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Evaluacion en laboratorio de seis extractos botanicos para el control de larvas de
Lepidoptera, usando Galleria mellonella (L.) como modelo

Israel Alejandro Reyna Peralta

Resumen. La contaminacion ambiental producto del uso de plaguicidas es muy elevada. Existen
algunas plantas que poseen propiedades insecticidas o repelente a partir de metabolitos secundarios
y que pueden ser usadas para elaborar insecticidas menos contaminantes. Se exploro el uso de seis
extractos botanicos para el control de lepiddpteros utilizando larvas de Galleria mellonella (L.)
como insecto modelo. Se evalué la mortalidad de larvas y se determind la CL50 y TL50. Se
evaluaron tres dosis/extracto, las cuales se asignaron segun los resultados de mortalidad en un
disefio completamente al azar, con tres repeticiones por tratamiento, y cinco larvas por unidad
experimental. Las observaciones se realizaron en intervalos de 8 y 16 horas hasta las 264 horas. Se
realizd andlisis de regresion y analisis Probit para la determinacion de la TL50 y CL50. Los
tratamientos en su mayoria no tuvieron diferencias significativas entre sus medias para la variable
mortalidad, no obstante, el aceite de Capsicum a 15 g/L presentd mortalidad mas alta (4.67) y
diferencias minimas significativas a los demas tratamientos. El aceite de orégano a5 g/L y el aceite
de pimienta negra a 10 g/L presentaron los niveles mas bajos de mortalidad. Las CL50 maés bajas
se obtuvieron con el aceite de Capsicum (2.78 g/L), hiedra metandlico (6.65 g/L) y toloache (8.38
g/L). Los mejores TL50 fueron los extractos de hiedra metanolico (173 horas), aceite de Capsicum
(185 horas) y aceite de orégano (191 horas).

Palabras clave: Analisis Probit, concentracion letal media, ensayos toxicoldgicos, tiempo letal
medio.

Summary. The environmental pollution is very high due to the use of pesticides. There are some
plants that have insecticidal or repellent properties from secondary metabolites and can be used to
make less contaminant insecticides. The use of six botanical extracts for the control of Lepidoptera
was explored using Galleria mellonella (L.) larvae as a model insect. Larval mortality was
evaluated and the LC50 and TL50 were determined. Three doses / extract were implemented, which
were assigned according to the mortality results; in a completely randomized design, with three
replications per treatment and five larvae per experimental unit. Observations were made at 16-
and 8-hour intervals until 264 hours. Regression analysis and Probit analysis were performed to
determine the TL50 and LC50. Most of the treatments did not have significant differences between
their means for the mortality variable, however, Capsicum oil at 15 g/L presented significant
differences and the highest mortality (4.67). The oregano oil at 5 g/L and black pepper oil at 10
g/L had the lowest mortality levels. The best LC50 were obtained by Capsicum oil (2.78 g/L),
methanolic ivy (6.65 g/L) and toloache (8.38 g/L). The best TL50 were methanolic ivy extracts
(173 hours), Capsicum oil (185 hours) and oregano oil (191 hours).

Keywords: Mean lethal concentration, mean lethal time, Probit analysis, toxicological tests.
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1. INTRODUCCION

Uno de los problemas més importantes en cuanto el manejo de los cultivos agricolas es el control
de plagas, definidas estas como organismos que atacan a los cultivos y cuyo nivel poblacional sube
hasta producir una reduccion o anulacién del rendimiento y causar pérdidas econdémicas (Jiménez
2009). La presencia de plagas en los cultivos representa una amenaza tanto para el agricultor que
enfrenta el dafio como para sus parcelas adyacentes (FAO 2001).

Existen diferentes técnicas y métodos para el manejo de plagas, entre los mas importantes estan: el
control cultural, mecanico, fisico, bioldgico, genético, quimico y organico; la integracion de estos
da lugar al manejo integrado de plagas (MIP) (Jiménez 2009; Escobar 2016). Mucho de estos
métodos han traido consigo repercusiones ambientales importantes, en especial con el uso de
plaguicidas de amplio espectro y altamente disruptivos (control quimico) (Garcia y Navarro 1995).

En la actualidad, la implementacion de plaguicidas es muy diversa; la agricultura es la actividad
donde méas emplean este tipo de productos, consumiendo hasta un 85% de la produccién mundial
de plaguicidas (Rodriguez et al. 2014). La contaminacion ambiental por parte de los plaguicidas
dependera de las caracteristicas (residualidad, toxicidad, tipo de molécula, entre otras) que posea
el producto, afectando a los sistemas abidticos (aire, agua y suelo) y bioticos (plantas y animales),
amenazando con la estabilidad de estos sistemas y convirtiéndose en una fuente de peligro para la
salud publica (Rodriguez et al. 2014).

Una de las alternativas que han surgido para hacer frente a esta problemética del uso excesivo de
plaguicidas y la contaminacion ambiental estd en la produccién organica (Devine et al. 2008).
Actualmente la agricultura orgénica certificada abarca solo el 1% del &rea total cultivada en el
mundo (37.2 millones de ha), de los cuales el 23% se concentra en América Latina (Escobar 2016).
Este tipo de produccion emplea una alternativa de produccién de plaguicidas a través de
biopreparados, donde se utilizan sustancias de origen vegetal, animal o mineral que tienen efectos
insecticidas o repelentes (Salinas 2014; Terrile 2010).

Para la elaboracion de estos biopreparados se usan plantas que poseen sustancias aleloquimicas o
metabolitos secundarios (acidos grasos, lignanos, alcaloides, esteroides y terpenos), que por lo
general no son esenciales para las operaciones metabolicas y se caracterizan por tener propiedades
insecticidas o repelentes (Celis et al. 2008). Entre los insectos plaga mas importantes estan los
pertenecientes al orden Lepidoptera; las larvas son de tipo eruciformes (orugas) y con un aparato
bucal masticador que representa el principal causante de dafios en los cultivos (Barros et al. 2015).
Dentro del orden se encuentran 13 superfamilias que son consideradas plagas de importancia
econdmica, algunos ejemplos son: Noctuoidea, Gelechioidea, Pyraloidea y Tortricoidea (Selfa y
Anento 1997).

Las plantas poseen una gran variedad de mecanismo de defensa contra los insectos plaga, estos
mecanismos se clasifican en fisicos y quimicos, adquiriendo una serie de ventajas adaptativas
(Caballero 2004). EI mecanismo de interés, en el caso de la utilizacion de extracto vegetales, es de
tipo quimico; el cual corresponde a un conjunto de compuestos aleloquimicos o metabolitos
secundarios que tienen un efecto negativo en la biologia, desarrollo o comportamiento de otra



especie (Caballero 2004). Los efectos de las sustancias quimicas sobre otro organismo pueden ser
toxico, repelente, disuasorio y reductor de digestibilidad (Caballero 2004).

Las biomoléculas con actividad insecticida se pueden clasificar en inhibidores de la alimentacion
y compuestos fitotoxicos (Alonso 1999). Los inhibidores de la alimentacidn estan constituidos por
un grupo de compuestos como: terpenoides, donde se ha demostrado su actividad insecticida contra
larvas de Heliothis virescens (F.), Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) y Aphis fabae (Scopoli);
compuestos aromaticos (alcaloides, fenoles, quinonas y acidos fendlicos) compuestos hetero-
ciclicos (cumarinas, taninos, flavanoides, lignanos y taninos) y esteroides; todas estas moléculas
provocan un efecto de interrupcion de la alimentacion del insecto, provocando asi la muerte por
inanicion (Alonso 1999; Luna et al. 2007). En cuanto a los compuestos fitotdxicos se encuentran:
las toxinas de tipo lineal como los aldehidos, los cuales poseen un grupo organico carbonilo
responsable de la actividad insecticida y las fitotoxinas ciclicas, las cuales estdn compuestas de
alcaloides derivados del tropano y poseen varias moléculas con nitrogeno secundario, terciario y
cuaternario que confiere la alta toxicidad (Alonso 1999; Luna et al. 2007).

En las ultimas décadas la utilizacion de insectos modelo en experimentos de laboratorio ha
alcanzado un gran apogeo (Gomez 2015). Existen diferentes especies de Lepidoptera usadas como
modelo para estudios cientificos, no obstante, la implementacion de Galleria mellonella (L.) ha
adquirido mayor popularidad debido a que son insectos faciles de criar y no necesitan de
instalaciones especializadas para el establecimiento y mantenimiento de sus colonias (Roe et al.
2009; Lopez et al. 2017).

Existen diferentes métodos estadisticos para poder evaluar la relacién estimulo - respuesta de un
insecticida sobre los insectos: la concentracion letal media (CLso) consiste en determinar el
estimulo necesario al cual responde el 50% de la poblacion, y el tiempo letal medio (TLso), es el
tiempo de exposicion requerido por una sustancia para producir una mortalidad del 50% en
determinada poblacion (Tejeda et al. 2009; Silbergeld 1998). Las formas de aplicacion de los
productos a los insectos que son utilizados para los andlisis de efectividad son muy diversas,
algunos ejemplos son: inmersion, topica, en la dieta, pelicula residual, papel filtro, frascos, entre
otras; estas pueden variar segun el estudio y la metodologia a utilizar (Poter 2009, 2012).

Debido a la problemética actual en funcion de la alta demanda de alimentos y el impacto ambiental
producto de la explotacion agricola con el uso de agroquimicos nocivos para el ambiente y la salud,
nos lleva al planteamiento de este experimento. Aprovechando las propiedades que poseen ciertas
plantas para repeler o controlar insectos se plantea evaluar diferentes extractos botanicos para el
control de larvas de Lepidoptera. Los objetivos de esta investigacion fueron:

e Evaluar diferentes extractos botanicos como controladores potenciales de larvas de Lepidoptera
usando Galleria mellonella (L.) como modelo.

e Determinar la CLso de diferentes extractos botanicos para el control de larvas de Lepidoptera
usando Galleria mellonella (L.) como modelo.

e Determinar el TLso de diferentes extractos botanicos para el control de larvas de Lepidoptera
usando Galleria mellonella (L.) como modelo.



2. MATERIALES Y METODOS

El experimento se realizo entre los meses de mayo a junio de 2020, en el laboratorio de entomologia
de “GreenCorp Biorganiks” de México, S.A. de C.V.; este se encuentra ubicado en Boulevard
Colosio N°1858 Colonia San Patricio, Saltillo, Coahuila, México. “GreenCorp Biorganiks” esta
enfocada en la mejora del rendimiento y sanidad agricola a través de la produccion de insumos
agricolas de origen organico para la bioproteccion, bioestimulacién y como coadyuvantes en los
cultivos.

Seleccion del material vegetal

Alrededor de 400 materias primas, entre extractos acuosos y aceites, son utilizadas por “GreenCorp
Biorganiks™ para la elaboracion de sus productos comerciales. Usando informacion de ensayos
previos sobre la efectividad de algunos extractos sobre algunos insectos de interés econémico, se
consideraron cuatro criterios para seleccionar el material a usar en este estudio: la disponibilidad
de las materias primas en Republica Dominicana, México y Honduras, su precio, su accesibilidad
(facilidad de su distribucién en los mercados locales e internacionales), y su mortalidad en larvas
de lepidopteros.

El procedimiento general utilizado para la elaboracion de los extractos acuosos y aceites incluye el
pesaje, molienda (reduccion de la particula), mezclado de la materia prima vegetal con el solvente
(agua, etano, metano, hexano, acetona, etc.) a través de reactores de extraccion, filtrado, y la
contraccion con equipos de destilacion a temperaturas de 54-80 °C. El procedimiento fue el mismo
para todos los extractos, pero las temperaturas utilizadas, los tiempos de concentracidn, el solvente
a utilizar, entre otras cosas, estuvieron en funcion de la especie botanica utilizada y el producto
elaborado.

Seleccidon del insecto modelo

Se utilizé una colonia de Galleria mellonella (L.), establecida en el laboratorio de la empresa, la
cual se encuentra a una temperatura de 24-27 °C y humedad relativa promedio de 40%. Las larvas
son alimentadas con un concentrado a base de harina de maiz (18%), harina de trigo (18%), papilla
de cereales (18%), leche en polvo (12%) levadura (6%) y miel de abeja (28%).

Se usaron larvas a partir del instar V1, con una edad de 31 dias después de la eclosién de los huevos
y longitud promedio de 16 mm. Las unidades experimentales se ubicaron en vasos transparentes
de polietileno de baja densidad y tapas del mismo material con agujeros (Figura 1). La alimentacién
se realizo cada cinco dias.

Susceptibilidad de las larvas a extractos acuosos y aceites vegetales (determinacion de CLsoy
TLso)

En base a los criterios de seleccion, se eligieron seis materias primas. Utilizando tres diferentes
dosis/extracto, lo cual es considerado lo minimo recomendado para este tipo de ensayo toxicologico
en CL50 y TL50 (Montgomery 2013).



Figura 1. Establecimiento de las unidades experimentales de los bioensayos de toxicidad. (A)
Preparacion de la dieta, (B) etiquetado; (C) seleccion de las larvas; (D) unidades experimentales.

Las dosis implementadas fueron desde los 5 g/L hasta 20 g/L; las dosis bajas se utilizaron en los
extractos que presentaron mayor mortalidad conocida en la base de datos de la empresa (Cuadro
1), mientras que las dosis mas altas fueron implementadas en los extractos de menor mortalidad
(Cuadro 2). Se utilizaron un total de seis extractos con tres dosis por extracto y un testigo absoluto
(TA, agua destilada), se implementaron tres repeticiones para cada uno de los tratamientos y el
testigo absoluto.

Se realizaron aplicaciones tdpicas sobre el dorso de las larvas, colocando un volumen aproximado
de 0.1 mL y secando el exceso de liquido con un papel filtro. Las larvas se ubicaron en vasos de
polietileno de baja densidad con alimento (Figura 2).

Figura 2. Aplicacion y establecimiento de los extractos en sus diferentes dosis. (A) Diluciones para
las dosis; (B) aplicaciones tépicas sobre el dorso de las larvas; (C) Ubicacién de las larvas en cada
unidad experimental.

Cuadro 1. Analisis de mortalidad de larvas de Galleria mellonella (L.), realizado por la empresa
GreemCorp, utilizando una dosis de 10 g/L a 10 dias de observacion.
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Fuente: Base de datos de la empresa GreemCorp

Extracto Nombre Cientifico Familia %Mortalidad
Muérdago Viscum album L. Santalaceae 35
Aceite pimienta Piper nigrum L. Piperaceae 35
Hiedra metanolico Hedera helix L. Araliaceae 40
Toloache hoja Datura stramonium L. Solanaceae 43
Aceite de orégano Origanum vulgare L. Lamiaceae 60
Aceite de Capsicum Capsicum chinense L. Solanaceae 65

Cuadro 2. Extractos y dosis en g/L utilizados en los ensayos de toxicidad.

Extracto Dosis 1 Dosis 2 Dosis 3
Muérdago 10 15 20
Aceite pimienta 10 15 20
Hiedra metanolico 10 15 20
Toloache hoja 10 15 20
Aceite de orégano 5 10 15
Aceite Capsicum 5 10 15

La evaluacién de la mortalidad se realizd mediante observaciones cada 16 y 8 horas, empezando a
las 16 horas después de la aplicacion hasta las 264 horas. Las larvas se consideraron muertas cuando
presentaban una coloracion parda-oscura a negra, cuando no podian realizar movimiento
coordinado o este se encontraba muy reducido. En ocasiones se aplico presién con un alfiler sobre
el dorso inferior de la larvay si esta no regresaba a una posicion vertical se consideraba moribunda.

Analisis estadistico. En la determinacion de la CLso y TLso se implemento un anélisis de regresion
y analisis Probit; para esto fue necesario estimar la mortalidad mediante la ecuacion 1:

p= () <100 [1]

n: NUmero de individuos
r: Namero de organismos muertos o afectados.
p: Porcentaje de efecto.

El método de analisis de regresion y analisis Probit permite estimar la CLso y TLso mediante un

ajuste de mortalidad utilizando técnicas de probabilidad y ademas estima los valores que sigan una
distribucion logaritmica de tolerancia. El porcentaje de organismos muertos por la accion toxica de
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la sustancia se transforma a unidades Probit, permitiendo un ajuste de la linea de regresion de la
concentracion o tiempo a unidades Probit. Un Probit de 0.5 corresponderé a la cantidad de sustancia
y el tiempo de exposicion que pueden generar los efectos estudiados en la mitad de la poblacion
(Bain et al. 2004).

Se utilizo la prueba de maxima verosimilitud, dentro de un marco de regresion en Rstudio version
3.4.3 con el paquete “ecotoxicology” version 1.0.1. El andlisis de la varianza (ANDEVA) fue
mediante un disefio completamente al azar (DCA), calculando las medias de las mortalidades
utilizando el método de la diferencia minima significativa (LSD de Fisher) para comparaciones
maultiples entre medias, y a un nivel de significancia a =0.05. Los resultados fueron analizados con
el software de analisis estadistico, “InfoStat” version 20201. En el caso de la mortalidad presente
en el testigo absoluto, se utilizé una formula de ajustes (Ecuacién 2) (Brogdon y Chan 2010).

(Yomort. en el tratamiento — %mort. en el testigo absoluto)
X
(100% - %mort. en testigo absoluto)

Mort. corregida= 100 [2]

Los graficos de regresion nos permiten visualizar datos, intervalos de confianza, y la curva que
presenta el modelo. La abscisa es visualizada en escala logaritmica, debido a que, la representacion
de los datos generados en la relacion concentracion o tiempo y la respuesta genera una grafica
parabdlica que dificulta la construccion de un modelo lineal. Si transformamos los valores de la
abscisa (variables independientes) a una escala logaritmica (Ecuacion 3) se presentan entonces una
relacién de forma S o sigmoidea normal.

X=logl10(la variable dependiente  [3]

Existen modelos de regresion lineal que ayudan a explicar la relacion entre la variable dependiente
(X) e independiente (Y), esto se puede expresar a través de la funcién simple (Ecuacion 4);
presentando valores aproximados de la relacion entre X'y Y, por consiguiente, para un dado valor
de X el modelo puede predecir un dado valor de Y. En este caso se utilizaron los paquetes drc y Im
del sofware Rstudio, en la realizacion de los graficos de regresion lineal ajustada y determinar los
coeficientes para la ecuacion de prediccion.

y=atbx [4]
y: La variable dependiente.
a: Intercepto en el eje Y cuando X=0.
b: La pendiente de la curva.
x: El predictor.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Al evaluar el promedio de la mortalidad por dosis mediante el método de diferencias minimas
significativas (LSD de Fisher), el extracto de aceite de Capsicum a 15 g/L obtuvo un mayor efecto
con 4.67 larvas muertas (Figura 3 y Cuadro 3), teniendo diferencias significativas con todos los
demas tratamientos. Los tratamientos en su mayoria no presentaron diferencias significativas entre
sus medias, no obstante, los tratamientos de aceite de orégano a 5 g/L y aceite de pimienta negra a
10 g/L presentaron las mortalidades mas bajas. El analisis de varianza mostr6 diferencias
significativas para tratamientos, un coeficiente de determinacion (R?) ajustado de 0.91, indicando
que los tratamientos nos explican el 91 % de la variabilidad de los datos, y un coeficiente de
variacion de 1.64.

Figura 3. Representacion de larvas muertas producto del efecto de los tratamientos. (A 'y B)
muestran la coloracion presentadas por larvas que murieron en las observaciones.

Cuadro 3. Mortalidad promedio por dosis implementadas (g/L) en cada uno de los extractos y sus
correspondientes indicadores estadisticos.

Extracto n 59/L 10 g/L 15g/L 20 g/L
Ace. Capsicum 3 3.33 bcde* 4.33 ab 467 a -

Ace. Orégano 3 200 f 2.33 ef 3.33 bcde -
Muérdago 3 - 2.67 def 3.00 cdef 3.33  bcde
Toloache 3 - 2.67 def 3.33 bcde 3.67 abcd
Hiedra metandlico 3 - 3.33 bcde 3.67 abcd 4.00 abc
Ace. Pimienta 3 - 200 f 3.00 cde 3.33  bcde
TA 3 033 g

P <0.0001
R? ajustado  0.91
Coeficientede  1.64
Variacion
n: NUmero de repeticiones por dosis.
¥: Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes (P > 0.05).




Los puntos marcados en las lineas del grafico de dispersion (Figura 4), representan la mortalidad
maxima, en porcentaje, alcanzada para cada uno de los tratamientos (extracto-concentracion) a las
264 horas (Cuadro 3). Los tres extractos con las mortalidades méas elevadas fueron el aceite de
Capsicum (93.4%), hiera metandlico (80%) y toloache (73.4%), por consiguiente, los tratamientos
compuestos por concentraciones mas altas tuvieron mejores efectos en la mortalidad de las larvas,
cumpliendo asi con uno de los principios de la toxicologia: a mayor concentracion de la sustancia
provocara un aumento en su efecto respuesta (Bain et al. 2004).
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Figura 4. Relacion dosis y porcentaje de mortalidad en Galleria mellonella (L.) en los diferentes
extractos, a las 264 horas de las observaciones.

Concentracion letal media (CLso)

Se consideraron los mejores extractos a aquellos que causaron una mortalidad del 50% de la
poblacion a la menor concentracion. El aceite de Capsicum mostré el mejor CLsp con una
concentracion de 2.78 g/L, limites fiduciales inferior de 1.49 g/L y superior de 3.79 g/L, de la curva
de regresion, indicando un intervalo de confianza donde se puede encontrar la CLso, y un valor de
probabilidad de 0.0002. La hiedra metandlico presentd su CLso con una concentracion de 6.65 g/L,
un intervalo inferior de 4.83 g/L y superior 8.35 g/L, y un valor de probabilidad de 1.837e-06. El
extracto de toloache presento el tercer mejor valor de CLso con concentracion de 8.38 g/L, un limite
inferior de 4.01 g/L y superior de 11.70 con un valor de probabilidad de 9.337e-06 (Cuadro 4).

Tiempo letal medio (TLso)

El calculo del tiempo letal 50 se obtuvo mediante el analisis de regresion lineal del conjunto de
todas las concentraciones y sus tiempos en escala logaritmicas, para cada uno de los extractos. Los
mejores tratamientos son aquellos que alcanzaron una mortalidad del 50% de la poblacion en un
menor tiempo.



Cuadro 4. Analisis Probit para la concentracion letal media.

Extractos LCso LFI LFS Pend Inter. R? P-value

Ace. Capsicum 2.78 1.49 3.79 0.0075 26.83 0.97 0.0002

Ace. Orégano 13.12 13.12 11.70  0.0027 8.27 0.98 5.526e-05
Muérdago 9.75 6.56 1250 0.0026 19.33 0.99 3.276e-05
Toloache 8.38 4.01 11.70 0.002 30.73 0.99 9.337e-06
Hiedra metandlico 6.65 4.83 8.35 0.0043 13.22 0.99 1.837e-06
Ace. Pimienta 13.58 11.19 16.20 0.0037 -5.57 0.98 3.231e-06

LCso: Concentracion letal media (g/L).
LFI: Limite fiducial inferior (g/L).

LFS: Limite fiducial superior (g/L).
Inter: Intercepto en el eje de coordenada

Pend: Pendiente de la curva de regresion.

R2: R-cuadrado ajustado.
P-value: El valor de probabilidad

(1))

y.

La hiedra metandlico fue el mejor tratamiento con un tiempo efectivo de 173 horas en alcanzar la
letalidad media, con limites fiduciales inferior de 108 horas y superior de 235 horas, de la curva de
regresion, indicando un intervalo de confianza donde se puede encontrar la TLso, y un valor de
probabilidad de 1.063e-06. El aceite de Capsicum fue el segundo mejor con un tiempo efectivo de
185 horas, un intervalo inferior de 155 horas y superior 190 horas, y un valor de probabilidad de
1.962e-08. El aceite de orégano fue el tercer mejor con un tiempo letal medio efectivo de 191 horas,
un limite inferior de 166 horas y superior de 221 horas, con un valor de probabilidad de 4.909e-05

(Cuadro 5).

Cuadro 5. Analisis Probit para el tiempo letal medio.

Extracto LTso LFI LFS Pend. Inter. R? P-value

Ace. Capsicum 185 155 190 0.2736 -3.43 0.98 1.962e-08
Ace. Orégano 191 166 221 0.3259 -15.25 0.96 4,909e-05
Muérdago 234 216 256 0.3894 -41.8 0.95 0.0002

Toloache 226 215 239 0.3421 -28.81 0.98 8.642e-07
Hiedra metandlico 173 108 235 0.3103 -9.56 0.95 1.063e-06
Ace. Pimienta 194 174 214 0.309 -13.37 0.99 2.482e-08

TLso: Tiempo letal medio (horas).
LFI: Limite fiducial inferior (horas).
LFS: Limite fiducial superior (horas).

Inter: Intercepto en el eje de coordenada “y”.

Pend: Pendiente de la curva de regresion.

R2: R-cuadrado ajustado.
P-value: El valor de probabilidad.



La relacién estimulo (concentracion o tiempos de exposicion de la sustancia) y respuesta, en un
modelo de regresion lineal, nos muestra que a mayor estimulo tendran una mayor respuesta. Los
extractos de aceite de Capsicum, toloache y hiedra metanolico presentan una mayor mortalidad a
media que aumenta la concentracion, en funcion de la CLso, mostrando la dispersion de datos

alrededor de la linea regresora, como también el intercepto en “Y” y la pendiente de la curva
(Figura 5).
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Figura 5. Lineas de regresion concentracion Probit para los extractos de aceite de Capsicum, hiedra
metanolico y toloache en los ensayos de mortalidad.

En el caso del tiempo letal, los extractos de hiedra metandlico, aceite de Capsicum y aceite de
orégano presentan una mayor mortalidad a media que aumenta el tiempo de exposicion de la
sustancia, en funcién de la TLso (Figura 6). El aceite de Capsicum pertenece al grupo de aceites
esencial compuesto por capsaicina (grupo de capsaicinoides), p-cariofileno, palmitato de metilo,
acido palmitico, y &cido miristico (Wahyuni et al. 2013). El B-cariofileno es considerado altamente
potenciador de efectos de otras moléculas, por otra parte, la capsaicina extraida de Capsicum sp.,
es considerada el componente irritante y repelente del extracto, y que posee altos efectos larvicidas
(Suazo et al. 2012; Koleva et al. 2012). Koleva et al. (2012) evaluaron el efecto ecopesticida de
las capsaicinas en el control de Myzus persicae (Sulzer), y encontraron un 97.4% de mortalidad
utilizando una concentracion de 12.2374 mg/mL; adicionalmente encontraron que a mayor
concentracion la actividad biocida y larvicida aumenta. Claros (2016) en un estudio enfocado en el
control de Aphis cytisorum (Hartig) utilizando bioinsecticidas de capsaicinoide, mostré una
reduccion de la poblacion de mas del 95% de la poblacion en un intervalo de siete dias.
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Figura 6. Lineas de regresion de tiempos letales Probit para los extractos de hiedra Metandlico,
aceite de Capsicum y aceite de orégano en los ensayos de mortalidad.

El extracto metandlico de Hedera helix L. (hiedra) esta compuesto por un grupo flavonoide de
saponinas (a-hederina, B-hederina), sesquiterpenos (B-elemeno), acidos polifendlicos (acido
clorogénico, &cido isoclorogénico), flavonoides (rutina, isoquercitrina), y tocoferole (a-tocoferol)
(Elias et al. 1991). Los compuestos flavonoides de bajo peso molecular representan uno de los
grupos con alta actividad insecticida, estos provocan la inhibicion de la NADH (nicotinamida
adenina dinucle6tido) deshidrogenasa en el transporte respiratorio (Bruneton 1995; Miyoshi 1998).
Las saponinas causan una alteracion de la membrana del insecto (Pelah et al. 2002). Morimoto et
al. (2003) realizaron un estudio donde aislaron siete flavonas de extracto de raiz Sculletaria
baicalensis demostrd su efecto positivo antialimentario y larvicida contra Spodoptera litura.

El extracto acuoso de toloache o muérdago (Datura stramonium L.) posee un grupo complejo de
ingredientes activos (solanina, demisina y nicotina) considerados compuestos alcaloides derivados
del tropano que confieren una alta toxicidad, propiedades insecticidas, o evitan la interaccién
planta-insecto (Mateos et al. 2004; Bazaoui et al. 2009). Las hojas de toloache también presentan
alcaloides tropanicos considerados metabolitos de atropina, hiosciamina y escopolamina, los cuales
atacan directamente el sistema nervioso central del insecto (Villegas et al. 2019). EI modo de accion
de los compuestos alcaloides es interfiriendo en la replicacion del ADN, alterando transporte de
sustancia a través de la membrana, inhibidor enzimético y agonista del acetil colina
(neurotransmisor) (Wink 2003; Fellows et al. 1986; Sultana et al. 2002). En el sur de México el
extracto acuoso de toloache se considera causante del 79% de la mortalidad de ninfas y adultos de
Diaphorina citri Kuwayama (Reyes et al. 2013). Villegas et al. (2019) evaluaron las eficiencias de
los extractos de diferentes partes de la planta (raiz, hoja, tallo) de D. stramonium en el control de
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larvas de la mosca de la sierra (Neodiprion autumnalims Smith y Wagne), encontrando mejores
mortalidades en los extractos provenientes de la hoja.

El aceite de Origanum vulgare L. estd compuesto por flavonoides (polifenoles) como los alcoholes
alifaticos, agliconas, apigeninay la luteolina, compuestos terpénicos y derivados del fenilpropano,
asi como también, de monofenoles de timol y carvacrol (isomero del timol) (principales
quimiotipos); grupos de compuestos reportados con alta actividad insecticida (Lozano et al. 2004;
Deighton et al. 1993; Morimoto et al. 2000). El compuesto timol pertenece al grupo terpenoides,
los cuales acttan inhibiendo la sintesis de quitina o reduciendo la produccién de enzima digestivas
en el insecto (Koul et al. 1996). Lozano et al. (2004) midieron el efecto de varias especies de
orégano sobre la mortalidad de la larva de Culex molestus Forskal, encontrando que las moléculas
de carvacrol y timol de las especies de orégano tenian un alto efecto significativo en el calculo de
la CLso. Se ha reportado que el timol posee efectos antialimentarios, subletales y letales contra las
larvas de Spodoptera litura (F.) (Clemente et al. 2003). Ramirez et al. (2010) se enfocaron en la
efectividad de los extractos de aceites de la familia lamidcea (Origanum majorana (L.), Origanum
vulgare (L.) Mentha piperita (L.), entre otras especies), sobre la longevidad de adultos, viabilidad
de huevos y desarrollo de larva de Tecia solanivora (Povolny) (Lepidoptera: Gelechiidae), siendo
el tratamiento de O. vulgare el que tuvo mejor respuesta con una tasa de eclosién de huevos menor.
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4. CONCLUSIONES

El extracto de aceite de Capsicum a 15 g/L presentd la mortalidad més elevada de todos los
extractos a las 264 horas, los tratamientos en su mayoria presentaron medias muy relacionadas, no
obstante, el aceite de orégano a 5 g/L y aceite de pimienta negra a 10 g/L presentaron la mortalidad
mas baja.

Los extractos de aceite de Capsicum, hiedra metandlico y toloache, alcanzaron las mortalidades
del 50% a las concentraciones més bajas.

Los extractos de hiedra metanolico, aceite de Capsicum y aceite de orégano alcanzaron las
mortalidades del 50% a menores tiempos.
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5. RECOMENDACIONES

Hacer una repeticion de este bioensayo utilizando otras larvas del mismo orden y comparar si los
efectos respuestas son similares.

Establecer diferentes Bioformulados utilizando los mejores extractos resultantes en los analisis de
la CLso Yy TLso.

Realizar andlisis cromatogréficos para los mejores extractos resultante y revelar sus componentes
mayoritarios, por consiguiente, poder ajustar la relacion de proporciones de extracto al momento
de hacer los bioformulados.

Utilizar larvas de diferentes instares y evaluar sus posibles efectos respuesta para cada estadio.
Establecer el experimento en campo y evaluar los posibles efectos disuasivos (humedad relativa,
temperatura, viento, indice de presion de vapor, entre otros), para comparar la efectividad de los

bioformulados.

Realizar una prueba de envejecimiento acelerado, someter los bioformulados a diferentes
condiciones de temperatura, y estimar su vida util en afios.
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