuente: Autores.

7.3.8. Clasificacion taxonomica

En la Tabla 3, se presenta la clasificacion taxondémica del arbol de Neem.

Tabla 3. Clasificacidon taxondémica de Azadirachta indica A. Juss

Reino Plantae

Phylum Tracheophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Sapindales

Familia Meliaceae

Genero Azadirachta

Especie Azadirachta indica A. Juss.

Fuente: (GBIF, 2025).
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7.3.9. Azadiractina

El arbol de Neem causa gran interés en el control fitoquimico de plagas como
insecticida natural, cerca de 300 compuestos han sido aislados y caracterizados, uno de estos;
la azadiractina, la cual es una tetranortriterpenoide, considerado como el mas importante
principio activo causante de varios efectos en las plagas, siendo un regulador de crecimiento
de los insectos, bloqueando la biosintesis de la ecdysona que es una hormona que controla

los cambios fisiologicos en el insecto.

El aceite que se extrae de algunas partes del arbol de neem (hojas, semillas, corteza)
posee la azadiractina que es un agente activo que se ha comprobado que funciona como
insecticida natural que compite con los insecticidas sintéticos, ya que algunos insectos han
desarrollado resistencia a estos y son controlados por derivados del aceite de neem, de esta
manera, extractos con alta concentracion de azadiractina podrian ser los precursores de una
nueva generacion de productos insecticidas, fungicidas, acaricidas y protectores de las

cosechas sin contaminar el entorno (Arias et al., 2009).

Su mecanismo de accion es por contacto e ingestion sobre la actividad de ecdysona,
interfiriendo gravemente los procesos de muda. El insecto afectado no puede completar la
muda y muere. Tras la ingestion de pequenas cantidades (nanogramos) el insecto se vuelve

inactivo y deja de alimentarse (Poma, 2016).

35



7.3.10. Concentracion Letal Media

La Concentracion Letal Media (CLso) es una medida de la toxicidad aguda de una
sustancia quimica en el aire. Se define como la concentracion de una sustancia quimica en el
aire que, cuando se inhala durante un periodo de tiempo determinado, causa la muerte del
50% de los organismos de prueba expuestos. La CLso se expresa en partes por millon (ppm)
o en miligramos por metro cibico (mg/m?). Se calcula mediante pruebas de toxicidad en
organismos de laboratorio. En estas pruebas, son expuestos a diferentes concentraciones de
una sustancia quimica en el aire durante un periodo de tiempo determinado. Se observa la
cantidad de muertes en un periodo de tiempo determinado y se calcula la concentracion que

mato al 50% (Benitez, 2023).

7.3.11. El Tiempo Letal Medio

El Tiempo Letal Medio (TLso) es una medida en toxicologia y entomologia que
representa el tiempo necesario para que el 50% de una poblacion expuesta a una dosis
especifica de un agente toxico muera. Se obtiene a partir de pruebas experimentales en las
que se monitorea la mortalidad de una poblacion a lo largo del tiempo tras la exposicion al
agente. Esta métrica es util para evaluar la eficacia y la velocidad de accion de un agente en

el control de plagas o patdgenos, especialmente en ensayos de laboratorio.
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7.4. Marco legal

7.4.1. Acuerdo No. 186

El presente anteproyecto se rige bajo la normatividad establecida por la Universidad
de Pamplona en el reglamento estudiantil, segin el acuerdo nimero 186 de 02 de diciembre

2005.

Capitulo VI. Trabajo de Grado

Articulo 35. La Universidad de Pamplona establece en el plan de estudio de los
programas un requisito para la obtencion del titulo profesional, se debe presentar un trabajo
especial por parte del estudiante denominado “TRABAJO DE GRADO?”, en el cual se
consolida al estudiante su informacion integral, lo cual permite: Diagnosticar problemas y
necesidades, a partir, de los conocimientos adquiridos en la etapa académica, acopiar y
analizar la informacion para establecer soluciones a problemas y necesidades especificas,
ademas de; desarrollar planes y ejecutar proyectos, que le permitan demostrar su capacidad

en la toma de decisiones.

PARAGRAFO PRIMERO. Segun las caracteristicas del trabajo de grado se puede
realizar de manera individual o en grupo. Corresponde al comité que se integren para realizar

uno solo. En todos los casos, se presentara un s6lo informe.

PARAGRAFO SEGUNDO. “El Trabajo de Grado se podra matricular a partir del

8°. Semestre, dependiendo de la modalidad que se emplee, hasta con méximo dos (2)
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asignaturas. El Trabajo de Grado debera ser sustentado ante un Jurado, que estd compuesto
por tres (3) personas conocedoras del tema y decidir la calificacion: “Aprobado”, “Excelente”
o “Incompleto”, en llegado caso de que no se cumpla con los objetivos propuestos en la
modalidad en la cual se adelanta dicho trabajo, en tal caso, el estudiante tendra que

matricularlo nuevamente en el siguiente semestre académico.

Articulo 36. Modalidades de Trabajo de Grado: este trabajo se desarrolla bajo la
modalidad de investigacion, el cual comprende disefios y ejecucion de proyectos que ayuden
aportar soluciones a los problemas tedricos o practicos, adecuar y apropiar tecnologias y

validar conocimientos producidos en otros contextos (Universidad de Pamplona, 2005).

6.4.2. Resoluciones del Instituto Colombiano Agropecuario

6.4.2.1. 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 deberan tomarse todas las medidas
y precauciones necesarias para prevenir dafos a la salud humana, animal 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.
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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°.- El Ministerio de Salud podra realizar la importacion o fabricacion de
muestras de plaguicidas para fines de investigacion, experimentacion o registro. Cuando la
experimentacion con estos productos pueda causar dafio a la salud de los trabajadores, de la
poblacion o del ambiente tal actividad debe someterse a la vigilancia de las autoridades de
salud, las cuales exigiran la adopcion de las medidas necesarias para prevenir o remediar

tales dafios.

Articulo 144°.- Los residuos procedentes de establecimientos donde se fabriquen,
formulen, envasen o manipulen plaguicidas, asi como los procedentes de operaciones de
aplicacion no deberan ser vertidos directamente a cursos o reservorios de agua, al suelo o al

aire.

6.4.2.2. Ministerio de Salud. Decreto 775 del 16 de abril de 1990

Por el cual se reglamentan parcialmente los Titulos III, V, VI, VII y XI 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 animal y vegetal o causen deterioro

del ambiente.
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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 demds normas complementarias
previstas en el presente Decreto y las que dicten los Ministerios de Salud y de Agricultura o

sus institutos adscritos.

6.4.2.3. Decreto 1376 de 2013

Decreto del Ministerio del Ambiente, el cual reglamenta el permiso de recoleccion de
especimenes de especies silvestres de la diversidad biologica con fines de investigacion
cientifica no comercial. En este decreto se toma espécimen de especie silvestre como:
organismo silvestre de la diversidad biologica vivo o muerto o sus productos, partes, en
adelante. Para su recoleccion es importante la referencia de informacion basica inherente a
los especimenes como la taxonomia, localidad de colecta, fecha de colecta y colector, entre
otras. También se dictan disposiciones acerca de las Instituciones Nacionales de

Investigacion entre las cuales estan las Instituciones de Educacion Superior.
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8. Metodologia

8.1. Tipo de Investigacion

La investigacion desarrollada fue de tipo experimental con enfoque cuantitativo,
utilizando un disefio completamente al azar con un arreglo factorial. Se manipularon distintas
concentraciones de azadiractina formulada en aceite de neem como variable independiente,
con el objetivo de evaluar su efecto sobre la mortalidad de S. frugiperda, variable dependiente
del estudio. El bioensayo se llevo a cabo en condiciones controladas de laboratorio y se
enfoco en determinar la toxicidad del bioinsecticida en los seis instares larvales del gusano
cogollero del maiz, permitiendo establecer relaciones dosis-respuesta y estimar los valores

de Concentracion Letal Media (CLso) y Tiempo Letal Medio (TLso) de forma precisa.

8.2. Diseiio Metodoldgico

Para el presente bioensayo de utilizo un disefio completamente al azar con arreglo
factorial, empleando un gradiente de siete concentraciones del aceite de Neem Azadirachta
indica A. Juss con principio activo azadiractina: 0,00 (control) y seis concentraciones. Cada
tratamiento contd con cinco réplicas independientes, y cada unidad experimental estuvo
constituida por cinco larvas de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae). Este procedimiento experimental se ejecutd de manera sistematica en cada uno
de los seis instares larvales con un total de 1.050 unidades experimentales (n = 7

concentraciones x 5 réplicas x 5 larvas x 6 instares larvales).
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8.2.1. Hipotesis

La azadiractina formulada en aceite, presenta diferentes niveles de toxicidad en los
seis instares larvales de S. frugiperda, siendo esta toxicidad dependiente del instar, de la
concentracion y el tiempo de exposicion, pudiendo ser mas efectiva en los instares mas

jovenes.

Hipotesis Nula: No hay diferencia significativa en la mortalidad de los instares
larvales de S. frugiperda expuestos a diferentes tiempos de exposicion y concentraciones de

azadiractina.

Hipotesis Alterna: La mortalidad de los instares larvales de S. frugiperda varia

significativamente en funcién de los tiempos de exposicion y la concentracion de azadiractina

8.3. Descripcion de las variables y método de analisis de resultados

8.3.1. Variables dependientes (respuesta):

e Mortalidad de larvas de S. frugiperda: Variable cuantitativa contina expresada en

porcentaje (%).

e Tiempo Letal Medio (TLso): Variable cuantitativa continua que representa el tiempo

requerido para alcanzar el 50% de mortalidad, expresada en horas.
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Concentracion Letal Media (CLso): Variable cuantitativa continua que indica la
concentracion del aceite de Neem necesaria para producir la mortalidad del 50% de

la poblacion larval, expresada en ppm o porcentaje.

8.3.2. Variables independientes (factores experimentales):

Instar larval: Variable cualitativa ordinal con seis niveles (L1, L2, L3, L4, L5 y L6).

Concentracion del aceite de Neem: Variable cuantitativa continua correspondiente a

las distintas concentraciones aplicadas en el bioensayo.

Tiempo de exposicion: Variable cuantitativa continua medida en horas desde el

inicio del tratamiento.

8.3.3. Variables controladas:

Edad de las larvas: Variable cuantitativa discreta, determinada especificamente para
cada instar (3, 7, 11, 17, 22 y 35 dias de edad) para evitar solapamiento entre los

instares.

Condiciones ambientales: Variables cuantitativas continuas que incluyen
temperatura, humedad relativa y fotoperiodo mantenidas constantes durante el

experimento.
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8.4. Diseiio de la investigacion

8.4.1. Localizacion del ensayo

Las larvas de S. frugiperda destinadas al bioensayo fueron obtenidas de una cria
mantenida en el Laboratorio de Sanidad Vegetal del Programa de Ingenieria Agrondémica de
la Universidad de Pamplona, situado a una altitud de 2.586 metros sobre el nivel del mar, en
el municipio de Pamplona, Norte de Santander. El estudio completo se llevé a cabo en este
laboratorio, con una temperatura promedio de 17 £ 1 °C y una Humedad Relativa del 65 +

10 %.

8.5. Diseiio Experimental

El estudio se implement6 bajo un disefio completamente al azar con arreglo factorial,
empleando un gradiente de siete concentraciones del aceite de Neem Azadirachta indica A.
Juss con principio activo azadiractina: 0,00 (control) y seis concentraciones a 275; 550; 833;
1.108; 1.383 y 1.667 uL/L. Cada tratamiento cont6 con cinco réplicas independientes, y cada
unidad experimental estuvo constituida por cinco larvas de S. frugiperda. Este procedimiento
experimental se ejecutd en cada uno de los seis instares larvales (L1-L6) del insecto. El
ensayo comprendié un total de 1.050 unidades experimentales, sometidas a condiciones
controladas de laboratorio, temperatura de 17 = 1 °C y una Humedad Relativa del 65 + 10 %

y fotoperiodo de 12:12 (luz).

8.6. Actividades preparatorias al montaje del bioensayo
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8.6.1. Obtencion de huevos de S. frugiperda

Los huevos utilizados en el bioensayo se obtuvieron de una cria mantenida en el
Laboratorio de Sanidad Vegetal, esta cria su punto de recoleccién es de la ciudad de
Bucaramanga en el departamento de Santander. Fueron manipulados con cuidado para ser
colocados en recipientes plasticos de 1 litro, cubiertos con una tapa que incorpora tela tul
asegurada con una banda eléstica, permitiendo condiciones similares al entorno exterior.
Cada recipiente fue etiquetado con la fecha de recoleccion para monitorear el periodo hasta
la eclosion de las larvas neonatas. A partir del segundo dia, las larvas se individualizaron en
recipientes plasticos de 25 ml y alimentadas con hojas de maiz tierno previamente
desinfectadas. Este proceso consistido en sumergir las hojas en una solucion al 0,5 % de
hipoclorito de sodio, enjuagarlas con agua destilada y dejarlas secar antes de ser utilizadas.

Este manejo continuo hasta completar su desarrollo larval.

Figura 4. Recoleccion de huevos (A), Recipiente de almacenamiento (B), individualizacion

de larvas (C).

Fuente: Autores

La investigacion requirid un total de 1.050 larvas, distribuidas en grupos de 175 para
cada uno de los seis instares larvales que se analizaron durante su ciclo de vida. El disefo

experimental se baso en estudios previos realizados por Nufiez-Garcia et al. (2024) y Nunez-

45



Garcia y Giraldo-Vanegas (2024), quienes determinaron que las larvas de S. frugiperda en
las condiciones de Pamplona (Colombia) presentan ciclos de desarrollo de seis o siete instares
larvales. Para las larvas con seis estadios, los tiempos promedio observados fueron: 5,19 dias
en el primer estadio, 3,67 dias en el segundo, 4,36 dias en el tercero, 5,93 dias en el cuarto,
6,39 dias en el quinto y 13,63 dias en el sexto. En el caso de las larvas que completaron siete
instares, los tiempos promedio fueron: 5,30 dias en el primer estadio, 3,52 dias en el segundo,
4,09 dias en el tercero, 5,41 dias en el cuarto, 4,97 dias en el quinto, 6,17 dias en el sexto y

11,59 dias en el séptimo.

8.6.2. Implementacion del Bioensayo Toxicolégico

Para el establecimiento del primer grupo experimental, se seleccionaron larvas de S.
frugiperda de 72 + 2 horas post-eclosion (L 1), las cuales fueron distribuidas individualmente
en recipientes cilindricos de polipropileno de 25 ml. Como sustrato alimenticio y vector de
exposicion al compuesto bioactivo, se utilizaron discos foliares de 3 cm de didmetro de Z.
mays, previamente sometidos a un protocolo de asepsia mediante inmersion en solucion de
NaClO al 0,5% durante 30 segundos, seguido de triple lavado con agua destilada estéril y

posterior desecacion a temperatura ambiente por 15 minutos.

La aplicacion del principio activo (azadiractina) se realizd6 mediante técnica de
inmersion, sumergiendo los discos foliares durante 10 segundos en las correspondientes
soluciones de aceite de Azadirachta indica A. Juss, a las concentraciones preestablecidas.
Tras el secado del exceso de solvente, los discos tratados fueron transferidos a las unidades
experimentales, incorporando posteriormente una larva por recipiente segin el disefio
aleatorizado. Los recipientes fueron sellados con tapas perforadas recubiertas con malla de

tul (porosidad: 0,2 mm) para facilitar el intercambio gaseoso e impedir el escape de las larvas.
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Figura 5. Recipiente de almacenamiento individual (D), Preparacion de mezcla con Mixel

TOP y NEEMAZAL (E), inmersion de discos de maiz en solucion de control (F).

Fuente: Autores

Este protocolo experimental se replico sistematicamente para los instares larvales
subsiguientes, respetando estrictamente los intervalos ontogenéticos preestablecidos: 7 + 0,5
dias para L2, 11 + 0,5 dias para L3, 17 £ 0,5 dias para L4, 22 + 0,5 dias para L5 y 35 £ 1 dia
para L6. Las unidades experimentales se mantuvieron bajo condiciones del laboratorio

durante todo el periodo experimental.

Las concentraciones del aceite de neem (Tabla 4) fueron preparadas mediante
diluciones seriadas, partiendo de la concentracion (v/v) recomendada por el fabricante (1,00
ml/L). Estas concentraciones incluyeron un tratamiento control absoluto, utilizando las hojas
de maiz sumergidas en agua estéril como referencia. Este disefio experimental permitid

analizar de manera precisa los efectos letales de las distintas concentraciones del aceite de
neem en las larvas de S. frugiperda es sus diferentes instares. El aceite NeemAZAL® viene

formulado a 1,2 EC, motivo por el cual las concentraciones aplicadas en el presente

bioensayo fueron de 275, 550, 833, 1108, 1383 y 1667 uL/L.
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Tabla 4. Concentraciones (ml/L) y Concentracion realmente aplicada (uL/L), en el

bioensayo en condiciones de laboratorio.

Concentracion
Concentracion
Tratamiento aplicada
(ml/L)

(nL/1)
Testigo absoluto 0,00 0,00
T2 0,33 275
T3 0,66 550
T4 1,00 833

T5 1,33 1108

T6 1,66 1383

T7 2,00 1667

Fuente: autores

8.6.3. Preparacion de las concentraciones

Para la preparacion de las concentraciones se realizaron disoluciones a partir de la
concentracion de 1,00 ml/L recomendada por el fabricante, se obtuvieron las concentraciones
de 0,00; 0,33; 0,66; 1,00; 1,33; 1,66 y 2,00 ml/L de aceite de Neem, utilizando la siguiente

formula:

Cd vd
Ve (%)
Cc

Donde:
Vd: Volumen deseado
Cd: concentracion deseada

Cec: concentracion conocida (solucion madre)
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A cada concentracion y al testigo, se le adiciono 0,50 ml/L del producto MIXEL TOP
que es un tenso activo no idnico y no reactivo, con caracteristicas especiales de hipotensor y
humectante, accion que ejerce al romper la tension superficial del agua, mejorando el

cubrimiento y la adherencia de los tratamientos en los discos.

Figura 6. Concentraciones preparadas.

Fuente: Autores

8.6.4. Criterios de seleccion y estandarizacion de instares larvales para el

bioensayo.

Para garantizar la precision metodologica en los bioensayos, se implementd un
riguroso protocolo de seleccion de los especimenes experimentales. La incorporacion de cada
instar larval al ensayo se realiz6 Ginicamente tras la verificacion visual de la ecdisis completa
(muda), confirmando asi la transicion efectiva al instar correspondiente. Con base en la
duracion promedio de cada estadio y sus respectivas desviaciones estandar, se establecieron
edades especificas de seleccion para cada instar: 3 dias para L1, 7 dias para L2, 11 dias para
L3, 17 dias para L4, 22 dias para L5 y 35 dias para L6. Este enfoque metodoldgico permitio
evitar el solapamiento entre instares larvarios consecutivos, considerando que la duracion
promedio con desviacion estandar de cada instar fue: 5,19 + 0,39 dias para L1; 3,67 £ 0,53
dias para L2; 4,36 + 0,54 dias para L3; 5,93 + 0,46 dias para L4; 6,39 + 1,22 dias para L5 y
13,63 = 1,75 dias para L6 (Tabla 5).

Tabla 5. Parametros temporales de los instares larvarios de S. frugiperda utilizados en el

disefio experimental.
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Parametro L1 L2 L3 L4 L5 Lé6

Promedio
5,19+0,39 3,67+0,53 4,36+0,54 5,93+0,46 6,39+ 1,22 13,63+1,75
(dias + DS)
Edad
5,19 8,86 13,22 19,15 25,54 39,17
acumulada
Edad en
3 7 11 17 22 35
bioensayo

Nota: La edad de seleccion para cada instar fue determinada estratégicamente para
minimizar la probabilidad de confusion entre estadios consecutivos, considerando la
variabilidad natural en los tiempos de desarrollo.

Fuente: autores

8.7. Descripcion de las Actividades

8.7.1. Primer Objetivo: Determinar la concentracion de azadiractina
necesaria para causar la muerte del 50% de la poblacion en prueba, en cada

instar larval (CLso)

Las larvas para el bioensayo fueron sometidas a un ayuno de tres horas, al término
del cual se colocaron sobre los discos, que previamente habian sido desinfestados con
hipoclorito de sodio al 0,5%, para evitar mortalidades causadas por factores diferentes al
bioensayo, como entomopatogenos. Los discos fueron sumergidos durante cinco segundos
en cada uno de los tratamientos a diferentes concentraciones de 0,00; 0,33; 0,66; 1,00; 1,33;

1,66 y 2,00 ml/L de aceite de Neem.

Una vez retirados los discos, se pusieron a secar a temperatura ambiente por dos
horas. Cada disco se coloco individualizado en cajas plésticas de 5 cm de didmetro, sobre
discos de papel filtro del mismo didmetro y, sobre cada disco se colocod una larva de S.

frugiperda. Es importante hacer la anotacion que todas las larvas que se usaron en este primer
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ensayo fueron larvas de tres dias de edad, para uniformizar esta variable, debido al desarrollo
ontogénico de los seis instares larvales, ya que la tolerancia a los toxicos aumenta con la edad
de las larvas de lepidopteros. Cada caja plastica fue identificada con tratamiento, repeticion,

numero de larva y fecha de iniciacion del ensayo.

La mortalidad de una larva se comprob6 con la observacion directa a través de una
lupa estereoscopica y con la ayuda de un pelo de pincel, la larva fue molestada para
comprobar si respondia a estos estimulos, de todas maneras, estas larvas se mantuvieron
aparte haciéndoles un seguimiento para estar seguros de su muerte. Ademads, la
sintomatologia que se presento en 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.

Las larvas permanecieron cuatro 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 hojas de maiz fueron cambiados por
discos de 3 cm de didmetro, desinfectados con hipoclorito de sodio al 0,5% y lavados en agua
destilada, para que las larvas continuaran su desarrollo hasta el estado de pupa o murieran en

el transcurso de los dias.

Para determinar la CLso se procedio a realizar las observaciones diarias, cada doce
horas para comprobar la mortalidad de la poblacion sometida a los diferentes tratamientos.
Al final del bioensayo y teniendo los datos de mortalidad y concentraciones en cada instar
larval se realizaron las transformaciones necesarias para determinar la Concentracion Letal

Media (CLso) para cada instar larval

Para cumplir con este primer objetivo para la determinacion de la concentracion letal

mediante andlisis Probit, se consideraron exclusivamente los datos de mortalidad registrados
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hasta las 96 horas de exposicion, en lugar de la mortalidad acumulada al término del ensayo.
Esta decision metodologica se fundamento6 en que las concentraciones evaluadas del aceite
de Neem alcanzaron porcentajes de mortalidad entre 98-100% en todos los instares larvarios
de S. frugiperda al finalizar el experimento, lo cual imposibilité el ajuste al modelo Probit

debido a la ausencia de variabilidad requerida para este analisis estadistico.

8.7.2. Segundo Objetivo: Estimar el tiempo requerido para que la
azadiractina cause la muerte del 50% de la poblacion en prueba, en cada instar

larval (TLso).

Para calcular el Tiempo Letal Medio (TLso), las mortalidades se tomaron hasta las
96 horas de exposicion de las larvas, sin cambiar los discos tratados; ya que, segin los
Protocolos de Toxicidad se maneja el concepto del TLso. Al quinto dia se cambid el disco
tratado por un disco de maiz desinfectado, pero no tratado, los cuales se renovaron cada tres
dias hasta la formacion de pupas y adultos de S. frugiperda, que sobrevivieron a las diferentes
concentraciones de la azadiractina. Al comprobarse la mortalidad de una larva, se anot6 en
el instrumento disefiado (Anexo 1), el tratamiento, la repeticion, el nimero de larva en esa

repeticion y hora de observacion de su muerte.

8.7.3. Analisis de datos.

Los testigos absolutos de los instares exhibieron una tasa de mortalidad insignificante
(0,00-4,00%), con un promedio de todos los seis instares de 0,66% lo que, seglin directrices
de organismos internacionales, exime la necesidad de aplicar la correccion de Abbott (1925)
para el andlisis de los datos experimentales. Por consiguiente, los andlisis toxicoldgicos se

realizaron sin incluir las mortalidades registradas en dichos controles absolutos. Las
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mortalidades en el testigo inferiores al 5% son consideradas normales y atribuibles a factores
no experimentales como manipulacion, transporte o condiciones ambientales. Organismos
como la FAO, la EPA (Environmental Protection Agency), la OCDE y la EPPO recomiendan

explicitamente que no se aplique la correccion de Abbott en estos casos (EPPO, 2025).

Previo al analisis inferencial, se verificaron los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas. Posteriormente, se implementd un Andlisis de Varianza
trifactorial (ANOVA) para detectar diferencias significativas entre tratamientos. La
discriminacion especifica entre grupos se efectué6 mediante la prueba post hoc de Tukey,
estableciendo un nivel de significancia de p < 0,05. Esta metodologia analitica proporcion6
un marco estadistico robusto para la interpretacion de los resultados, sustentando la fiabilidad
de las inferencias establecidas respecto a las diferencias entre los grupos experimentales

evaluados.

Los parametros de CLso en cada instar larval se determinaron con un Analisis Probit,
transformando las seis concentraciones de aceite de neem a logio y las mortalidades se
transformaron a Probit. Un andlisis de regresion simple determiné la relacion entre la
mortalidad y la concentracion, lo que permiti6 construir la respuesta concentracion-efecto.
Con los datos de mortalidad acumulados cada doce horas, durante cuatro dias (96 horas), se
determind el tiempo al cual muri6 el 50% de la poblacion (TLso) para cada concentracion y
en cada uno de los instares larvales. Para realizar todos los andlisis estadisticos de los datos

se utilizaron los Software SPSS Statistics 26.0 y Python.

53



9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1. Primer Objetivo Especifico
Determinar la concentracion de azadiractina necesaria para causar la muerte del 50%

de la poblacion en prueba, en cada instar larval (CLso).

En la Tabla 6 se observa que las mortalidades acumuladas al final del bioensayo,
inducidas por las seis concentraciones del aceite de neem aplicadas sobre los seis instares
larvales de S. frugiperda, superaron el 99,20%. En contraste, las mortalidades registradas en
el control absoluto no sobrepasaron el 4,00% en ninguno de los instares evaluados. Debido a
esta marcada diferencia, que refleja una mortalidad casi total en los tratamientos y nula en el
control, no fue posible aplicar modelos de regresion para estimar con precision los valores
de Concentracion Letal Media (CLso) ni Tiempo Letal Medio (TLso) basados en la mortalidad
final. Por esta razon, los analisis se realizaron considerando tinicamente las mortalidades
acumuladas hasta las 96 horas posteriores a la exposicion, permitiendo asi una

caracterizacion mas adecuada de la dinamica toxica del bioinsecticida en cada instar larval.

Tabla 6. Comparacion de medias de las mortalidades totales (%) causadas por seis

concentraciones de aceite de Neem, sobre los seis instares larvales de S. frugiperda.

Concentracion Mortalidad

L1 L2 L3 L4 LS L6
(nL/L) Total (%)

Control 0,66 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,50 a 4,00 a
275 100,00 b 100,00b 100,00b 100,00b 100,00b 100,00 b 100,00 b
550 100,00 b 100,00b 100,00b 100,00b 100,00b 100,00 b 100,00 b
833 100,00 b 100,00b 100,00b 100,00b 100,00b 100,00 b 100,00 b
1108 100,00 b 100,00b 100,00b 100,00b 100,00b 100,00 b 100,00 b
1383 99,87 b 99,20a  100,00b 100,00b 100,00b 100,00 b 100,00 b
1667 100,00 b 100,00b 100,00b 100,00b 100,00b 100,00 b 100,00 b
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Nota: Los promedios de mortalidad en cada columna con letra diferente son
significativamente diferentes (p <0,05).

Fuente: autores

En la Tabla 7, se presentan las ecuaciones de regresion Probit de cada instar las cuales
muestran Coeficientes de Determinacion (R?) muy altos desde 0,94 hasta 0,95, lo que refleja
una excelente capacidad predictiva del modelo y un ajuste robusto de los datos
experimentales. Esto permite confiar en que el comportamiento de la Concentracion Letal

Media (CLso) responde de manera consistente y estadisticamente valida al modelo propuesto.

El patron creciente del CLso es una manifestacion comunmente reportada en
bioensayos con insecticidas, donde los estados inmaduros de los insectos son mas vulnerables
a agentes toxicos. Esta vulnerabilidad se relaciona con varios factores fisioldgicos y
bioquimicos. Las larvas jovenes poseen una cuticula mas delgada, menor capacidad de
detoxificacion y menor volumen corporal, lo que permite una rapida absorcion del compuesto
toxico y, por tanto, una mayor mortalidad a bajas concentraciones (Nation, 2008; Després et
al., 2007). En contraste, las larvas de instares avanzados exhiben mecanismos de defensa mas
desarrollados, como el engrosamiento de la cuticula, mayor actividad de enzimas
detoxificantes e incremento del tejido adiposo y una mayor masa corporal que diluye el efecto

del toxico consumido (Li et al., 2007; Feyereisen, 2012).

Tabla 7. Ecuaciones de Regresion, Coeficiente de Determinacion y Concentracion Letal

Media para cada instar larval de S. frugiperda.

Ecuacion de CLso CLso
Instar R2

Regresion (log1o) (nL/L)
1 y =3,28x — 4,06 0,95 2,76 579,67
2 y =3,22x — 4,06 0,95 2,82 654,18
3 y=3,22x - 4,16 0,95 2,85 702,69
4 y=3,14x - 4,11 0,94 2,90 795,69
5 y=3,14x - 4,21 0,94 2,93 856,22
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6 y=3,14x-4,31 0,94 2,96 921,36

Fuente: autores

El primer instar larval presentd una CLso de 579.67 puL/l con un modelo de regresion
probit de y = 3.28x - 4.06 y un Coeficiente de Determinacion (R?) de 0.95. Este valor
representa la concentracion mas baja requerida para alcanzar la mortalidad media del 50 %,
de la poblacion en prueba, lo que sugiere una alta susceptibilidad del primer instar las
moléculas del aceite de neem. Esta sensibilidad concuerda con lo reportado por Castiglioni
et al. (2013), quienes indicaron que los instares tempranos de S. frugiperda presentan una
mayor permeabilidad cuticular y menor capacidad de detoxificacion, lo que facilita la accion

de insecticidas bioldgicos o quimicos.

@ Datos observados .
6.5 1 —— Regresion lineal
—-== Probit 5 (CL50)
6.0 === CL50 = 580 pL/I

Probit

T T T
2.5 2.6 2.7 2.8 2.9 3.0 3.1 3.2

Concentracion (logio pL/l)

Figura 7. Regresion Probit del primer instar larval de S. frugiperda, sometido a seis

concentraciones de aceite de Neem, en condiciones de laboratorio.

Nota: Figura generada por Python

Fuente: autores
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En el segundo instar, la CLso aumenté a 654.18 pL/l, con una regresion de y = 3.22x
- 4.06 y un R? = 0.95. Aunque atn se observa una alta susceptibilidad, el ligero incremento
en la CLso indica un desarrollo incipiente de mecanismos fisioldgicos de defensa, como el
engrosamiento cuticular o la activacion de enzimas detoxificantes, fenomenos descritos por

Yu (2008) en larvas de lepidopteros bajo exposicion a xenobidticos.

6.5+ @ Datos observados
—— Regresién lineal
=== Probit 5 (CL50)
—-—- CL50 = 654 pL/l

6.0

Probit

T T T
2.5 2.6 2.7 2.8 2.9 3.0 3.1 3.2

T T T
Concentracion (logio pL/l)

Figura 8. Regresion Probit del segundo instar larval de S. frugiperda, sometido a seis

concentraciones de aceite de Neem, en condiciones de laboratorio.

Nota: Figura generada por Python

Fuente: autores

El tercer instar mostré una CLso de 702.69 pL/l, con una ecuacion de regresion y =
3.22x - 4.16 y un R* = 0.95. Este ascenso progresivo en la CLso es coherente con un patron
de resistencia fisiologica gradual. En esta etapa, las larvas suelen aumentar su actividad

alimentaria y volumen corporal, lo cual puede diluir el efecto del tratamiento, como lo
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evidencid Zalucki et al. (2012), quienes sefalaron que el tamafo corporal influye en la

capacidad de tolerancia al insecticida.

6.5 7 @ Datos observados

—— Regresién lineal
6.0 4+ ——- Probit 5 (CL50)
——- CL50 = 703 pL/

Probit

T T T
2.5 2.6 2.7 2.8 2.9 3.0 3.1 3.2

Concentracion (logio pL/l)

Figura 9. Regresion Probit del tercer instar larval de S. frugiperda, sometido a seis

concentraciones de aceite de Neem, en condiciones de laboratorio.

Nota: Figura generada por Python

Fuente: autores

La CLso continta su incremento hasta 795.69 uL/l, con una ecuacion de regresion y
=3.14x - 4.11 y un R? = 0.94. Aunque la pendiente disminuye ligeramente, se mantiene una
alta correlacion. Este valor refleja una menor susceptibilidad y sugiere que a partir de este
instar se requieren mayores concentraciones para lograr efectos letales medios. Lo anterior
es compatible con estudios de Gutiérrez-Moreno et al. (2019), donde se evidencia que las
larvas mas avanzadas de S. frugiperda requieren dosis significativamente mas altas para
alcanzar la CLso, debido al desarrollo de una mayor masa corporal y el metabolismo mas

eficiente.
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@ Datos observados
6.0 4 —— Regresion lineal
=== Probit 5 (CL50)

——- CL50 = 796 pL/l
3.5 1 .

Probit

T T
2.5 2.6 2.7 2.8 2.9 3.0 3.1 3.2
Concentracion (logio pL/l)
Figura 10. Regresion Probit del cuarto instar larval de S. frugiperda, sometido a seis

concentraciones de aceite de Neem, en condiciones de laboratorio.

Nota: Figura generada por Python

Fuente: autores

En el quinto instar, la CLso se eleva a 856.22 pL/I con la regresion y = 3.14x - 4.21
(R?=0.94). Este incremento notable reafirma la tendencia observada, reforzando la nocion
de que el instar larval influye significativamente en la eficacia de los tratamientos. Las larvas
en este instar pueden haber acumulado reservas lipidicas que modulan la distribucion del
compuesto en el cuerpo, como proponen Kariuki y Onyango (2014) al evaluar la fisiologia

larval frente a toxinas vegetales.
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@ Datos observados

6.0 Regresion lineal
——- Probit 5 {(CL50)
5.5 4 —=—- CL50 = 856 pL/l

Probit

T T T
2.5 2.6 2.7 2.8 2.9 3.0 3.1 3.2
Concentracién (logio pL/1)

Figura 11. Regresion Probit del quinto instar larval de S. frugiperda, sometido a seis

concentraciones de aceite de Neem, en condiciones de laboratorio

Nota: Figura generada por Python

Fuente: autores

Finalmente, el sexto instar mostrd la CLso mas alta de 921.36 pL/l, con la regresion

de y =3.14x - 4.31 (R>= 0.94). Esta fase presenta la mayor tolerancia al tratamiento, lo cual

puede deberse a un sistema enzimatico de detoxificaciéon completamente funcional y a una

cuticula mas gruesa y desarrollada, dificultando la penetracion de compuestos. Segun Pereira

et al. (2017), este instar representa el mayor desafio en el control quimico o biologico de S.

frugiperda, siendo menos susceptible a la mayoria de los insecticidas.
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604 @ Datos observados
—— Regresién lineal
——- Probit 5 {(CL50)
——- CL50 = 921 uL/l

5.5 4

Probit

T T T
2.5 2.6 2.7 2.8 2.9 3.0 3.1 3.2
Concentracion (logio pL/l)

Figura 12. Regresion Probit del sexto instar larval de S. frugiperda, sometido a seis

concentraciones de aceite de Neem, en condiciones de laboratorio

Nota: Figura generada por Python

Fuente: autores

9.2. Discusion Cientifica del ANOVA Trifactorial

El analisis de varianza trifactorial realizado en SPSS (Tabla 8) permiti6 evaluar el
efecto de tres factores (instar larval, concentracion del bioinsecticida y tiempo de exposicion)
sobre la mortalidad larval de S. frugiperda. Este ANOVA multifactorial determino no solo
los efectos individuales (principales) de cada factor, sino también las interacciones entre
ellos, fundamentales en estudios bioecotoxicoldgicos donde las respuestas pueden ser

sinérgicas, antagonistas o independientes.

El efecto principal del instar fue altamente significativo (p <0.001), lo cual confirma

que la susceptibilidad al bioinsecticida disminuye conforme avanza el desarrollo larval. El
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valor F para el factor instar fue de 152,70, el mayor entre los efectos principales, lo que
sugiere que el instar de desarrollo larval influye considerablemente en la respuesta al
bioinsecticida. Este resultado esta respaldado por los valores crecientes de CLso obtenidos en
los modelos Probit individuales de 579,67 a 921,36 uL/l; evidenciando una resistencia

progresiva desde el segundo hasta el sexto instar.

El efecto principal de la concentracion también fue significativo (p < 0.001),
coherente con una respuesta dosis-dependiente. Las curvas de regresion mostraron
pendientes positivas en todos los instares, indicando un aumento proporcional de la
mortalidad con el incremento de la concentracion. Este comportamiento confirma la eficacia
del bioinsecticida y valida su aplicacion bajo una estrategia de manejo integrado de plagas

(MIP).

El efecto principal del tiempo de exposicion fue igualmente significativo, mostrando
un aumento acumulativo en la mortalidad observado hasta las 96 horas. Esto sugiere que el
bioinsecticida requiere un tiempo de accion relativamente lento, caracteristica frecuente en

bioinsecticidas de origen vegetal o microbiano.

Asimismo, las interacciones instar X concentracion e instar x hora también resultaron
significativas (p < 0,001), evidenciando que la toxicidad del neem varia en funcion tanto del
desarrollo larval como la duracion de exposicion. Esto permite identificar combinaciones
optimas de dosis y tiempo para lograr una eficacia maxima; mientras que, la interaccion
concentracion x hora y la interaccion triple no fueron significativas (p > 0,05), lo que indica

que estos efectos combinados no alteran sustancialmente la mortalidad observada.

Desde el punto de vista entomoldgico y toxicoldgico, este andlisis permite concluir
que la eficacia del bioinsecticida se maximiza en instares larvales tempranos, donde las larvas
presentan menor masa corporal, menor capacidad de detoxificacion enzimatica y mayor
vulnerabilidad fisioldgica. A nivel practico, los datos obtenidos refuerzan la necesidad de

monitoreo temprano de la plaga y la implementacion de estrategias de control dirigidas a las
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primeras fases larvales, lo cual permitiria optimizar los resultados y minimizar la presion de

seleccion sobre las poblaciones.

Tabla 8. Analisis de varianza trifactorial realizado en SPSS.

Pruebas de efectos inter-sujetos
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Variable dependiente: Mortalidad (%)

Origen Tipo HI de gl Media F Sig.
suma de cuadratica
cuadrados
Modelo 1584261, 116a 287 5520,074 6,362 ,000
corregido
Interseccion  2000251,084 1 2000251,08 2305,376 ,000
4
Instar 662453,087 5 132490,617 152,701 ,000
Concentraci  51152,587 5 10230,517 11,791 ,000
on uL/1
Hora 549314,699 7 78473,528 90,444 ,000
Instar*Conc  67286,267 25 2691,451 3,102 ,000
entracion
pL/1
Instar*Hora 94741,163 35 2706,890 3,120 ,000
Concentraci  35029,663 35 1000,848 1,154 ,249
on
uL/1*Hora
Instar*Conc  124283,649 175 710,192 ,819 ,953
entracion
uL/1 * Hora
Error 999528,800 1152 867,647
Total 4584041,000 1440
Total, 2583789,916 1439
corregido

Nota: R al cuadrado =,613 (R al cuadrado ajustada =,517)

Fuente: autores
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9.3. Analisis de Regresion Probit Conjunta (Todos los Instares).

9.3.3. Analisis integral de CLso en los seis instares larvales de S. frugiperda.

La Figura 9, muestra el analisis conjunto de la mortalidad de los seis instares larvas
de S. frugiperda, en funcion de diferentes concentraciones logio del aceite de Neem. Se
observa que los datos de mortalidad, transformados a escala Probit, presentan una relacion
positiva y lineal con la concentracion aplicada, como lo indica la pendiente ascendente de la

linea negra correspondiente al modelo de regresion conjunto.

Cada color en los puntos representa un instar larval especifico. Se aprecia que, aunque
existen ligeras variaciones entre instares, en general todos siguen una tendencia comun, a
mayor concentracion del bioplaguicida, mayor mortalidad larval, lo cual es consistente con
el principio basico de la toxicologia dosis-respuesta. Las diferencias verticales (ligeros
desplazamientos) entre los instares indican que hay alguna variabilidad en la sensibilidad
larval entre los diferentes instares de desarrollo, pero la tendencia general permite construir

un solo modelo predictivo para todo el conjunto.

La linea de regresion conjunta corta el eje del Probit en el valor de 5, que corresponde
a la mortalidad del 50%, a una concentracion logaritmica cercana a 2.87, lo que corresponde
aproximadamente a una concentracion real de 740,4 L/l (como se indica con la linea verde
punteada). Esto significa que, en términos globales, esta concentracion seria suficiente para
provocar el 50% de mortalidad promedio en una poblacion mixta de larvas de diferentes

instares.

El ajuste del modelo conjunto demuestra que es posible generalizar un
comportamiento dosis-respuesta para todas las etapas larvales, lo que facilita enormemente
la planificacion de programas de manejo en el campo. No obstante, debe tenerse en cuenta
que larvas de instares mds avanzados podrian requerir concentraciones ligeramente
superiores para alcanzar los mismos niveles de control que los instares tempranos, como

sugieren los ligeros desplazamientos de los puntos de datos.
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La calidad del ajuste visual y la distribucion ordenada de los puntos alrededor de la
linea de regresion refuerzan la validez del modelo conjunto, lo que respalda el uso del valor
de 740,4 uL/l1 como una referencia técnica para disenar estrategias de control efectivo con

aceite de Neem en poblaciones mixtas de S. frugiperda.

Los datos presentados muestran la evolucion del CLso en funcidon del desarrollo
ontogenético de S. frugiperda, desde el primer hasta el sexto instar. El1 CLso se incrementa
progresivamente desde 579,67 uL/lI en el primer instar hasta 921,36 pL/I en el sexto instar,
lo cual indica una disminucidn de la susceptibilidad larval al aceite de neem conforme avanza

el desarrollo del insecto.

La interpretacion de la Figura 9, donde se observa la CLso versus la concentracion
muestra una curva ascendente continua, lo que confirma la tendencia de incremento
progresivo de la tolerancia larval al bioinsecticida. Este comportamiento sugiere la existencia
de una relacion dosis-respuesta dependiente del instar larval. La pendiente de las ecuaciones
de regresion también disminuye ligeramente desde 3,28 a 3,14, lo cual puede interpretarse
como una leve disminucion en la homogeneidad de la respuesta entre individuos a medida
que aumenta el instar, posiblemente relacionada con una mayor variabilidad fisiologica entre

larvas maduras.

Desde el punto de vista del manejo integrado de plagas (MIP), este patron tiene
implicaciones practicas importantes. La eficacia del control con insecticidas, ya sean
quimicos o botdnicos, es mayor cuando se aplica en instares tempranos del insecto, antes de
que este desarrolle mecanismos de tolerancia. Aplicaciones tardias no solo son menos
eficaces, sino que pueden favorecer la seleccion de individuos resistentes, especialmente si
la concentracion utilizada no es suficiente para superar el umbral de tolerancia en los instares

superiores (Sparks & Nauen, 2015).
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Figura 13. Regresion Probit Conjunta de los seis instares larvales de S. frugiperda,

sometidos a seis concentraciones de aceite de Neem, en condiciones de laboratorio.

Nota: Figura generada por Python

Fuente: autores

9.3.4. Comparacion de la Concentracion Letal Media (CLso) y el Coeficiente
de Determinacion (R?), segun el instar larval de S. frugiperda, tratados con

aceite de Neem, en condiciones de laboratorio.

La evaluacion del comportamiento de la Concentracion Letal Media (CLso) en los
diferentes instares larvales de S. frugiperda tratados con aceite de Neem mostrd una tendencia
creciente. Los valores de CLso aumentaron progresivamente desde el primer instar hasta el
sexto instar, indicando que las larvas de los instares mds avanzados requieren mayores

concentraciones del bioinsecticida para alcanzar un 50% de mortalidad. Este comportamiento
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concuerda con la fisiologia del insecto, ya que las larvas mayores tienen una mayor masa
corporal, mejores mecanismos de detoxificacion enzimatica y mayor resistencia fisiologica,

factores que disminuyen su sensibilidad a los tratamientos.

El Coeficiente de Determinaciéon (R?*) de los modelos de regresion Probit fue
consistentemente elevado, cercano a 0.95 en todos los instares, lo que sugiere un ajuste
robusto de los datos al modelo estadistico. Sin embargo, se detect6 una ligera disminucion
del R? en instares mas avanzados, lo que podria asociarse a una mayor variabilidad individual

en las respuestas fisiologicas frente al aceite de Neem.

Desde el punto de vista practico, los resultados recomiendan priorizar el control en
los tres primeros instares larvales, donde se logra una mayor eficacia con menores dosis y se
presenta una respuesta mas homogénea. Esta estrategia optimiza el uso de bioinsecticidas,

reduce costos y minimiza la presion de seleccion hacia resistencia.

La Concentracion Letal Media estimada para el conjunto de instares fue de 740,4
uL/1, lo que representa un valor promedio que puede servir de referencia en programas de
manejo en campo. No obstante, por ejemplo, en un cultivo de maiz donde coexisten larvas
de diferentes instares, este valor debe ser interpretado con cautela. Aunque la CLso conjunta
proporciona una base general, las larvas en instares tempranos serian controladas eficazmente
con concentraciones cercanas o incluso inferiores a 740,4 uL/l; mientras que larvas mas
avanzadas de los instares cuarto, quinto y sexto podrian requerir concentraciones superiores
para alcanzar niveles de mortalidad comparables. Por tanto, en situaciones de campo mixtas,
podria ser recomendable ajustar las dosis hacia niveles mas altos que la CLso conjunta, o
reforzar el monitoreo para realizar aplicaciones oportunas cuando predominan instares

susceptibles, maximizando asi la eficiencia del control y reduciendo el impacto ambiental.
Los resultados destacan la importancia de la vigilancia fitosanitaria temprana y la

aplicacion estratégica de tratamientos en funcidn del instar de desarrollo de la plaga para

lograr un manejo exitoso y sostenible de S. frugiperda en el cultivo de maiz, principalmente.
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Figura 14. Comparacion de la Concentracion Letal Media (uL/1) y el Coeficiente de
Determinacion (R?), segun el instar larval de S. frugiperda, tratados con aceite de Neem, en

condiciones de laboratorio.

Nota: Figura generada por Python

Fuente: autores

9.2. Segundo Objetivo Especifico

9.2.1. Determinacion del Tiempo Letal Medio (TLso) para los seis instares

de S. frugiperda.

9.2.1.1. Analisis de Regresion

A. Primer instar
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Los resultados correspondientes al primer instar larval, presentados en la Tabla 9,
muestran una sensibilidad moderada al aceite de neem. Los valores de TLso oscilaron entre
31,07 y 67,02 horas, con un promedio de 52,39 horas. El valor mas bajo de TLso se registro
con la concentracion intermedia de 1383 uL/L, lo cual podria atribuirse a una mayor
vulnerabilidad fisiologica durante las primeras etapas del desarrollo, antes del
fortalecimiento de los mecanismos de detoxificacion del insecto. Los coeficientes de
determinacion (R?), que variaron entre 0,55 y 0,78, indican un ajuste aceptable del modelo
de regresion, aunque con cierta dispersion atribuible a la variabilidad individual tipica de este

primer instar inmaduro.

Adicionalmente, se observd una relacién positiva entre la concentracion y la
mortalidad en el primer instar, representada por la ecuacion de regresion y = 0.87x + 6.85 y
un Coeficiente de Determinacion de R* = 0.68, lo que sugiere una clara respuesta dosis-
dependiente. Aunque se identificaron algunos valores atipicos, como un aumento del TLso
con el incremento de la concentracion, esto podria deberse a la heterogeneidad en la
distribucion del producto o a variaciones biologicas, sin que ello afecte la tendencia general

de eficacia del neem en larvas tempranas.

Tabla 8. Tiempo Letal Medio (TLso), ecuaciones de regresion y coeficientes de
determinacion (R?) para larvas de primer instar de S. frugiperda expuestas a diferentes

concentraciones de aceite de neem.

Concentracion Ecuacion R: TLso
(nL/L) Regresion (horas)
275 y=0,90x +4,86 0,71 50,16
550 y=0,82x +2,43 0,55 58,01
833 y=0,94x -13 0,77 67,02
1108 y=0,99x -2,86 0,78 53,39
1383 y=0,86x +23,28 0,60 31,07
1667 y=0,73x +10,14 0,65 54,60

Fuente: autores
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B. Segundo instar

En el segundo instar se evidencié una mayor sensibilidad larval, con una reduccion
progresiva del TLso desde 54,99 hasta 21,27 horas al aumentar la concentracion del aceite
(Tabla 10), con un promedio de 39,55 horas. Esto sugiere una clara relacién dosis-respuesta,
en la cual las concentraciones mas elevadas provocaron una accion letal mas rapida. La
menor TLso se registrd en la concentracion 1667 pL/L, lo que confirma la eficacia del neem
en este instar. Los valores de R?, que oscilaron entre 0,61 y 0,74, respaldan la consistencia

del modelo de regresion.

La regresion obtenida para este instar (y = -0.02x + 55.57; R? = 0.84) describe una
relacion inversa entre la concentracion y el TLso, reforzando la conclusion de que el neem
fue mas efectivo a dosis altas. Esta respuesta podria estar relacionada con el inicio del

desarrollo de mecanismos de defensa fisioldgicos y conductuales en larvas de segundo instar.

Tabla 9. Tiempo Letal Medio (TLso), ecuaciones de regresion y coeficientes de
determinacion (R?) para larvas de segundo instar de S. frugiperda expuestas a

diferentes concentraciones de aceite de neem.

Concentracion Ecuacion R: TLso
(nL/L) Regresion (horas)
275 y=1,03x -6,71 0,74 54,99
550 y=1,18x -11,14 0,74 51,81
833 y=0,99x +13,14 0,67 37,23
1108 y=1,05x +7,43 0,74 40,54
1383 y=0,94x +20,43 0,74 31,46
1667 y=0,86x +31,71 0,61 21,27

Fuente: autores
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C. Tercer instar

En la Tabla 11 se presentan los TLso para el tercer instar larval, que oscilaron entre
30,05 y 57,35 horas, con un promedio general de 37,88 horas. Aunque se mantuvo la
tendencia de disminucion del TLso con el aumento de la concentracion, hubo excepciones
notables. Por ejemplo, a 1383 pL/L se observo un TLso de 57 horas, lo cual podria estar
relacionado con variabilidad biologica o el inicio de procesos de resistencia. En particular, la
concentracion de 1108 pL/L arrojé un R? de solo 0,13, reflejando una baja confiabilidad en
ese modelo. Sin embargo, en general, los R? fueron moderados a altos, lo que sustenta la

validez de los datos.

La ecuacion de regresion global para este instar (y =-0.03x + 57.11; R?=0.64) indica
una reduccion del TLso con el incremento de la concentracidn, similar al patrén observado en
el segundo instar. El valor moderado de R? sugiere cierta dispersion en los datos,
posiblemente atribuible a diferencias en la ingestion del aceite o en el estado fisiologico de

las larvas.

Tabla 10. Tiempo Letal Medio (TLso), ecuaciones de regresion y coeficientes de
determinacion (R?) para larvas de tercer instar de S. frugiperda tratadas con distintas

concentraciones de aceite de neem.

Concentracion Ecuacion R: TLso
(nL/L) Regresion (horas)
275 y=0,69x + 10,43 0,75 57,35
550 y=0,80x + 9,23 0,63 50,96
833 y=0,87x + 23,86 0,64 30,05
1108 y=1,98x - 29,14 0,13 39,97
1383 y=0,94x -3,57 0,68 57,00
1667 y=0,77x +26,71 0,50 30,25

Fuente: autores
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D. Cuarto instar

Los resultados del cuarto instar (Tabla 12) mostraron una menor eficacia del aceite de
neem, reflejada en los elevados TLso, que van desde 90,60 hasta 292,48 horas. La
concentracion 550 pL/L arrojé el TLso mas alto, lo cual es coherente con la ldgica del
incremento en el tiempo requerido para alcanzar mortalidad a bajas dosis. Sin embargo,
incluso a concentraciones mayores, los TLso se mantuvieron altos, indicando una reduccion
significativa de la toxicidad del neem en esta etapa larval. Los R? fueron bajos, entre 0,12 y
0,57, lo que evidencia una alta variabilidad en los datos, posiblemente influida por la mayor

capacidad detoxificante y mayor masa corporal del insecto en este instar.

Para los instares cuarto, quinto y sexto, la respuesta fue mas compleja. El cuarto instar
arrojo un TLso elevado (promedio cercano a 146 h) con una regresion negativa (y = -0.06x +
195.46; R* = 0.64), indicando que la eficacia del neem disminuy6 considerablemente,
probablemente debido al mayor tamaiio corporal y una cuticula mas resistente, como ha sido

descrito en larvas avanzadas de lepidopteros (Schmutterer, 1990).

Tabla 11. Tiempo Letal Medio (TLso), ecuaciones de regresion y coeficientes de
determinacion (R?) para larvas de cuarto instar de S. frugiperda expuestas a distintas

concentraciones de aceite de neem.

Concentracion Ecuacion R: TLso
(nL/L) Regresion (horas)
275 y=0,48x -8,14 0,47 121,13
550 y=0,17x +0,28 0,12 292,48
833 y=0,60x -10,87 0,43 101,45
1108 y=0,55x -7,28 0,33 104,15
1383 y=0,73x -16,14 0,57 90,60
1667 y=0,34x -6,43 0,56 165,97

Fuente: autores
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E. Quinto instar

Las larvas en el quinto instar evidenciaron una marcada resistencia al aceite de neem,
con TLsp extremos, alcanzando un maximo de 409,85 horas a 550 uL/l., un TLso promedio
de 196.69 horas. Aunque hubo una ligera disminuciéon del TLsp a mayores concentraciones
(hasta 95,17 horas a 1667 uL/L), los resultados siguen siendo elevados en comparacioén con
los primeros tres instares. Los R? fueron bajos en general (entre 0,16 y 0,48), indicando que
la regresion no explica de forma robusta la variabilidad observada (Tabla 13). Este patrén
podria explicarse por una combinacion de mecanismos fisioldgicos de tolerancia y mayor
volumen corporal que disminuye la eficacia del aceite de Neem en este quinto instar

avanzado.

El quinto instar present6 la mayor variabilidad y valores extremos (hasta 409.85 horas
de TLso en algunas concentraciones), con una ecuacion de regresion mas pronunciadamente
negativa (y = -0.11x + 290.36; R? = 0.68). Esta respuesta puede estar influenciada por una
combinacion de factores fisioldgicos, incluyendo tasas metabolicas elevadas, cambios en la
permeabilidad cuticular y la capacidad de metabolizar compuestos toxicos.

Tabla 12. Tiempo Letal Medio (TLso), ecuaciones de regresion y coeficientes de
determinacion (R?) para larvas de quinto instar de S. frugiperda tratadas con

diferentes concentraciones de aceite de neem.

Concentracion Ecuacion R: TLso
(nL/L) Regresion (horas)
275 y=0,26x -6,14 0,38 215,92
550 y=0,13x -3,28 0,16 409,85
833 y=0,23x -4,14 0,23 235,39
1108 y=0,49x -6,57 0,46 115,45
1383 y=0,53x -7,43 0,48 108,36
1667 y=0,65x -11,86 0,48 95,17

Fuente: autores
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F. Sexto instar

Los datos correspondientes al sexto instar, resumidos en la Tabla 14, evidencian los
TLso mas altos del estudio, con valores que oscilaron entre 93,18 y 215,85 horas. El TLso
promedio de 135.77 horas. Aunque las concentraciones mas elevadas redujeron los tiempos
letales, el efecto sigue siendo limitado en términos de rapidez. Los valores de R? se
mantuvieron entre 0,34 y 0,57, lo que indica una explicacion moderada del modelo, pero atin
con un componente importante de variabilidad no explicado. Esta etapa representa la mayor
resistencia al neem, evidenciando una clara disminucidén de eficacia larvicida conforme

avanza el desarrollo larval de S. frugiperda.

El sexto instar mostrd una tendencia negativa moderada (y = -0.06x + 181.91; R? =
0.68), con valores de TLso que, aunque menores que los del quinto instar, permanecieron
elevados. Esto confirma que las larvas en los ultimos instares requieren mayores
concentraciones o exposiciones prolongadas para alcanzar niveles de mortalidad similares a
los de los instares tempranos. Esto implica que, aunque las larvas mas grandes son mas
resistentes, la eficacia del neem aun depende proporcionalmente de la concentracion
administrada.
Tabla 13. Tiempo Letal Medio (TLso), ecuaciones de regresion y coeficientes de

determinacion (R?) para larvas de sexto instar de S. frugiperda expuestas a diferentes

concentraciones de aceite de neem.

Concentracion Ecuacion R: TLso
(nL/L) Regresion (horas)
275 y=0,40x -11,14 0,47 152,85

550 y=0,27x -8,28 0,34 215,85
833 y=0,37x -9,14 0,38 159,84

1108 y=0,63x -11,57 0,55 97,73

1383 y=0,67x -12,43 0,57 93,18
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1667 y=0,65x -11,86 0,48 95,17

Fuente: autores

9.2.1.2. Discusion

Los resultados obtenidos en este bioensayo revelan una marcada variacion en la
sensibilidad de S. frugiperda al aceite de neem Azadirachta indica A. Juss, segun el instar
larval. Esta variabilidad en los TLso, calculados a partir de la mortalidad acumulada entre las
12 y 96 horas, subraya la importancia de aplicar el aceite en el momento adecuado como
parte del manejo integrado de plagas. Se evidencid que la eficacia del neem disminuye
progresivamente conforme las larvas avanzan en su desarrollo, lo que concuerda con
investigaciones anteriores que indican que los instares tempranos son mas susceptibles
debido a su cuticula mas delgada y menor capacidad de detoxificacion (Schmutterer, 1990;

Mordue & Nisbet, 2000).

En el primer instar, se obtuvo un TLso promedio de 52,37 horas, con una regresion
positiva (y = 0,87x + 6,85; R? = 0,68), lo cual indica que el aumento en la concentracion del
neem genera un efecto acumulativo sobre el tiempo. Esta respuesta podria explicarse por la
limitada capacidad enzimatica de las larvas jovenes para metabolizar compuestos

aleloquimicos como los limonoides presentes en el neem (Koul et al., 2004).

En contraste, el segundo instar present6 una relacion negativa entre concentracion y
TLso (y =-0,02x + 55,57; R* = 0,84), lo cual sugiere que una mayor concentracion reduce el
tiempo necesario para alcanzar el 50% de mortalidad. El alto valor de R? respalda una accion

consistente del neem en este instar larval.
Para el tercer instar (y = -0,03x + 57,11; R? = 0,64), se mantuvo la tendencia

decreciente del TLso con el incremento de la concentracion, aunque con mayor dispersion.

Esta variabilidad podria deberse a cambios fisiologicos iniciales, como el engrosamiento de
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la cuticula o el inicio de mecanismos de detoxificacion, sin que ello reste efectividad al

bioplaguicida.

Los instares mas avanzados (cuarto, quinto y sexto) registraron TLso mds elevados, lo
que indica una menor vulnerabilidad al neem. Esta resistencia relativa podria estar
relacionada con una cuticula mas desarrollada y una mayor capacidad detoxificante. De
forma destacada, el cuarto instar mostr6é un TLso sumamente alto (292,48 h) a 550 puL/L, lo
que podria sugerir una tolerancia transitoria a esta concentracion. En el caso del quinto y
sexto instares, también se observaron TLso elevados, aunque con una tendencia descendente
conforme aumentd la concentracion, lo cual indica que solo las concentraciones mas altas

son efectivas para estos dos ultimos instares (Figura x).

La figura 11 de TLso obtenida a partir del tratamiento con aceite de neem sobre larvas
de S. frugiperda en distintos instares larvales revela diferencias marcadas en la
susceptibilidad entre instares. Las larvas del primer instar (linea azul oscuro) mostraron un
TLso que oscild entre 45 y 65 horas, con una leve tendencia al aumento en concentraciones
intermedias. Este comportamiento refleja una alta susceptibilidad a bajas concentraciones del
extracto, como se ha reportado en investigaciones similares donde se destaca la eficacia del
neem sobre estados larvales tempranos (Mordue & Nisbet, 2000; Koul et al., 2004). Las
larvas del segundo instar (linea naranja) presentaron un comportamiento similar, con
tiempos letales entre 40 y 60 horas y una ligera reduccién del TLso en concentraciones
medias, lo cual sugiere la incipiente aparicion de mecanismos de detoxificacion fisiologica

que podrian aumentar levemente su tolerancia (Isman, 2006).

Por otro lado, el tercer instar (linea verde oscuro) mostr6 los valores de TLso mas
bajos del estudio, en torno a las 35 horas y con una tendencia descendente conforme
aumentaba la concentracion. Esta respuesta podria explicarse por un equilibrio entre la
madurez fisiologica de la larva y su vulnerabilidad al compuesto activo del neem, lo cual ha
sido documentado como un punto critico de efectividad de los bioplaguicidas (Prakash et al.,
2008). Las larvas del cuarto instar (linea azul claro) mostraron un aumento pronunciado del

TLso hasta 550 pL/L, donde alcanzaron cerca de 290 horas, seguido de una fuerte reduccion
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en concentraciones superiores. Este comportamiento no lineal indica un pico de tolerancia
intermedio probablemente relacionado con el desarrollo de una cuticula més densa o un

sistema enzimatico mas eficiente (Musabyimana et al., 2001).

En el caso del quinto instar (linea morada), se observo el TLso més alto del estudio,
superando las 400 horas a 550 uL/L. Este resultado sugiere que este instar representa el punto
maximo de resistencia fisiologica al neem en el ciclo larval de S. frugiperda. Sin embargo, a
partir de esa concentracion, el TLso descendio de forma continua, evidenciando que dosis
mas altas del producto ain logran superar esta barrera fisiologica (Nathan et al., 2005).
Finalmente, el sexto instar (linea verde claro) presentd una curva moderada, iniciando con
un TLso cercano a las 150 horas, aumentando levemente hasta 210 horas y luego
disminuyendo con el aumento de la concentracion. Este patron es consistente con larvas en
maduracion o proximas a la pupacion, que suelen reducir su actividad alimentaria y presentar

menor exposicion efectiva al toxico (Martinez, 2012).

En general, la tendencia decreciente del TLso con el incremento de la concentracion
confirma la naturaleza dosis-dependiente del efecto del aceite de neem. Esta relacion ha sido
ampliamente documentada para compuestos bioactivos de origen vegetal (Isman, 2008;
Mordue & Nisbet, 2000). De manera coherente con otros estudios, se confirma que la eficacia
del neem es significativamente mayor en los primeros instares larvales de S. frugiperda (Koul
et al., 2004; Nathan et al., 2005), por lo cual se recomienda su aplicacion en fases tempranas
del ciclo de vida del insecto para maximizar su efectividad y reducir la presion de seleccion

sobre los instares mas resistentes.
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Figura 15. Comparacion de los valores de TLso entre los seis instar es larvales de S.

frugiperda expuestos al aceite de neem.

Nota: Figura generada por Python

Fuente: autores

En la figura 12, que resume los datos promedios de los seis instares, se evidenci6 una

relacion inversa entre la concentracion del neem y el TLso promedio. La regresion lineal
global se ajustd a la ecuacion y = -0,052x + 151,71, con un R? = 0,42, lo que sugiere una
correlacion moderada. El TLso promedio calculado para todos los instares larvales fue de

1958,51 pL/L, lo que representa la concentracién necesaria para inducir un 50% de

mortalidad promedio en larvas de diferentes edades.

La variabilidad observada en los TLso entre los diferentes instares puede atribuirse a

multiples factores fisiologicos. Los instares tempranos poseen sistemas enzimaticos de
desintoxicacion menos desarrollados y una mayor relacion superficie/volumen corporal, lo
que facilitaria la absorcion y accion de los compuestos activos del neem (Schmutterer, 1990;

Nathan et al., 2005). Ademads, la azadiractina interfiere con la sintesis y liberacion de
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ecdisteroides, hormonas criticas para la muda, un proceso particularmente sensible en los

primeros instares (Mordue y Blackwell, 1993; Subrahmanyam, 1990).

Regresidn lineal TLso promedio vs. concentracion de neem
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Figura 16. Relacion global entre la concentracion del aceite de neem y el TLso promedio

para los seis instar es larvales de S. frugiperda.

Nota: Figura generada por Python

Fuente: autores

9.2.2. Analisis del umbral fisiolégico entre instares larvales de S. fiugiperda

tratados con aceite de neem

Diversos estudios han evidenciado que la susceptibilidad de los insectos a compuestos
bioinsecticidas varia de manera significativa a lo largo de sus diferentes instares larvales, y
S. frugiperda no es la excepcion. En este contexto, los datos muestran una clara separacion
fisiologica entre los tres primeros instares larvales y los instares posteriores, en términos de
la respuesta al aceite de neem, medido a través del TLso. Este umbral se manifiesta en un
patron de mayor susceptibilidad en los tres primeros instares, con TLso relativamente bajos,

y una marcada elevacion del TLso en los instares cuarto y quinto, particularmente en
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concentraciones intermedias del extracto, antes de volver a disminuir en concentraciones mas

altas.

Desde un punto de vista fisioldgico, los instares tempranos presentan estructuras
corporales mas vulnerables, con una cuticula fina y permeable que facilita la penetracion del
compuesto activo, azadiractina, a través de la via topica o ingestiva. Ademas, sus mecanismos
enzimaticos de detoxificacion como las monooxigenasas dependientes del citocromo P450,
glutatén-S-transferasas y carboxilesterasas estan poco desarrollados, lo que limita su
capacidad para neutralizar o excretar los compuestos toxicos (Després et al., 2007; Sparks &
Nauen, 2015). Esto justifica los TLso mas bajos y la mayor mortalidad observada en estos

instares ante concentraciones relativamente bajas de neem.

El “salto” fisiologico observado a partir del cuarto instar se explica por la maduracion
progresiva del sistema de defensa bioquimico del insecto. Estudios previos indican que las
larvas de instares avanzados no solo presentan un engrosamiento de la cuticula que actua
como barrera fisica, sino que también muestran una mayor expresion de genes asociados a
enzimas detoxificantes, lo que incrementa su tolerancia a xenobidticos (Li et al., 2007;
Feyereisen, 2012). Este umbral se traduce en TLso notablemente mas altos, en especial en
concentraciones intermedias del extracto, reflejando un retardo en la accion letal del
compuesto. Ademas, los tejidos grasos de las larvas mayores pueden actuar como reservorios
transitorios de toxinas, disminuyendo la disponibilidad inmediata del insecticida en los

organos diana (Nation, 2008).

Sin embargo, el hecho de que los TLso vuelvan a disminuir a concentraciones mayores
(>1100 pL/L) indica que la capacidad de detoxificacion tiene un limite fisiologico. Cuando
las dosis de neem superan ese umbral, incluso las larvas mas desarrolladas sucumben a sus
efectos letales, lo que refuerza la hipotesis de que la eficacia del neem es dosis-dependiente,

aunque modulada por el instar larval.

En sintesis, el umbral entre los tres primeros instares y los instares avanzados

constituye un fenémeno fisioldgico bien documentado en la literatura entomologica. Tiene
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profundas implicaciones en el disefio de estrategias de control bioldgico, ya que sugiere que
la aplicacion temprana del bioinsecticida, cuando las larvas se encuentran en estadios mas
susceptibles, puede maximizar su eficacia y reducir la presion de seleccion por resistencia.
Este conocimiento también es clave para la programacion de bioensayos, permitiendo una

mejor interpretacion de los resultados en funcion del desarrollo ontogenético del insecto

plaga.

Existe un aumento del TLso promedio del 271,3% entre los tres primeros instares y
los instares cuarto, quinto y sexto. Este valor cuantifica con claridad el umbral fisiologico,
reflejando que las larvas avanzadas requieren un tiempo letal medio casi tres veces mayor
para alcanzar el 50% de mortalidad frente al mismo agente (aceite de neem). Esto sustenta la
hipdtesis de un salto fisioldgico y justifica la necesidad de aplicar tratamientos tempranos en

programas de manejo integrado de S. frugiperda.

9.2.3. Discusion del ANOVA trifactorial

En la Tabla 15, se presenta el Anova factorial de la Prueba de efectos inter-sujetos, la

cual arroja la siguiente informacion:

9.2.3.1. Coherencia global del modelo y calidad del ajuste

El modelo presenta un valor de significancia global (p < 0,001) y un alto Coeficiente
de Determinacion ajustado (R* = 0,66), lo cual indica que cerca del 66% de la variabilidad
total en la mortalidad acumulada de larvas de S. frugiperda es explicada por los factores
evaluados como el instar larval, la concentracion del aceite de neem y el tiempo (hora), asi
como sus interacciones. Este resultado valida la pertinencia del disefio experimental y
respalda la solidez del andlisis estadistico para describir el comportamiento de la variable

dependiente (mortalidad).
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9.2.3.2. Efecto principal del instar larval

El efecto del instar larval fue altamente significativo (F = 287,439; p < 0,001),
evidenciando que la susceptibilidad de las larvas a la accion del aceite de neem varid
significativamente segln el instar de desarrollo. Esto es coherente con estudios previos que
indican que las larvas mas jovenes suelen ser mas susceptibles a bioplaguicidas, debido a su
menor grosor de cuticula, menor capacidad de detoxificacion enzimatica y mayor

permeabilidad a compuestos bioactivos (Mordue & Nisbet, 2000; Isman, 2006).

9.2.3.3. Efecto principal de la concentracion

El factor concentracion de aceite de neem (pL/L) también mostrd un efecto altamente
significativo (F = 23,846; p < 0,001), confirmando una clara relacion dosis-respuesta, en la
cual el aumento de la concentracion se traduce en una mayor mortalidad larval. Esta respuesta
es consistente con la literatura sobre la azadiractina, principal compuesto activo del neem,
conocido por su accion antialimentaria, inhibidora del crecimiento y letal en insectos

(Schmutterer, 1990; Koul, 2004).

9.2.3.4. Efecto principal del tiempo

El tiempo (hora) tuvo igualmente un efecto significativo (F = 173,447; (p < 0,0001),
lo que indica que la mortalidad larval se incremento significativamente con el paso de las
horas, reflejando la accioén progresiva del bioplaguicida y validando el uso del pardmetro
Tiempo Letal Medio (TLso) como medida de efectividad. El patrén temporal es clave en
estudios de toxicidad, especialmente con compuestos de accion retardada como el aceite de

necm.
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9.2.3.5. Interaccion entre instar y concentracion

La interaccion Instar x Concentracion resulto significativa (F = 4,400; p < 0,000), lo
cual sugiere que el efecto de la concentracion depende del instar larval. En otras palabras,
una misma concentracion de neem no produce el mismo nivel de mortalidad en todos los
instares. Esto refuerza la necesidad de considerar el instar del insecto objetivo al disefiar
estrategias de aplicacion de bioplaguicidas, ya que la sensibilidad varia con el desarrollo

ontogenético.

9.2.3.6. Interaccion entre instar y tiempo

La interaccion Instar x Hora fue significativa (F = 1,803; p <0,003), evidenciando que
la evolucion de la mortalidad en el tiempo no es uniforme entre los distintos instares. Esto
sugiere que algunos instares alcanzan el TLso mas rapidamente que otros, probablemente
debido a diferencias en metabolismo, absorcion o mecanismos de defensa. Este tipo de
analisis es clave para afinar los tiempos de evaluacion y optimizar los protocolos de

aplicacion.
9.2.3.7. Interaccion entre concentracion y tiempo
La interaccion Concentracion x Hora no fue significativa (F = 0,880; p = 0,670),
indicando que la variacion en el efecto del tiempo no depende significativamente de la
concentracion del aceite. Es decir, aunque hay un efecto claro de la concentracion y del

tiempo por separado, sus efectos combinados no generan sinergias o antagonismos

detectables estadisticamente, al menos dentro del rango de concentraciones evaluado.

9.2.3.8. Interaccion triple: Instar x Concentracion x Hora
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La interaccion triple fue no significativa (F = 0,609; p = 1,000), lo cual implica que
no hay una dependencia compleja entre los tres factores simultdneamente. Esta ausencia de
efecto triple facilita la interpretacion del modelo, permitiendo analizar los efectos e
interacciones dobles sin perder poder explicativo, y reduciendo la complejidad de los

patrones de respuesta.
9.2.3.9. Error experimental y confiabilidad
El valor del error medio cuadratico (2,429) es relativamente bajo en comparacion con
las medias cuadréaticas de los efectos principales, lo cual indica buena precision del modelo
y bajo nivel de variacion no explicada. La estructura experimental con réplicas y control del

error por bloques completamente al azar contribuyd significativamente a este resultado.

Tabla 14. Anova factorial de la Prueba de efectos inter-sujetos.

Origen Tipo Il de gl Media F Sig.
suma de cuadratica
cuadrados
Modelo corregido ~ 7484,033* 287 26,077 10,735 0,000
Interseccion 19791,599 1 19791,599 8147,669 0,000
Instar 3491,113 5 698,223 287,439 0,000
Concentracionmm?l 289,623 5 57,925 23,846 0,000
Hora 2949,252 7 421,322 173,447 0,000
Instar * 267,196 25 10,688 4,400 0,000
Concentracionmm?l
Instar * Hora 153,328 35 4,381 1,803 0,003
Concentracionmm?l 74,803 35 2,137 0,880 0,670
* Hora
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Instar * 258,718 175 1,478 0,609 1,000
Concentracionmm?l

* Hora

Error 2798,337 1152 2,429

Total 30073,968 1440

Total, corregido 10282,369 1439

Nota: a. R al cuadrado =,728 (R al cuadrado ajustada = ,660)

Fuente: SPSS v. 26
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10. Conclusiones

La eficacia del aceite de neem es mayor en los primeros instares larvales de S.
frugiperda, tanto en términos de menor concentracion letal media (CLso) como de tiempos
letales medios (TLso) més cortos. Esto se debe a la menor capacidad de detoxificacion y

mayor permeabilidad de la cuticula en las larvas jovenes.

Existe una relacion directa entre el desarrollo larval y la resistencia fisiologica al
neem, evidenciada por un aumento progresivo en los valores de CLso (de 579,67 uL/L en el
primer instar a 921,36 pL/L en el sexto) y un incremento del 271,3% en los TLso entre los
primeros y ultimos instares. Este umbral fisiologico representa una barrera significativa en

la eficacia del tratamiento en etapas tardias.

El comportamiento dosis-dependiente fue evidente en ambos pardmetros, donde
mayores concentraciones de neem lograron reducir el TLso incluso en instares avanzados,
aunque con menor eficiencia. Esto valida el uso de regresiones Probit y modelos de ANOVA

multifactorial para predecir y ajustar estrategias de aplicacion del bioplaguicida.
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11. Recomendaciones

Aplicar el aceite de neem durante los tres primeros instares larvales, cuando la
susceptibilidad de S. frugiperda es mayor, para lograr el maximo impacto con menores dosis,

reduciendo asi costos y el riesgo de generar resistencia en la poblacion plaga.

En situaciones de campo con poblaciones mixtas, se recomienda ajustar la
concentracion del producto por encima del valor promedio de CLso (740,4 pL/L),
especialmente cuando predominan larvas en instares cuarto a sexto, para asegurar niveles de

mortalidad adecuados.

Incorporar el monitoreo del estadio larval y tiempos de exposicion en el disefio de
programas de manejo integrado, combinando la aplicacion de neem con practicas culturales
y otros biocontroladores, optimizando la eficacia del tratamiento y promoviendo un control

sostenible de S. frugiperda.
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13. Anexos

Anexo 1. Instrumento para la toma de datos de Mortalidad de larvas.
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Anexo 2.Recoleccion de huevos.
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Nota: Pupas y adultos de S.frugiperda en gladiola (A), Recoleccion de postura (B).

Anexo 3. Almacenamiento de posturas de S. frugiperda en vasos de 250 ml
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Anexo 5. Individualizacion de cada larva en vasos de 25ml..

Nota. Individualizacion para montar el primer ensayo con larvas del primer instar (L1),
edad de 3 dias.

Anexo 6. Ciclo de preparacion para cada ensayo
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Nota: Productos utilizados (A), Medida de productos para crear la mezcla madre (B),
Mezcla preparada (C), Medicion para crear cada una de las concentraciones (D),

Concentraciones finales (E).

Anexo 7. Recortes de discos de maiz y sumergencia a cada concentracion
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Anexo 9. Toma de datos para el primer instar

Larva 1 instar
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Anexo 11. Toma de datos para el tercer instar.




Nota: toma de datos (A), Registro de larva muerta (B), larva de quinto instar (C).

Anexo 14. Toma de datos para el sexto instar
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Nota: Registro de datos para el instar 1 concentracion de 0,33% cada X significa la hora de muerte de cada larva,
en el eje horizontal esta el numero de horas y en vertical el nimero de repeticion y numero de larva (A), Registro
de datos para el instar 1 concentracion de 0,66% (B), Registro de datos para el instar 1 concentracion de 1,00%(C),
Registro de datos para el instar 1 concentracion de 1,33%(D), Registro de datos para el instar 1 concentracion de
1,66%(E), Registro de datos para el instar 1 concentracion de 2,00% (F).




Anexo 16. Planillas de registro de datos para el segundo ensayo con larvas de segundo instar.
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Nota: Registro de datos para el instar 2 concentracion de 0,33% cada X significa la hora de muerte de cada larva, en el eje
horizontal esta el nimero de horas y en vertical el numero de repeticion y numero de larva (G), Registro de datos para el
instar 2 concentracion de 0,66% (H), Registro de datos para el instar 2 concentracion de 1,00%(I), Registro de datos para

el instar 2 concentracion de 1,33%(J), Registro de datos para el instar 2 concentracion de 1,66%(K), Registro de datos para
el instar 2 concentracion de 2,00% (L).

Anexo 17. Planillas de registro de datos para el tercer ensayo con larvas de tercer instar.

LN KE o
ANSHCNENC
NESETNENI

n(

.’;\“ !1 N




Nota: Registro de datos para el instar 3 concentracion de 0,33% cada X significa la hora de muerte de cada larva, en el eje
horizontal esta el nimero de horas y en vertical el numero de repeticion y numero de larva (M), Registro de datos para el
instar 3 concentracion de 0,66% (N), Registro de datos para el instar 3 concentracion de 1,00%(O), Registro de datos para el
instar 3 concentracion de 1,33%(P), Registro de datos para el instar 3 concentracion de 1,66%(Q), Registro de datos para el
instar 3 concentracion de 2,00% (R).




Anexo 18.Planillas de registro de datos para el cuarto ensayo con larvas de cuarto instar.




Nota: Registro de datos para el instar 4 concentracion de 0,33% cada X significa la hora de muerte de cada larva, en el eje horizontal
esta el numero de horas y en vertical el nimero de repeticion y numero de larva (S), Registro de datos para el instar 4 concentracion
de 0,66% (T), Registro de datos para el instar 4 concentracion de 1,00%(U), Registro de datos para el instar 4 concentracion de
1,33%(V), Registro de datos para el instar 4 concentracion de 1,66%(W), Registro de datos para el instar 4 concentracion de 2,00%

(X).




Anexo 19.Planillas de registro de datos para el quinto ensayo con larvas de quinto instar.
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Nota: Registro de datos para el instar 5, concentracion de 0,33% cada X significa la hora de muerte de cada larva, en el eje horizontal
esta el numero de horas y en vertical el nimero de repeticion y numero de larva (A), Registro de datos para el instar 5 concentracion
de 0,66% (B), Registro de datos para el instar 5 concentracion de 1,00%(C), Registro de datos para el instar 5 concentracion de
1,33%(D), Registro de datos para el instar 5 concentracion de 1,66%(E), Registro de datos para el instar 5 concentracion de 2,00%

(F).



Anexo 20.Planillas de registro de datos para el sexto ensayo con larvas de sexto instar.
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Nota: Registro de datos para el instar 6, concentracion de 0,33% cada X significa la hora de muerte de cada larva, en el eje horizontal
esta el numero de horas y en vertical el nimero de repeticion y numero de larva (G), Registro de datos para el instar 6 concentracion
de 0,66% (H), Registro de datos para el instar 6 concentracion de 1,00%(I), Registro de datos para el instar 6 concentracion de
1,33%(J), Registro de datos para el instar 6 concentracion de 1,66%(K), Registro de datos para el instar 6 concentracion de 2,00%

(L).




