UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
UNIDAD XOCHIMILCO

Casa abierta al tiempo

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
MAESTRIA EN CIENCIAS AGROPECUARIAS

Bioeficacia de la combinacidon del extracto de Dodonaea
viscosa y el hongo Isaria fumosorosea para el control de
Spodoptera exigua y el efecto sobre sus hemocitos

T E S I S

(ldénea comunicacidn de resultados)
que para obtener el grado de
Maestro en Ciencias Agropecuarias

PRESENTA

Ing. Agronomo Juan Ramirez Zamora

COMITE TUTORAL
Director: Dr. Antonio Flores Macias
Codirector: Dr. David Osvaldo Salinas Sanchez

Asesor: Dr. Rodolfo Figueroa Brito

Ciudad de México, 12 de julio de 2017



La Maestria en Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autdnoma Metropolitana Unidad
Xochimilco (UAM-X), pertenece al padréon de Posgrados de Excelencia del Consejo Nacional de

Ciencia y Tecnologia (CONACYT).



El presente trabajo de investigacion se realizé en:

El laboratorio de Fitoquimica del Centro de Investigacién en Biodiversidad y Conservacién de la
Universidad Auténoma del Estado de Morelos y en el laboratorio de Entomologia del Departamento
Interaccion Planta-Insecto del Centro de Desarrollo de Productos Bidticos del Instituto Politécnico

Nacional.

El autor fue Becario del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), con numero de

registro 578485.



El jurado designado por la comisién Académica de la Maestria en Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Xochimilco, para aprobacién de la tesis titulada:
“Bioeficacia de la combinacion del extracto de Dodonaea viscosa y el hongo Isaria fumosorosea

para el control de Spodoptera exigua y el efecto sobre sus hemocitos” que presento:

Ing. Agronomo Juan Ramirez Zamora

El dia 12 de julio del afio 2017

JURADO DE EXAMEN

Presidenta

Dra. Silvia Rodriguez Navarro

Secretario

Dr. Rodolfo Figueroa Brito

Vocal

Dra. Patricia Barcenas Abogado




Resumen

Spodoptera exigua afecta aproximadamente a 130 cultivos en el mundo, entre los que destacan
algodén, jitomate, maiz, sorgo y soya. En México se distribuye en gran parte del territorio. Se
combate tradicionalmente con plaguicidas sintéticos. Recientemente, se sabe que algunos extractos
botanicos afectan el sistema inmune celular de los insectos, interfiriendo con la funcién de los
hemocitos, provocando mayor susceptibilidad a los patdégenos. Dodonaea viscosa ha mostrado
actividad téxica sobre insectos del género Spodoptera. El hongo Isaria fumosorosea ha mostrado
potencial para el control de insectos de diferentes Ordenes. Estos recursos podrian emplearse como
una estrategia conjunta y ser una alternativa al uso de plaguicidas sintéticos para el control de S.
exigua. El objetivo de este trabajo fue evaluar la bioeficacia insecticida e insectistatica, de la
combinacion de extractos de D. viscosa y el hongo entomopatégeno /. fumosorosea sobre larvas de
S. exigua, y el efecto sobre la cantidad de hemocitos presentes en la hemolinfa del insecto. Las larvas
de S. exigua fueron colectadas en Los Reyes, Puebla, y criadas en el Laboratorio de Entomologia del
CeProBi-IPN. La planta D. viscosa se colecté en Barranca Honda, Yautepec, Morelos, obteniéndose
los extractos, metandlico y acetdnico, de sus hojas. Para obtener los conidios de /. fumosorosea se
adquirio el producto PAE TRON® PHC®. Se montaron cuatro experimentos: a) aplicacion de los
extractos de forma tdpica, b) incorporacion de los extractos en la dieta, c) incorporacion de los
extractos en la dieta para el conteo de hemocitos y d) incorporacidn de los extractos en la dieta y
aplicacion del hongo sobre las larvas. Las variables respuesta fueron: peso de larvas, porcentaje de
insectos pupados, porcentaje de adultos, porcentaje de mortalidad y cantidad de hemocitos. El
disefo experimental fue completamente al azar, utilizando 25 repeticiones por tratamiento; con
excepcion del conteo de hemocitos, donde se utilizaron cinco repeticiones. Los extractos de D.
viscosa no presentaron efecto significativo sobre el peso de larvas, por lo que no se demostré un
efecto anti-alimentario. Biolégicamente, los extractos acetdnicos mostraron los valores mas bajos
de insectos que se pasaron al estado de pupa y adulto, encontrandose diferencias significativas en
el ensayo “incorporando los extractos en la dieta para el conteo de hemocitos”. Los resultados
significativos de la actividad insecticida se presentaron hasta la tercera semana en los ensayos con
los extractos incorporados en la dieta, ddndose en la etapa en que los insectos ya no causan dafio a
las plantas hospedantes. La cantidad de hemocitos disminuyé significativamente con respecto al
testigo “agua”, coincidiendo con lo reportado en otros trabajos. Al aplicar de forma conjunta el
hongo con los extractos se observd que, en la tercera semana, los porcentajes de mortalidad fueron

significativamente mayores a los provocados por los otros tratamientos.



Abstract

Spodoptera exigua affects approximately 130 crops in the world, including cotton, tomato, maize,
sorghum and soy. In Mexico, it is distributed in a large part of the territory. Traditionally, it is fights
with synthetic pesticides. Recently, it is known that some botanical extracts affect the insects
cellular immune system, interfering with the normal hemocytes function, causing greater
susceptibility to pathogens. Dodonaea viscosa has shown toxic activity on Spodoptera genus insects.
Entomopathogenic fungus Isaria fumosorosea has shown potential to control insects of different
orders. These resources could be used as a joint strategy and be an alternative to the use of synthetic
pesticides for the control of S. exigua. The aim of this work was to evaluate the insecticide and
insectistatic bioefficacy of the combination of D. viscosa extracts and the entomopathogenic fungus
I. fumosorosea on S. exigua larvaes, and the effect on the hemocytes number presents in the insect
hemolymph. S. exigua larvaes were collected in Los Reyes, Puebla, and raised in the Laboratory of
Entomology, CeProBi-IPN. D. viscosa plants were collected in Barranca Honda, Yautepec, Morelos,
obtaining methanolic and acetonic extracts from its leaves. I. fumosorosea conidia were obtain from
the commercial product PAE TRON® PHC®. Four bioassay were assembled: a) extracts application
topically, b) extracts incorporation into the diet, c) extracts incorporation into the diet for the
hemocytes count, and d) extracts incorporation into the diet and fungus application to the larvaes.
Response variables were: larvaes weight, pupate insects percentage, adults percentage, mortality
percentage and hemocytes number. Experimental design was completely random, using 25
replicates per treatment, except in the hemocytes number where were used five replicates. D.
viscosa extracts did not have significative effect on the larvaes weight, so an anti-alimentary effect
was not demonstrated. Biologically, acetone extracts showed the lowest values of insects that
became pupaes and adults, with significant differences founded in the "extracts incorporation into
the diet for hemocyte counts" bioassay. Significative results of the insecticidal activity were found
until the third week in the bioassays with the extracts incorporated in the diet, stage in which insect
doesn’t cause damage to the host plants. Number of hemocytes decreased significantly respect to
the water control, similar results were found in other studies. Mix application of the fungus with the
extracts shown that, to the third week, the mortality percentages were significantly higher than the

percentages caused by other treatments.
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1. Introduccidn

El control de plagas es una problematica asociada, cominmente, a la actividad agricola.
Especialmente, los insectos son organismos cuyo control resulta complicado, debido a su rapido
crecimiento y reproduccidn, asi como a la gran capacidad de adaptacidn a las condiciones favorables

del habitat donde se desarrollan (Aragén et al., 2011).

El modelo de “La Revolucion Verde” ha ofrecido un incremento de la productividad asociada al uso
extensivo de los sistemas agricolas y de quimicos agricolas sintéticos como los fertilizantes y
plaguicidas, que han terminado por ocasionar serios problemas ambientales y de salud publica.
Estos problemas han llevado a reconsiderar el paradigma actual del empleo de productos de sintesis
guimica para el control de plagas, orientandolo hacia la busqueda de una produccién mas limpia,
basada en el uso de estrategias mas sostenibles como la aplicacidon de productos botanicos y bio-
agentes de control bioldgico. Esta alternativa se fundamenta en aspectos tales como baja toxicidad,
alta diversidad estructural, baja persistencia y provenir de fuentes renovables (Murillo y Salazar,

2011).

La planta Dodonaea viscosa (L.) Jacq. (Sapindaceae) ha sido de interés para los investigadores, ya
gue contiene metabolitos secundarios del tipo flavonoide y terpenoide (Sachdev y Kulshreshtha,
1986; Quintana de Oliveira et al., 2012), mostrando actividad toxica y antialimentaria sobre insectos

plaga del género Spodoptera (Aldana et al., 2014a y 2014b).

De igual manera, el hongo entomopatégeno Isaria fumosorosea (Wize) (Hypocreales:
Cordycipitaceae), antes conocido como Paecilomyces fumosoroseus (Luangsa-Ard et al., 2005), ha
mostrado gran potencial como agente microbioldgico para el control de insectos plaga de diferentes

ordenes, ademas de ser inofensivo contra otros organismos (Hunter et al., 2011).

Recientemente, se sabe que algunos insecticidas botanicos pueden afectar las reacciones inmunes
de los insectos (Zibaee, 2011). La inmunidad celular de los insectos, mediada por los hemocitos,
consiste en la fagocitosis, nodulacién y encapsulacién de microorganismos agresivos (Beckage,
2008). Los extractos de plantas en niveles subletales pueden ser suficientes para interferir con la
inmunidad celular de insectos, especificamente con la funcidn normal de los hemocitos (Vey et al.,
2002); asi, si el insecto se encuentra inmunodeficiente, la accion de los patdgenos serda mas rapida

(Zibaee, 2011).
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El gusano soldado, Spodoptera exigua Hibner (Lepidoptera: Noctuidae), afecta aproximadamente
a 130 cultivos horticolas (Saeed et al., 2009) entre los que se encuentran algoddn, frijol, jitomate,
maiz, sorgo y soya (SENASICA-SAGARPA, 2015). Esta plaga ha sido combatida tradicionalmente con
plaguicidas sintéticos (Figueroa et al., 2006; Garcia y Tarango, 2009). Los recursos naturales citados,
D. viscosa e I. fumosorosea, que comunmente se utilizan de manera independiente, al manifestar
actividad bioinsecticida, pueden emplearse como una estrategia conjunta, sostenible y efectiva
(Sahayaraj et al., 2011), y ser una alternativa al uso de plaguicidas sintéticos para el control de estos
insectos plaga. Por lo que la presente investigacidon pretende evaluar la bioeficacia insecticida e
insectistatica de la combinaciéon de extractos de D. viscosa y el hongo entomopatdgeno |.
fumosorosea sobre larvas de S. exigua, asi como su efecto sobre la cantidad de hemocitos presentes

en la hemolinfa.
2. Marco Referencial y Tedrico
2.1. Las plagas agricolas y su control

Las plagas de los cultivos son una de las principales causas de pérdidas de cosechas y por ende de
pérdidas econdmicas en la agricultura mundial (Ruiz et al., 2013); éstas, destruyen anualmente cerca
del 35% de las cosechas principalmente por la accién de insectos, microorganismos, roedores y aves
(SAGARPA, 2015). El problema se agrava en paises en vias de desarrollo, como la mayor parte de los

paises latinoamericanos, incluyendo a México (Ruiz et al., 2013).

Una plaga agricola se define como una poblacién de animales fitéfagos, es decir que se alimentan
de plantas, los cuales disminuyen la produccién del cultivo, reducen el valor de la cosecha, o
incrementan sus costos de produccidn; siendo éste un criterio esencialmente econdmico (Aragdn et

al., 2011).

Comunmente, se utilizan plaguicidas para resolver estos problemas. Dicho término, puede aplicarse
a toda sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir, repeler o controlar una plaga

(EPA, 2012). Dentro de esta clasificacion se encuentran los insecticidas.

El gran apogeo de los plaguicidas de sintesis quimica se registré en el periodo conocido como
“ ., ” . . . L L

Revoluciéon Verde”, que incorpord el uso de agroquimicos y maquinaria, originando lo que hoy se
califica como “crisis de la agricultura”, caracterizada por la degradacion de los suelos, contaminacién
ambiental y diversos problemas de tipo econdmico, ecoldgico y social (Sanchez et al., 2007;

Barrientos, 2013).
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2.2. Manejo Agroecoldgico de Plagas

En la actualidad, el propdsito del hombre al desarrollar la agricultura ya no es solo producir
volumenes de alimentos suficientes, meteria prima y divisas, sino también conservar los recursos

naturales en los que la actividad agricola se basa (Sanchez et al., 2007).

Los sistemas y enfoques actuales de produccidn deben orientarse a mecanismos que sean
sostenibles (sustentables). La “agricultura sostenible” propone el modo de practicar dicha actividad
satisfaciendo las necesidades actuales de la humanidad sin comprometer a las generaciones futuras.
Para ello se busca compatibilizar la parte econdmica, rentabilidad que permita una vida digna a los
agricultores; la parte social, asegurando la alimentacién con productos suficientes y saludables; y la

parte ambiental, contribuiyendo minimamente al deterioro del entorno (Marco y Pérez, 2011).

El Manejo Agroecoldgico de Plagas (MAP) es un ejemplo de lo anterior, teniendo una vision
integradora y holistica con todo el agroecosistema; no busca exterminar insectos, sino que trata de
controlar sus poblaciones para que éstas no causen dafios de importancia econdmica (Sanchez et
al., 2007). Se caracteriza por no incluir los plaguicidas convencionales; el manejo se sustenta en una
restauracion de la biodiversidad funcional que reactive el control biolégico, el cual se complemente
con alternativas ecoldgicamente compatibles como pueden ser las asociaciones y rotaciones de
cultivo, manejo de arvenses, trampas, uso de semioquimicos, utilizacidon de extractos de plantas con

propiedades adversas a las plagas e insecticidas bioldgicos (Bahena, 2003).
2.2.1. Control bioldgico para el control de insectos plaga

El control bioldgico es el uso de enemigos naturales para reducir poblaciones de insectos plagas a
densidades menores de manera temporal o permanente (Van Driesche, 2008). El éxito de esta
alternativa de manejo de plagas depende de los enemigos naturales usados, pues constituyen el
recurso fundamental (Nicholls, 2008). Los enemigos naturales comprenden utilizacién de
entomodfagos y entomopatdgenos. Los entomdfagos son insectos que consume o parasitan al
insecto plaga, se dividen en: depredadores y parasitoides. Los entomopatdégenos son
microorganismos que ocasionan enfermedad a los insectos, entre los que se encuentran: hongos,

bacterias, virus y nematodos (Huerta y Sanchez, 2012).



2.2.1.1. Hongos entomopatoégenos

Los hongos entomopatdgenos (HE) son muy importantes para el control de plagas dentro de los
agroecosistemas, son reconocidos como agentes de control biolégico por su capacidad natural de
producir diferentes compuestos que causan enfermedad y muerte de los insectos (Assaf, 2007; Dias

et al., 2008; Mustafa y Kaur, 2009).

A nivel mundial, los mas utilizados son Metarhizum anisopliae (33.9%), Beauveria bassiana (33.9%),
Isaria fumosorosea (antes Paecilomyces fumosoroseus) (5.8%) y Beauveria brongniartii (4.1%) y
Lecanicillium lecanii, ademas se han descrito mds de 750 especies de hongos entomopatégenos y

continuamente se han aislado nuevas cepas (De Faria y Wraight, 2007).

Entre las ventajas de los HE se encuentra el mecanismo de invasidn que les permiten atravesar la
cuticula de los insectos, actuando como insecticidas de contacto y por lo tanto no necesitan ser
ingeridos (Charnley y Collins, 2007). Su aplicacién y manejo no representa peligro para el hombre y

son inocuos en los productos agricolas (Leng et al., 2011; Shahid et al., 2012).

En México, los hongos entomopatdgenos de los géneros Beauveria, Metarhizium, Isaria,
Lecanicillium, Hirsutella, Aschersonia y Nomuraea son utilizados para atender problemas de plagas
de importancia fitosanitaria para el pais como las langostas, chapulines, gallina ciega, mosca pinta,

mosquita blanca, pulgén café y el psilido asiatico de los citricos (SENASICA, 2015).
2.2.1.1.1. Mecanismos de infeccion

El desarrollo de la infeccion se divide en tres fases: (a) adhesion y germinacion del conidio en la
epicuticula del insecto, (b) penetracién en el hemocele y (c) desarrollo del hongo, que generalmente

produce la muerte del insecto (Téllez et al., 2009).
2.2.1.1.1.1. Adhesion y germinacion del conidio

El conidio es adherido por contacto en la epicuticula del insecto, la adhesién de conidios, esta
mediada en parte por las proteinas de la superficie celular conocidas como hidrofobinas (Zhang et
al., 2012); la germinacién ocurre con el hinchamiento del conidio, favorecido por una alta humedad
y por carbohidratos presentes en las proteinas cuticulares del insecto (Fang et al., 2007).
Dependiendo de la especie de HE éste desarrolla un haustorio (Srisukcha et al., 2005), o una
sustancia mucilaginosa llamada adhesina (Wang y St Leger, 2007), los cuales mantienen el conidio

unido a su huésped para que inicie la formacion del tubo germinativo (Pedrini et al., 2007). La
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hidratacion del conidio es favorecida por la accidn anti desecante de su cubierta mucilaginosa, que
ademas funciona como protector ante la presencia de polifenoles téxicos y enzimas (Wang et al.,

2008).
2.2.1.1.1.2. Penetracion en el hemocele

El tubo germinativo busca y reconoce la superficie del insecto para la localizacion de sitios
receptores (Wessels, 1999). La penetracion es posible debido a la accion combinada de dos
mecanismos, uno fisico y uno bioquimico. El primero, consiste en la presidn ejercida hacia el interior
delinsecto por el tubo germinativo, que deforma la capa cuticular rompiendo las dreas esclerosadas;
en el segundo, el hongo excreta una gran cantidad de enzimas entre las que se incluyen proteasas,
quitinasas, quitobiosas, lipasas que van degradando la cuticula (Boldo et al., 2009). Las enzimas
tienen un efecto especifico sobre cada uno de los componentes de la cuticula; las lipasas degradan
la epicuticula, las proteasas degradan el material proteico y la quitina es degradada por quitinasas,
facilitando la penetracion fisica (Villegas, 2008). Estas enzimas degradan los sustratos

proporcionando a su vez nutrientes al hongo (Zhao et al., 2006).

La penetracién también puede surgir a través de la cavidad bucal, espiraculos y otras aberturas
externas del insecto; la humedad no es una limitante en el tracto alimenticio, el conidio puede
germinar rapidamente en este ambiente, aunque los fluidos digestivos pudieran destruir o degradar
las hifas. En algunos casos, la digestion de estructuras fungicas puede causar la muerte por toxicidad

mas que por la micosis (Inglis et al, 2001).
2.2.1.1.1.3. Desarrollo del hongo

Cuando la hifa llega al hemocele la mayoria de los hongos realizan una diferenciacidn celular de
micelio a levaduriforme llamadas blastéesporas, que permite evadir el sistema inmune del insecto
(Zzhangy Xia, 2009). Posteriormente, se produce la invasién y proliferacién de las hifas en estructuras
como tejidos musculares, cuerpos grasos, tubos de Malpighi, mitocondrias, hematocitos, reticulo
endopldasmico y membrana nuclear, ademas de causar paralisis celular (Pal et al., 2007). Las hifas
secretan un antibidtico, que ataca las bacterias del intestino (Wong, 2003). La micosis induce a
sintomas fisioldgicos anormales en el insecto tales como convulsiones, carencia de coordinacién,

comportamientos alterados y paralisis.

La muerte sobreviene por una combinacién de efectos que comprenden el dafio fisico de tejidos,

toxicosis, deshidratacién de las células por pérdida de fluido y consumo de nutrientes. Finalmente,
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si las condiciones de humedad y temperatura son las adecuadas, las hifas del hongo emergen
nuevamente al exterior del cadaver del insecto enfermo a través de las aperturas naturales (boca,
ano, espiraculos) membranas intersegmentales y en el exterior forma sus estructuras fructiferas y
las esporas. Los individuos enfermos no se alimentan, presentan debilidad, desorientacién y

cambian de color (Téllez et al., 2009; Sanchez et al., 2013).
2.2.1.1.2. Isaria fumosorosea Wize

Las especies del género Isaria se encuentran en el phylum Ascomycota y la clase Sordariomycetes
(Humber et al., 2011). Isaria fumosorosea (antes conocido como Paecilomyces fumosoroseus Wize;
Luangsa-Ard et al., 2005) pertenece al orden Hypocrales (Yokoyama et al., 2006) y a la familia

Cordycipitaceae (Humber et al., 2011).

Numerosos estudios moleculares han demostrado una gran variabilidad dentro de la especie, por lo
tanto, es mas apropiado referirse a I. fumosorosea como un complejo de especies en lugar de una

sola especie (Zimmermann, 2008).

I. fumosorosea se encuentra comunmente en el suelo, pero se ha reportado en plantas, agua, y con
menor frecuencia en el aire. Este hongo estd ampliamente distribuido en todo el mundo, se
encuentra en todos los continentes excepto en la Antartida (Zimmerman, 2008). Se ha aislado de
mas de 40 especies de artropodos de 10 érdenes diferentes principalmente lepidépteros (Hoy et al.,

2010).
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Figura 1. Imagenes al microscopio del hongo entomopatégeno Isaria
fumosorosea Wize. a) Fotografia tomada de Resiliencia
Agroorganica http://ragroorganica.com. b) Fotografia original.

Durante los ultimos afios, se ha incrementado el interés en este hongo porque ha mostrado gran
potencial como agente microbioldgico para el control de insectos plaga pertenecientes a diferentes

Ordenes (Zimmermann, 2008; Avery et al., 2010; Kim et al., 2010; Hunter, 2011; Flores et al., 2013).

=[6]=



I. fumosorosea se utiliza en micoinsecticidas y micoacaricidas en todo el mundo (De Faria y Wraight,
2007). Estos se consideran seguros y no téxicos para los seres humanos (Dalleau-Clouet et al., 2005),
y parecen tener efecto minimo en la mayoria de los organismos no-objetivo e insectos benéficos

cuando se utiliza la formulacién apropiada (Zimmerman, 2008).

Como la mayoria de los hongos entomopatdgenos, I. fumosorosea infecta a su huésped atravesando
la cuticula. Varios metabolitos, entre los que se encuentran proteasas, quitinasas, quitosanasas y
lipasas (Ali et al., 2010), permiten que el patdgeno penetre fisicamente al insecto rompiendo la
cuticula y se disperse a través del hemocele. Los insectos susceptibles expuestos a las blastosporas
y conidios del hongo muestran disminucidn en el crecimiento y altos niveles de mortalidad (Dunlap

et al., 2007).

Varios factores, tanto bidticos como abidticos, influyen sobre el crecimiento, la estabilidad y la
patogenicidad de /. fumosorosea. Estos incluyen temperatura, humedad relativa, radiacién y planta

huésped del insecto diana (Zimmerman, 2008).

Se ha reportado que este hongo crece a temperaturas comprendidas entre los 5y 32 °C, con una
temperatura éptima alrededor de los 25 °C (Fargues y Bon, 2004). Otros estudios proporcionan
evidencia de que /. fumosorosea se adapta mejor a las condiciones de clima templado que fluctian
entre los 28 °Cy 43% HR en el dia a 15 °C y 98% HR por la noche (Bouamama et al., 2010). Sin
embargo, dado que /. fumosorosea es un complejo de especies, existe una gran variabilidad en el
efecto de la temperatura y la humedad relativa sobre el crecimiento de diferentes aislamientos en

todo el mundo (Zimmerman, 2008).

Los conidios de I. fumosorosea son altamente susceptibles a las altas temperaturas (Fargues y Bon,
2004). De hecho, esta baja termotolerancia es uno de los principales impedimentos para el

almacenamiento y la aplicacion de biopesticidas fungicos en un entorno agricola (Kim et al., 2010).

La exposicidon a la luz solar puede tener graves efectos en la supervivencia de I. fumosorosea
(Zimmerman, 2008). Estudios demuestran que la radiacién UV, en particular longitudes de onda en

el UV-Ay la region UV-B son los mas perjudiciales (Fargues y Bon, 2004).

Las plantas huésped de insectos también pueden afectar a la viabilidad de I. fumosorosea debido a
la produccion de aleloquimicos, que puede inhibir el crecimiento del hongo (Zimmerman, 2008).

Algunas sustancias, sobre todo de 4cido tanico, solanina, camptotecina, xantotoxina y tomatina
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reducen la germinacidn de blastosporas y conidios. Los tres ultimos también inhiben el crecimiento

del micelio (Lacey y Mercadier, 1998)
2.2.2. Extractos vegetales para el control de insectos plaga

El empleo de plantas para el control de insectos plaga, tiene grandes perspectivas, ya que producen
una amplia diversidad de substancias bioldgicamente activas que afectan el crecimiento y desarrollo
de otros organismos y pueden brindar proteccién contra la herbivoria (Isman y Akhtar, 2007). Estos
productos vegetales disuaden o previenen del ataque y juegan un papel importante en la ecologia

y fisiologia de insectos fitdfagos (Zoubiri y Baaliouamer, 2014).

Los extractos vegetales pueden mostrar actividad insecticida, repelencia a plagas, estimulacion o
inhibicidn de la alimentacidn, o de la oviposicidn, y regulacidn del crecimiento de insectos (Toledo
e Infante, 2008; Zoubiri y Baaliouamer, 2014). Estas sustancias naturales se degradan en corto
tiempo, no constituyen peligro de contaminacién al ambiente y la resistencia se desarrolla mas
lentamente. Ademas, los efectos en parasitoides y depredadores son limitados o no existen (Leng

etal., 2011).

Los extractos se pueden obtener utilizando disolventes orgdnicos de diferente polaridad, con el
objeto de extraer la mayor cantidad de metabolitos de las plantas y de esta manera potenciar sus

efectos sobre las plagas a controlar (Auger y Thibout, 2004; Ducrot, 2004).
2.2.2.1. Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios de las plantas son aquellos compuestos quimicos sintetizados por
éstas, que no cumplen funciones esenciales y su ausencia no representa un riesgo para ellas, ya que
no intervienen en el metabolismo primario (Esquivel et al., 2013). Estas sustancias intervienen en

las interacciones ecoldgicas entre la planta y su ambiente (Bullangpoti et al., 2012).

La eficacia de los extractos vegetales ha contribuido a la identificacion de metabolitos secundarios
con actividad insecticida. Sin embargo, muchos metabolitos secundarios, como insecticidas o
disuasorios alimentarios, aun se encuentran en estudio (Ulrichs et al, 2008). Entre estos
metabolitos secundarios se hallan alcaloides, aminoacidos no proteicos, esteroides, fenoles,

flavonoides, glucésidos, glucosinolatos, quinonas, taninos y terpenoides (Azcén, 2003).

Algunos de estos ingredientes activos se han identificado en plantas de las familias Meliaceae,

Rutaceae, Asteraceae, Labiateae y Piperaceae (Regnault et al., 2004; Ulrichs et al., 2008; De Souza

=[8]=



et al, 2009), Annonaceae, Cannellaceae, Labiateae, Meliaceae, Mimosaceae, Rutaceae,

Sapindaceae, Solanaceae (Ybarra et al., 2005; Isman et al., 2006), Fabaceae (Garcia et al., 2004).
2.2.2.2. Caracteristicas de las plantas

Las caracteristicas que debe tener la planta, de la cual se extraera el insecticida botanico con la
finalidad de aprovecharla al maximo, sin deteriorar el ecosistema son (Rodriguez, 1993; Silva et al.,

2002):

a) ser perenne

b) estar ampliamente distribuida y en grandes cantidades en la naturaleza, o que se pueda cultivar
c) usar érganos renovables de la planta (hojas, flores o frutos)

d) no ser destruida cada vez que se necesite recolectar material (evitar el uso de raices y cortezas)
e) requerir poco espacio, manejo, agua y fertilizacion

f) tener usos complementarios (como medicinales)

g) no tener un alto valor econémico

h) ser eficaz en bajas dosis
2.2.2.3. Dodonaea viscosa (L.) Jacq.

Dodonaea viscosa (L.) Jacq., fue descrita por Pierre Edmond Boissier en el libro Enumeratio
Systematica Plantarum, quas in insulis Caribaeis, editado por Nikolaus Joseph von Jacquin en el afo

1760, con la siguiente clasificacion.

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Dicotiledénea / Magnoliopsida
Orden: Sapindales

Familia: Sapindaceae

Género: Dodonaea

En México se le conoce comunmente con los nombres: aria, cuerno de cabra, chapulixtle, chapuliz,
granadina, guayabillo, hierba de la cucaracha, huesito, jarilla, munditos, ocotillo, palomilto, tapa

chile, tarachico (Martinez, 1979).

D. viscosa es un arbusto o arbol pequefio perennifolio que puede alcanzar hasta cinco metros de

altura; presenta hojas simples, brillantes, glanduloso-resinosas y olorosas; apice cominmente
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agudo, de 4 a 15 cm de largo, con inflorescencias axilares y terminales en la punta de las ramillas
(Rzedowski y Calderén, 2006). Presenta flores durante la primavera y el verano. Las plantas son
dioicas, es decir, las flores masculinas y femeninas se encuentran en plantas separadas. El polen se
dispersa por el viento. Una vez fecundadas, las flores cambian de un color verde o crema a un color
rojo brillante. Produce semillas aladas de aproximadamente 2 cm de tamafio, por lo cual su

dispersion por el viento favorece su diseminacion (McDowell, 2007).

Figura 2. Dodonaea viscosa (L.) Jacq.

Por su amplia distribucion en México, es considerada una planta nativa; sin embargo, en realidad es
una especie cosmopolita (Juan-Pérez, 2013). En los estudios taxondmicos de Rzedowski y Calderdn
(2006) y Caldnico-Soto (2011) se menciona que D. viscosa se distribuye en todos los estados del pais,

con excepcidn de Tabasco, ademas de Estados Unidos, Centro y Sudamérica, Africa, Asia y Oceania.

Las condiciones geograficas y ambientales donde crece y se desarrolla el chapulixtle no son
determinantes para su distribucidn espacial, puede habitar desde el nivel del mar hasta los 2 600
msnm (Rzedowski, 2001). En el territorio mexicano, los lomerios, laderas, barrancos, afloramientos
rocosos, zonas desérticas y bordes de corrientes son las geoformas donde crece y se desarrolla,
aunque, es comun encontrarle en ambientes deteriorados por los incendios, espacios adyacentes a

carreteras, areas de pastoreo sin control y suelo con procesos erosivos (Juan-Pérez, 2013).

En cuanto al clima, la planta de D. viscosa tolera tanto climas semiaridos, como subhimedos,

preferentemente con sequia invernal. Los climas hiumedos con lluvias todo el afio no son favorables
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para su supervivencia, ya que la abundancia de humedad en el suelo limita su crecimiento y
desarrollo. Se adapta facilmente a temperaturas altas y oscilaciones tanto diarias como

estacionales, ademds, soporta heladas leves (Juan-Pérez, 2013).

En diversas regiones de México, el chapulixtle tiene importancia para la agricultura, por las
condiciones de dureza de su madera, los tallos y ramas son utilizados para producir tutores en
cultivos horticolas. También es utilizado en la medicina tradicional para el tratamiento de

enfermedades gastrointestinales y enfermedades de la piel (Juan-Pérez, 2013).

Estudios fitoquimicos sefalan que D. viscosa contiene metabolitos secundarios del tipo flavonoide
y terpenoide. Hsu y Chen (1971) aislaron de las hojas un diterpeno llamado acido hautriwaico.
Sachdev y Kulshreshtha (1983) reportaron la presencia de un flavonoide con una cadena isoprenoide
ademas, aislaron seis flavonoides conocidos como 5-hidroxi-3,6,7,4’-tetrametoxi-flavona, santina,
pendulentina, aliarina, pinocembrina y 5,7,4’-trihidroxi-3,6-dimetroxiflavona. Sachdev vy
Kulshreshtha (1986) encontraron un flavonoide prenilado aislado de las partes aéreas llamado
viscosol. Cao et al. (2009) senalaron la presencia de dos saponinas triterpenoides en las raices de
plantas colectadas en Madagascar. Quintana de Oliveira et al. (2012) reportaron la presencia de tres

diterpenos ent-labdanos en un extracto etandlico de las partes aéreas del arbusto.

Aldana et al. (2014a y 2014b) realizaron estudios para evaluar la bioactividad insecticida de
extractos metandlicos de D. viscosa de partes aéreas para el manejo del gusano cogollero
(Spodoptera frugiperda), detectando actividad téxica al mezclarlo con la dieta, produciendo un

efecto negativo sobre el peso de las larvas y ocasionando mortalidad en larvas y pupas.
2.3. Combinacion entre insecticidas botanicos y hongos entomopatégenos

Una combinacién de hongos entomopatdgenos con insecticidas a base de plantas puede
proporcionar una estrategia de manejo de plagas mas sostenible, mas eficaz y a un costo reducido
(Sahayaraj et al., 2011). Sirajuddin y Anggraeni (2014) reportaron que la combinacién del hongo
Beauveria bassiana y los extractos de Mirabilis jalapa aceleraron y aumentaron la mortalidad de

larvas de Crocidolomia pavonana (Lepidoptera: Pyralidae).

Por lo anterior, se hace necesario el estudio de la compatibilidad de los extractos botanicos con los
hongos entomopatdgenos para potencializar su eficacia combinada, ya que los primeros podrian
inhibir en menor o mayor medida el desarrollo y la reproduccién de los patégenos (Oliveira et al.,

2003; Sahayaraj et al., 2011).
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Sahayaraj et al. (2011) llevaron a cabo un estudio para evaluar el impacto de los patdégenos fungicos
(B. bassiana, P. fumosorosea y V. lecanii) en algunos bioplaguicidas comerciales formulados a base
de plantas (BioSpark®, Phytophrate®, Exodos®, Biodos® y Neemgold®) y algunos extractos de
plantas que poseen propiedades insecticidas (partes aéreas de S. nodiflora, P. tomentosa, V.
negundo, I. carnea, P. aquilinum y semillas de A. squomosa), contra plagas de insectos del cultivo de

cacahuete, encontrando compatibilidad en la mayoria de las combinaciones probadas.

Numa et al. (2011) reportaron también la compatibilidad de los hongos B. bassiana y P.
fumosoroseus, en combinaciéon con extractos de plantas de ajo y pimienta, complementando su
accion con depredadores de acaros, evaluando su eficacia sobre el dcaro Tetranychus urticae, plaga
de las rosas; encontrandose que al liberarse por separado los depredadores y con la combinacion

de los hongos y los extractos, se obtuvieron mejores resultados para el control del acaro.
2.4. Sistema inmunoldgico de insectos

Los insectos tienen un apto sistema inmune en contra de las infecciones microbianas a las que estan

expuestos en su entorno (Beckage, 2008), el cual se clasifica en tres grupos (Moreno, 2010):

e El primero esta conformado por barreras estructurales como la cuticula del exoesqueleto,
la cual es extremadamente rigida y protege del dafio mecanico al insecto, situacion que
seria propicia para la penetracién de patégenos hacia el interior del organismo, y causaria
infecciones (Moreno, 2010).

e El segundo mecanismo, conocido como respuesta celular, esta mediado por los hemocitos,
células especializadas que reconocen, controlan y matan patdgenos; los cuales empiezan a
actuar cuando los patégenos cruzan las barreras estructurales. Esta respuesta consiste en
la fagocitosis, la formacién de nddulos y la encapsulacidn de los microorganismos agresivos
(Stanley, 2006; Lemaitre y Hoffmann, 2007; Beckage, 2008).

e El| tercer mecanismo es la respuesta humoral, que incluye la sintesis de moléculas
secretadas o intercelulares, las cuales son producidas en las glandulas reproductivas, por las
células de tracto digestivo, los hemocitos y el cuerpo graso. Esta respuesta incluye varios
péptidos antimicrobianos, cascadas enzimaticas que regulan la coagulacién y melanizacién
de la hemolinfa, y la produccion de especies reactivas de oxigeno y especies reactivas de

nitrégeno (Stanley, 2006; Lemaitre y Hoffmann, 2007; Beckage, 2008).
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2.4.1. Hemocitos

El hemocele es la cavidad del cuerpo del insecto, este contiene hemolinfa, la cual transporta
nutrientes, productos de desecho y varias micro y macromoléculas. En la hemolinfa circulan diversos
tipos de hemocitos, los cuales son los mediadores de la respuesta inmune celular (Lavine y Strand,

2002; Stanley, 2006; Lemaitre y Hoffmann, 2007; Beckage, 2008).

Los nombres mas comunes utilizados para hacer alusién a los diferentes tipos de hemocitos son:
granulocitos, plasmatocitos, esferulocitos, oenocitoides y prohemocitos; estos en especies de
diversos Ordenes incluyendo Lepidoptera, Ortoptera, Blattodea, Coleoptera, Hymenoptera,
Hemiptera y algunas especies de Diptera. (Lavine y Strand, 2002; Ribeiro y Brehelin, 2006). Sin
embargo, no existen todos estos tipos de hemocitos en todas las especies de insectos (Lamprou et

al., 2007; Strand, 2008).

Figura 3. Plastmatocito (PL), Granulocito (GR),
Oneocitoide (OE), Esferulocito (ES) y
Prohemocito (PR) de larva de Anticarsia
gemmatalis Habner (Lepidoptera:
Noctuidae) observado en fresco en
microscopio de contraste de fases (De
Negreiro et al., 2009).

A la fecha, no existe una terminologia uniforme para nombrar a los hemocitos en las diferentes
especies de insectos. Por ejemplo, los hemocitos con el nombre de plasmatocitos, células de cristal
y lamelocitos en Drosophila (Diptera) son muy similares, morfolégicamente y funcionalmente, a
hemocitos llamados granulocitos, oenocitoides y plasmatocitos, respectivamente, en lepiddpteros.

El uso de diferentes nombres para estas células, a menudo, conduce a confusidn; especialmente,
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para las personas poco familiarizadas con el tema o que tienen limitada experiencia trabajando con

hemocitos de diferentes grupos de insectos (Lavine y Strand, 2002; Ribeiro y Brehelin, 2006).

Los plasmatocitos de los lepidépteros son los hemocitos que forman las cdpsulas alrededor de
patdgenos o de cuerpos extrafios demasiado grandes para ser fagocitados, también forman nddulos

alrededor de masas de material necrético bacteriano melanizado (Lavine y Strand, 2002).

Una de las funciones principales de los granulocitos de lepidépteros es la fagocitosis (Strand et al.,
2006). Los granulocitos también han demostrado ser las primeras células que entran en contacto
con los patdégenos o los cuerpos extrafios, liberando en ese momento su contenido granular, que
sirve para atraer a los plasmatocitos o al menos los ayuda para construir la capsula o nédulo (Ribeiro

y Brehelin, 2006; Strand, 2008).

En los oenocitoides de los lepiddpteros esta presente la fenoloxidasa (PO), enzima clave en el
proceso de melanizacidn, una de las respuestas inmunes innatas de los insectos (Ribeiro y Brehelin,

2006; Strand, 2008).

Las funciones de los esferulocitos, hasta la fecha, son totalmente desconocidas (Ribeiro y Brehelin,

2006; Strand, 2008).

Los prohemocitos, en todas las especies estudiadas, son los precursores de todos los tipos de

hemocitos diferenciados (Ribeiro y Brehelin, 2006; Strand, 2008).
2.4.2. Respuestas de defensa

Existe un numero de respuestas inmunes frecuentes, las cuales se han descrito en la mayoria de los
insectos estudiados. Estas respuestas incluyen la fagocitosis, nodulacién, encapsulacion y
melanizacion. Estos procesos comparten elementos comunes en términos de reconocimiento de
patdgenos, sefiales bioquimicas, y la depuracion final del microorganismo invasor de la hemolinfa

(Jiravanichpaisal et al., 2006; Strand, 2008; Marmaras y Lampropoulou, 2009; Rosales, 2011).

La fagocitosis se refiere al reconocimiento, inmersién y destruccion intracelular de los patégenos
invasores y células apoptdticas por hemocitos individuales. En los lepiddpteros, la fagocitosis se
logra principalmente por los plasmatocitos circulantes en la hemolinfa (Lavine y Strand, 2002;

Lamprou et al., 2007; Garcia et al., 2009).
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La nodulacidn es la respuesta celular de los insectos a grandes infecciones bacterianas. Se compone
de la formacién de agregados multicelulares de hemocitos que atrapan grandes cantidades de

bacterias (Marmaras y Lampropoulou, 2009).

La encapsulacién es la respuesta de los hemocitos a objetivos grandes, como parasitos, protozoos y
nematodos. Los hemocitos se unen al organismo invasor en multiples capas de células hasta formar
una capsula alrededor de él. Dentro de la capsula el organismo invasor es asesinado por productos

citotéxicos o por asfixia (Carton et al, 2009; Nappi et al., 2009).

La melanizacién es el proceso de formacién de melanina. Se activa durante la cicatrizacién de una
herida, también en los procesos de nodulacién y encapsulacién contra grandes patdégenos o
pardsitos. La enzima fenoloxidasa (PO), presente en los oenocitoides, es clave en este proceso

(Lavine y Strand, 2002; Kanost et al., 2004; Nappi et al, 2009).

Las respuestas inmunes mencionadas se inician por moléculas de reconocimiento de patrones, las
cuales permiten a los insectos distinguir entre constituyentes propios y extrafios. Estudios han
identificado receptores especificos de reconocimiento de patrones que responden a componentes
presentes en los microorganismos tales como peptidoglicanos y lipopolisacaridos que, son los
principales compuestos de las paredes celulares de bacterias y hongos (Dziarski, 2004). Entre estos
receptores se encuentran las proteinas de reconocimiento de peptidoglicanos (PGRPs), descritas en
varias especies de insectos, las cuales activan la cascada de melanizacién sobre los microorganismos
invasores. Existen PGRPs especificas para bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y hongos en la
hemolinfa de los insectos. Una vez reconocidos los patdgenos, se activan dos vias de sefializacion;
la via Toll es activada por microorganismos Gram-positivos y hongos, mientras que, la via Imd se
activa por microorganismos Gram-negativos (Rolff y Reynolds, 2010). Estas vias de sefalizacidn
conducen a la activacién de la inmunidad celular y de los péptidos antimicrobianos a través de

moléculas finales Dif and Relish en el nucleo de los hemocitos (Liehl et al., 2006).
2.4.3. Efecto de los insecticidas botdnicos en el sistema inmunolégico de los insectos

En el Manejo Integrado de Plagas (MIP) al igual que en el Manejo Agroecolégico de Plagas (MAP) se
han utilizado tacticas combinadas para obtener resultados mas eficientes en el control de insectos
considerando el menor dafio al ambiente. Muchos estudios se han dedicado a encontrar el efecto

combinado entre los insecticidas, especialmente de materiales botanicos, y agentes microbianos
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sobre insectos plaga. Los resultados revelan que los compuestos botanicos disminuyen la capacidad

inmune de los insectos contra los agentes microbianos (Zibaee, 2011; James y Xu, 2012).

Existen algunos informes sobre los efectos de los productos vegetales en los hemocitos de insectos
como Periplaneta americana (Blattodea: Blattidae) (Qadri y Narsaiah, 1978), Dysdercus koenigii
(Hemiptera: Pyrrhoeoridae) (Tikku et al., 1992), Cyrtacanthacris tatarica (Orthoptera: Acrididae)
(Peter y Ananthakrishnan, 1995) y Spodoptera litura Fabricius (Lepidoptera: Noctuidae) (Sharma et
al., 2001, 2003, 2008). Sharma et al. (2003) observaron la vacuolizacidon en el citoplasma y la
degeneracion de los organulos, tanto en plasmatocitos como en granulocitos de larvas de S. litura
tratados con Neem Gold (producto comercial a base de extractos de neem). Sharma et al. (2008)
encontraron pérdida de proyecciones citoplasmaticas en granulocitos de larvas de S. litura tratadas

con aceites de Artemisia calamus.

Zibaee y Bandani (2010) reportaron que los extractos de Artemisia annua alteraron el nimero de
hemocitos y su actividad fagocitica en Eurygaster integriceps (Hemiptera: Scutelleridae). Indicaron
también que el efecto toxico sobre las células inmunes redujo el nimero de hemocitos unidos a las
esporas de los hongos utilizados para este bioensayo. La uniéon de las esporas en la superficie de los
hemocitos es un requisito esencial para la activacién de la fagocitosis, lo que sugiere que la actividad
celular o el reconocimiento de esporas por los receptores de los hemocitos de los insectos tratados

pudieron verse afectados.

Zibaee y Bandani (2010) demostraron también que los extractos de A. annua tienen efectos
negativos en la formacién de nddulos y en la actividad de la fenoloxidasa (PO) de E. integriceps. La
PO activa cataliza la formacién de quinonas, que sufre reacciones adicionales para formar melanina
(Gorman et al., 2007). Después de tratar a los insectos con los extractos, la PO mostré una inhibicion
de su actividad enzimatica. Lo anterior debido, tal vez, a la unién del extracto de la planta a la enzima
afectando la unién de esta al sustrato. Aunque es posible también que la inhibicién resulte de un
efecto alostérico, donde el inhibidor se une a un sitio diferente en la enzima cambiando la
conformacion (la estructura terciaria) de la enzima de manera que se reduce la afinidad del sustrato

por el sitio activo (Zibaee et al., 2011).

Por lo tanto, los extractos de plantas en niveles subletales podrian ser suficientes para interferir con
la funcién de los receptores especificos en el complejo sistema inmune de los insectos, o causar
alteracion ultraestructural que dificulte la funcion normal de los hemocitos (Vey et al., 2002; Zibaee,

2011).
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2.5. Spodoptera exigua Hiibner
2.5.1. Taxonomia
La clasificacion taxondmica del gusano soldado Spodoptera exigua (Hibner, 1808) es la siguiente:

Reino: Animalia
Filo: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Lepidoptera
Familia: Noctuidae

Género: Spodoptera

Figura 4. Larvas de Spodoptera exigua Hibner
(Lepidoptera: Noctuidae).

2.5.2. Distribucidn, plantas hospedantes y dafios

El gusano soldado es originario del Sureste de Asia, tiene una distribucion mundial, se le ha
reportado en Africa, Sur de Europa, India, Sur de Asia, Japdn, Australia, Estados Unidos, Canada,

México, Centro y Sur América (Mau y Martin, 2007).

En México la distribucidn de S. exigua abarca gran parte del pais, debido a que es un insecto polifago,
siempre habrd alimento para continuar su desarrollo. Existen numerosos reportes de su presencia
y ataque; entre los estados afectados destacan el Estado de México, Puebla, Querétaro, Hidalgo,
Aguascalientes, Guanajuato, Michoacan, Jalisco, Durango, Zacatecas, Morelos, Guerrero, Tlaxcala,

Veracruz y ocasionalmente Sonora, Sinaloa y Tamaulipas (SENASICA-SAGARPA, 2015).

Es en la etapa larval cuando los insectos de S. exigua causan dafos a los vegetales hospederos. Como
todo insecto generalista, se alimenta y se desarrolla en una gran variedad de cultivos, atacando
hojas y tallos primordialmente; sin embargo, también puede atacar raices. Afecta aproximadamente

a 130 cultivos horticolas de 30 familias diferentes (Merkx-Jacques et al., 2008; Saeed et al., 2009).
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Ente las plantas cultivadas que ataca se encuentran algoddn, frijol, maiz, sorgo, soya, brécoli, col,
coliflor, lechuga, espinaca, zanahoria, remolacha, camote, papa, papaya, fresa, menta, salvia, peral,
manzano, vid, berenjena, cebolla, chile, jitomate, rosal, clavel y crisantemo. Ademads, ha sido
colectado en arvenses y malezas de las familias Amaranthaceae, Chenopodiaceae, Convolvulaceae,
Cruciferae, Euphorbiaceae, Gramineae (Mauy Martin, 2007; Pérez et al., 2007; SENASICA-SAGARPA,
2015).

Entre los dafos ocasionados en cultivos estd la disminucién de superficie foliar debido a la
alimentacién de los estados larvales de las hojas, asi como dafios en frutos al realizar perforaciones
en los mismos, lo cual provoca baja calidad y produccidon del fruto (Capinera, 2005; Garza y Teran,

2007).
2.5.3. Descripcion y ciclo de vida

El gusano soldado presenta cuatro fases de desarrollo conocidas como: huevo, larva, pupa y adulto.
Los huevos se encuentran en masas de 50 a 150 sobre las hojas, son de color verde olivo, cubiertos
con una capa de escamas aterciopeladas de color gris. Las larvas pasan por cinco estadios, éstas se
encuentran desprovistas de pelos durante toda esta etapa. Al iniciar su desarrollo son de color verde
claro con la cabeza negra, se encuentran en grupos, y estan cubiertas por una pequefia tela de seda.
En el transcurso de su desarrollo se tornan de color verde obscuro en diversas tonalidades, con
lineas subdorsales mds o menos obscuras marcadas en cada uno de los segmentos abdominales;
usualmente presentan cinco lineas blancas angostas interrumpidas en cada lado del dorso y una
linea gris obscura, una linea blanca continua subdorsal y otra junto a los espiraculos. Cerca de los
espiraculos se encuentran manchas blancas o amarillo brillante. El vientre es verde brillante y
moteado con lineas blancas irregulares. Casi al final del quinto instar las larvas reducen su longitud
entrando al estado de pupa. La pupa es de color café brillante, se le encuentra en el suelo a una
profundidad de 1 cm aproximadamente, dentro de una celda elaborada con particulas de tierra. El
adulto es una palomilla de color café grisdceo y brillante, mide 2.5 centimetros con las alas
extendidas. Las alas anteriores son de color café grisdceo, con lineas café obscuro y escamas blancas,
con una mancha redonda color crema con el centro anaranjado; las alas posteriores son blancas con

las venas y el margen color café (Capinera, 2005; Garza y Teran, 2007).

Su ciclo bioldgico inicia cuando los huevecillos son depositados por la hembra cubriéndolos con
escamas de su cuerpo, lo que limita la accién de los parasitoides. El primer instar se alimenta en

grupos por debajo de una telarafia de seda en el envés de las hojas que quedan esqueletonizadas;
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el siguiente instar hace perforaciones irregulares en el follaje y hasta el tercer o cuarto instar se
alimentan de los frutos. La larva pasa por 5 o 6 instares, para después dirigirse al suelo donde se
convierte en pupa, de la cual emergen el adulto para completar el ciclo, en aproximadamente 30

dias (Garza y Teran, 2007).

Figura 5. Ciclo de vida del gusano soldado Spodoptera exigua. a) Masa de huevecillos. b) Larva. c)
Pupas. d) Adulto.

2.5.4. Manejo

Existen diversos métodos para lograr controlar las poblaciones de gusano soldado; sin embargo, es
un hecho que el principal método se relaciona con la utilizacidn de insecticidas sintéticos, los cuales
en general son aplicados sin mesura dentro de los cultivos (Garza y Teran, 2007; Meagher et al.,

2008).
A continuacidn, se describen brevemente los métodos de manejo mas conocidos contra S. exigua:

e Control cultural. La adopcién de ciertas practicas es de gran utilidad en la reduccién del
impacto de esta plaga. La rotacidn de cultivos y propiciar policultivos en vez de
monocultivos, asi como la colocacidn de cultivos trampa o bien barreras naturales son una
buena opcion. También, la eliminacién de arvenses y malezas dentro y en los alrededores
de las parcelas y la destruccién inmediata de los residuos del cultivo después de la cosecha,
son practicas muy importantes (Mau y Martin, 2007; Garza y Teran, 2007).

e Control mecanico. Utiliza barreras o cualquier elemento que logre aislar los cultivos del

ataque de los insectos, también se refiere al control realizado manualmente retirando al
insecto o bien al follaje atacado. Este tipo de control es realizado en areas pequefias debido
al tiempo y complicacion que puede representar (Garza y Teran, 2007; Toledo e Infante,
2008).

e Control quimico-sintético. La finalidad de su uso es el exterminio de la plaga en cuestion, sin

embargo, el efecto en la realidad ha sido contrario a lo esperado. Hasta hace unas décadas
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este tipo de control se realizaba asperjando los cultivos con productos como endrin o
toxafeno, los cuales actualmente se encuentran prohibidos en la mayor parte del mundo,
por las consecuencias que traia consigo su aplicacién en el ambiente y en la salud humana.
En la actualidad, y debido a los altos niveles de resistencia que ha desarrollado esta plaga,
el manejo es muy dificil, por lo que es necesario el uso de productos de diferentes grupos
toxicolégicos y de diferente modo de accidn, como es el caso de tebufenozoide (regulador
del crecimiento), hexaflumurdén (inhibidor de la quitina), Spinosad® (activador de los
receptores nicotinicos de la acetilcolina), Clorfenapyr® (impide la fosforilacion oxidativa en
la mitocondrias), methoxyfenozide (simulador de ecdisoma) y benzoato de emamectina
(bloqueador GABA) (Garza y Teran, 2007).

e Control biolégico. En este caso se busca aumentar y conservar los enemigos naturales, ya

sean introducidos o nativos. Entre estos agentes de control estdn depredadores,
parasitoides, hongos, bacterias e incluso virus. Algunos de los depredadores que atacan al
gusano soldado son las chinches Orius sp., Podisus sp. y Geocoris sp. del Orden Hemiptera,
también crisopas de la familia Chrysopidae (Neuroptera) (Giffoni et al., 2007). Entre los
parasitoides que atacan a S. exigua, sobresalen las avispas de los géneros Chelonus, Cotesia
y Meteorusde de la familia Braconidae. El llamado virus de la Poliedrosis nuclear
(Nucleopolyhedrovirus) no sélo ha sido probado en el gusano soldado, sino también en otras
especies de lepidépteros plaga (Lasa et al., 2007; Caballero et al., 2009). Existen reportes de
Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Isaria fumosorosea infectando a este género
de insectos (Chun-xiang, 2009; Garcia et al., 2011; Freed et al., 2012). Finalmente, entre las
bacterias encontramos a Bacillus thuringiensis, que es la mds popular y ampliamente
probada, aungque no ha mostrado una buena efectividad en campos mexicanos (Garza y
Teran, 2007).

e Control con sustancias vegetales. Se han realizado evaluaciones con productos obtenidos a

partir de plantas para el manejo de S. exigua ya sea para conocer su efecto insectistatico o
insecticida; entre ellas destacan Trichilia havanensis y Trichilia pallida (Meliaceae),
Psacaliopsis purpusii (Asteraceae), Croton ciliatoglanduliferus (Euphorbiaceae), Petiveria
alliacea (Phytolaccaceae), Piper auritum (Piperaceae) y Azadirachta indica (Meliaceae)

(Escobar et al., 2007; Delgado et al., 2012).
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3. Objetivos
3.1. General

Evaluar la bioeficacia insecticida e insectistatica de la combinacién de extractos de Dodonea viscosa
y el hongo entomopatdgeno Isaria fumosorosea sobre larvas de Spodoptera exigua, asi como su

efecto sobre la cantidad de hemocitos presentes en la hemolinfa.
3.2. Particulares

e Determinar la mortalidad en larvas de S. exigua tratadas con los extractos acetdnico y
metandlico de D. viscosa, de forma independiente y en combinacidn con conidios del hongo

entomopatdgeno /. fumosoroseae.

e Evaluar el efecto anti-alimentario provocado por los extractos aceténico y metandlico de D.
viscosa, de manera independiente y en conjunto con los conidios de /. fumosorosea, sobre

S. exigua.

e Evaluar el efecto de los extractos acetdnico y metandlico de D. viscosa, de manera
independiente y en conjunto con los conidios de /. fumosorosea, en el desarrollo de S.

exigua.

e Cuantificar los hemocitos presentes en la hemolinfa de larvas de S. exigua al exponerlas a

los extractos acetdnico o metandlico de D. viscosa.

4. Hipétesis

La combinacion del extracto de D. viscosa y los conidios de [. fumosorosea resultard
significativamente diferente a los tratamientos independientes, en cuanto a su capacidad

insecticida, insectistatica y disminucidon en la cantidad de hemocitos sobre larvas S. exigua.



5. Materiales y Métodos
5.1. Larvas de Spodoptera exigua

Para establecer la cria de S. exigua se recolectaron, en mayo del 2016, ejemplares en cultivos de
espinaca del municipio de Los Reyes, Puebla; localizado en las coordenadas 18°57° Ny 97°48’ O, con
una altitud de 2100 msnm (INEGI, 2016). Los insectos se mantuvieron y reprodujeron, por nueve
generaciones, en el Laboratorio de Entomologia del Departamento de Interaccién Planta Insecto del

Centro de Desarrollo de Productos Biéticos (CeProBi) del Instituto Politécnico Nacional (IPN).

En los experimentos se utilizaron larvas L2 o L3, colocadas individualmente en recipientes de plastico
de 10 ml con tapa, a los que se les colocd 1 ml de dieta artificial (Budia et al., 1994). Montado el
experimento, los envases, se mantuvieron en una cdmara incubadora a 27 £ 1 °C, humedad relativa
de 60-70% y un fotoperiodo de 12-12 h luz-obscuridad. Al montaje de cada ensayo se verificd que

el peso de las larvas no fuera significativamente diferente entre los tratamientos.

5.1.1. Dieta

Cuadro 1. Ingredientes de la dieta para larvas de Spodoptera exigua

18.3 g Agar bacterioldgico 1.3 g Acido benzoico
128.3 g Sémola de maiz 1.1g Nipagina
32.1g Germen de trigo 5 ml Formaldehido
34.3 g Levadura de cerveza 2.5g Ru Vi Otic®
4.5g Acido ascérbico 1L Agua

La dieta se prepard incorporando, en una licuadora en marcha durante todo el proceso, el agar en
ebullicidn con el acido ascérbico, el acido benzoico y la nipagina. Una vez mezclados, se agrego el
germen de trigo, la levadura y la sémola de maiz. Finalmente se adicionaron el Ru Vi Otic® (vitaminas
de uso veterinario) y el formaldehido. La mezcla se dejoé enfriar a temperatura ambiente en un
recipiente plastico limpio durante algunos minutos. Una vez gelificada, la dieta se sellé

herméticamente y se refrigero.
5.2. Extractos de Dodonaea viscosa

El material vegetal se colectd en el mes de septiembre del 2016 en Barranca Honda, Tlaltizapan,
Morelos, de coordenadas 18°49'04” N y 99°06’24” O y altitud de 1090 msnm (INEGI, 2016). De las
partes aéreas de la especie D. viscosa se obtuvieron las hojas, las cuales fueron sometidas a un
proceso de secado a temperatura ambiente durante 15 dias. El material seco se pulverizé con ayuda

de un molino manual Estrella®. El polvo se macerd con el disolvente (1 L de acetona o metanol por

=[22]=



200 g de tejido vegetal seco) a luz-oscuridad ambiental y 25 £ 3 °C, durante 72 horas. La mezcla se
filtré y el disolvente fue eliminado totalmente por destilacidn a presién reducida con la ayuda de un
evaporador rotatorio Biichi R-114, el proceso se realizd por triplicado. Los extractos se envasaron
en frascos de vidrio color ambar para evitar la fotdlisis. Las emulsiones acuosas de los extractos,
utilizadas en los experimentos, se prepararon adicionando agua destilada con Tween® 20 al 0.5%

(v/v).
5.3. Conidios de Isaria fumosorosea

Se adquirio el producto comercial PAE TRON® PHC® para obtener los conidios de Isaria fumosorosea.
El conteo de los conidios se realizé en una cdmara de Neubauer con ayuda de un microscopio dptico.
La viabilidad de los conidios se determind antes de cada experimento, mediante la siembra del
hongo en cajas de Petri con Sabouraud Dextrosa Agar (SDA) incubadas durante 24 h a 26 °C. Los

conidios se consideraron viables una vez que emitieron el tubo germinal (Flores et al., 2013).
5.4. Aplicacion tépica de los extractos de Dodonaea viscosa

Se aplicaron 5 ul de los extractos de D. viscosa con una micropipeta, a diferentes concentraciones,
sobre el dorso de las larvas de S. exigua. Las concentraciones del extracto fueron 1250, 2500, 5000
y 10000 ppm (Seffrin et al., 2010). Se implementaron dos controles negativos, “agua” y “Tween® 20
al 0.5% (v/v)”, asi como un testigo positivo con el insecticida sintético Lorsban® (Clorpirifos etil) al
2% (v/v), dosis recomendada por el fabricante. Las larvas tratadas se colocaron individualmente en
recipientes de plastico de 10 ml de capacidad con 1 ml de la dieta artificial y se ubicaron en una
camara de cria a 27 + 1 °C, 60-70% HR y un fotoperiodo de 12-12 h luz-obscuridad. El disefio
experimental fue completamente al azar; se utilizaron 25 larvas de la especie blanco por
tratamiento, en los que cada larva fue una unidad experimental. Las variables respuesta fueron:
peso de larvas, porcentaje de pupas, porcentaje de adultos y porcentaje de mortalidad. Los datos

se registraron cada semana después de aplicados los tratamientos, durante 4 semanas.

La evaluacién del efecto de los extractos acetdnicos y metandlicos de D. viscosa aplicados de forma
topica sobre S. exigua se realizd en experimentos diferentes. En el bioensayo en el que se evalué el
extracto acetdnico se utilizaron larvas L2, mientras que en el que se aplicé el extracto metandlico se

utilizaron larvas L3.

=[23]=



5.5. Incorporacion de los extractos de Dodonaea viscosa en la dieta

Los extractos, a diferentes concentraciones (Cuadro 2), se incorporaron a la dieta artificial durante
la preparacién de la misma (Aldana et al., 2014a). Se vertié la dieta en vasos de plastico de 10 ml de
capacidad, 1 ml por cada una de las 25 unidades experimentales de cada tratamiento. En cada vaso
se colocé una larva L3. Los recipientes se colocaron en una camara de criaa 27 +1 °C, 60—-70% HR y
un fotoperiodo de 12-12 h luz-obscuridad. El disefio experimental fue completamente al azar. Las
variables respuesta fueron: peso de larvas, porcentaje de pupas, porcentaje de adultos y porcentaje
de mortalidad. Los datos se registraron cada semana después de aplicados los tratamientos, durante

4 semanas.

Cuadro 2. Tratamientos incorporados en la dieta de las larvas de Spodoptera exigua

T1: Agua (testigo negativo)

T2: Tween® 20 al 0.5% (testigo negativo)
T3: Extracto acetdnico a 500 ppm

T4: Extracto acetdnico a 1000 ppm

T5: Extracto acetdnico a 2000 ppm

T6: Extracto acetdnico a 4000 ppm

T7: Extracto metandlico a 500 ppm

T8: Extracto metandlico a 1000 ppm

T9: Extracto metandlico a 2000 ppm
T10: Extracto metandlico a 4000 ppm
T11: Insecticida sintético Lorsban® (Clorpirifos etil) 2% v/v (testigo positivo)

5.6. Incorporacion de los extractos de Dodonaea viscosa en la dieta para el conteo de hemocitos

Para realizar el conteo de hemocitos, los extractos de D. viscosa, a diferentes concentraciones
(Cuadro 3), se incorporaron a la dieta artificial durante la preparacién de la misma. Se vertid la dieta
en vasos de plastico de 10 ml de capacidad, 1 ml por cada una de las 5 unidades experimentales de
cada tratamiento. En cada vaso se colocé una larva L2. Los recipientes se colocaron en una camara
de criaa 27 £1°C, 60-70% HR y un fotoperiodo de 12-12 h luz-obscuridad. El disefio experimental

fue completamente al azar. Los datos se registraron siete dias después de montado el experimento.

Ademas del conteo de hemocitos, en este experimento se registraron las variables: peso de larvas,
porcentaje de pupas, porcentaje de adultos y porcentaje de mortalidad, utilizando los mismos
tratamientos (Cuadro 3) sobre otras larvas. La dieta tratada se vertié en vasos de plastico de 10 ml
de capacidad, 1 ml en cada una de las 20 unidades experimentales de cada tratamiento. En cada

vaso se colocé una larva L2. Los recipientes se colocaron en una cdmara de criaa 27 + 1 °C, 60-70%
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HR y un fotoperiodo de 12-12 h luz-obscuridad. El disefio experimental fue completamente al azar.

Los datos se registraron cada semana después de montado el experimento, durante 4 semanas.

Cuadro 3. Tratamientos incorporados en la dieta de las larvas de Spodoptera exigua para el
conteo de hemocitos

T1: Agua (testigo negativo)

T2: Tween® 20 al 0.5% (testigo negativo)

T3: Extracto metandlico a 1000 ppm

T4: Extracto metandlico a 2000 ppm

T5: Extracto metandlico a 4000 ppm

T6: Extracto acetdnico a 1000 ppm

T7: Extracto acetdnico a 2000 ppm

T8: Extracto acetdnico a 4000 ppm

T9: Insecticida sintético Lorsban® (Clorpirifos etil) 2% v/v (testigo positivo)

5.6.1. Extraccion y conteo de hemocitos

Las muestras de hemolinfa se recogieron, con ayuda de una micropipeta 2-20 pl, a partir de un corte
fino en una de las propatas de la larva, en el que se le colocaron 2 pl de una “solucidn
anticoagulante” para permitir el flujo de la hemolinfa y evitar, por algunos minutos, la lisis de las
células. Los hemocitos circulantes libres se determinaron por observacion directa en una camara de

Neubauer con un microscopio éptico (Zibaee y Bandani, 2010).

La “solucidn anticoagulante” contenia inhibidores de proteasas (1mM fluoruro de
fenilmetilsulfonilo, 1ImM 4cido etilendiaminotetraacético, 0.2mM Na-p-tosil-L-Lisina clorometil
cetonay 1ImM leupeptina) en solucién salina amortiguada por fosfatos (PBS) (100 mM NaCl, 25 mM

NaHCOs, pH 7.2) (Hernandez et al., 2015).

5.7. Incorporacion de los extractos de Dodonaea viscosa en la dieta y aplicacion del hongo Isaria

fumosorosea sobre las larvas de Spodoptera exigua

Los extractos, a diferentes concentraciones (Cuadro 4), se incorporaron a la dieta artificial durante
la preparaciéon de la misma (Aldana et al., 2014a). Se vertid la dieta en vasos de plastico de 10 ml de
capacidad, 1 ml por cada una de las 25 unidades experimentales de cada tratamiento. En cada vaso
se colocd un insecto en estadio larval L2. A las larvas de los tratamientos con el hongo I.
fumosorosea, se les aplicaron 5 pl del patdgeno en suspension a una concentracidon de 1X10°
conidios - ml (Garcia et al., 2011) sobre el dorso con ayuda de una micropipeta. Los recipientes se
ubicaron en una cdmara de criaa 27 + 1 °C, 60-70% HR y un fotoperiodo de 12-12 h luz-obscuridad.

El disefio experimental fue completamente al azar. Las variables respuesta fueron: peso de larvas,
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porcentaje de pupas, porcentaje de adultos y porcentaje de mortalidad. Los datos se registraron

cada semana después de aplicados los tratamientos, durante 4 semanas.

Cuadro 4. Tratamientos incorporados en la dieta en combinacidn con la aplicacién del
hongo Isaria fumosorosea en las larvas de Spodoptera exigua

T1: Agua (testigo negativo)

T2: Tween® 20 al 0.5% (testigo negativo)

T3: Extracto metandlico a 1000 ppm

T4: Extracto metandlico a 2000 ppm

T5: Extracto metandlico a 4000 ppm

T6: Extracto metandlico a 1000 ppm mas conidios de /. fumosorosea
T7: Extracto metandlico a 2000 ppm mas conidios de I. fumosorosea
T8: Extracto metandlico a 4000 ppm mas conidios de /. fumosorosea
T9: Extracto acetdnico a 1000 ppm

T10: Extracto acetdnico a 2000 ppm

T11: Extracto acetdnico a 4000 ppm

T12: Extracto acetdnico a 1000 ppm mas conidios de I. fumosorosea
T13: Extracto acetdnico a 2000 ppm mas conidios de I. fumosorosea
T14: Extracto acetdnico a 4000 ppm mas conidios de I. fumosorosea
T15: Conidios de I. fumosorosea

T16: Insecticida sintético Lorsban® (Clorpirifos etil) 2% v/v (testigo positivo)

5.8. Analisis estadistico

El andlisis y el procesamiento de los datos se llevd a cabo con el paquete estadistico JMP® version 8

(2008).

Se realizaron pruebas estadisticas para verificar la distribucién normal (Shapiro-Wilk) vy
homosedasticidad (Levinne) de los datos. Para los ensayos que cumplieron con los supuestos
anteriores, la diferencia entre los tratamientos se determind mediante un Andlisis de Varianza

(ANOVA) y su comparacion de medias mediante una prueba de Tukey o t-Student (Daniel, 2014).
Modelo: X = p+T+Ej

Dénde:

Xji = es la observacién de la variable respuesta que se midié
K = la media general

T= efecto del tratamiento

Ej: término del error
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Los casos en que los datos no cumplieron con las premisas de normalidad y homocedasticidad, la
diferencia entre los tratamientos se determiné mediante la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis y

su comparacion de medias correspondiente (Daniel, 2014).

. X T L T R n+
=1

K =nimero de muestras
nj =nUmero de observaciones de la j-ésima muestra
n =numero de observaciones en todas las muestras combinadas

Rj = suma de las jerarquias en la j-ésima muestra



6. Resultados y Discusion
6.1. Aplicacidn topica de los extractos de Dodonaea viscosa

En el extracto acetdnico se recabaron dos mediciones de la variable peso y cinco de porcentaje de
mortalidad, a diferencia del extracto metandlico, en el cual se obtuvo Unicamente una medicion de
la variable peso y cuatro de porcentaje de mortalidad; lo anterior debido al estadio de larvas

utilizadas en cada experimento.
6.1.1. Actividad sobre el peso de las larvas

Al evaluar el efecto de los extractos acetdnico y metandlico de D. viscosa, aplicados de forma tdpica,
sobre el peso de las larvas de S. exigua no se encontraron diferencias estadisticas significativas entre
los tratamientos y los testigos negativos; con excepcién del extracto metandlico a 10000 ppm y en

control “Tween® 20” (Cuadros 5y 6).

En el experimento en donde se evaluaron los extractos acetdnicos de forma tdpica, el insecticida
sintético Lorsban® no mostrd diferencias significativas con respecto a los pesos de los otros
tratamientos, incluyendo los controles. Sin embargo, el numero de larvas evaluadas en este
tratamiento fue menor al de los demas, debido a la alta mortalidad causada por él mismo (Cuadro
5). En el experimento en donde se evaluaron los extractos metandlicos, no se obtuvieron datos de
pesos en el control positivo (insecticida Lorsban®) a causa del 100% de mortalidad provocado por el

mismo tratamiento (Cuadro 6).

Cuadro 5. Actividad del extracto acetdnico de Dodonaea viscosa, aplicado de
forma todpica, sobre el peso de larvas de Spodoptera exigua

. Peso de larvas  DE (g)
Tratamiento

5 dias 12 dias
T1: Agua 0.0236 + 0.0106 ° 0.2108 + 0.0699 °
T2: Tween® 20 al 0.5% 0.0295 + 0.0140 @ 0.2121 + 0.0779 @
T3: Extracto a 1250 ppm 0.0269 + 0.0087 ° 0.2227 + 0.0585 °
T4: Extracto a 2500 ppm 0.0294 + 0.0115 ° 0.2118 + 0.0601 °
T5: Extracto a 5000 ppm 0.0259 + 0.0089 ° 0.1993 + 0.0742 °
T6: Extracto a 10000 ppm 0.0291 + 0.0117 ° 0.2273 + 0.0434 °
T7: Insecticida Lorsban® 0.0252 + 0.0156 ° 0.2238 + 0.0712 °

Las medias seguidas de la misma letra no presentan diferencia significativa (p < 0.05, Tukey)



Cuadro 6. Actividad del extracto metandlico de Dodonaea viscosa, aplicado
de forma tdpica, sobre el peso de larvas de Spodoptera exigua

. Peso de larvas t DE (g)
Tratamiento

6 dias
T1: Agua 0.1107 + 0.0512 2
T2: Tween® 20 al 0.5% 0.1165 + 0.0680 ?
T3: Extracto a 1250 ppm 0.1143 + 0.0516 °®
T4: Extracto a 2500 ppm 0.0855 + 0.0498 *
T5: Extracto a 5000 ppm 0.0812 + 0.0405 *
T6: Extracto a 10000 ppm 0.0673 + 0.0322 °®

T7: Insecticida Lorsban®
Las medias seguidas de la misma letra no presentan diferencia significativa (p < 0.05, Tukey)

No se encontraron trabajos en los que se hayan aplicado de forma tdpica los extractos de D. viscosa
sobre S. exigua, o algun otro insecto, y evaluado la variable peso. Generalmente, las investigaciones
se centran en suministrar extractos o aceites esenciales sobre la dieta para evaluar el peso del
insecto blanco (Aldana et al., 2014a; Cardenas et al., 2015; Figueroa et al., 2013; Romo et al., 2016;
Salinas et al., 2012; Valdés et al., 2016; Zavala et al., 2013). Algunos otros trabajos, evaltdan el indice
de preferencia (IP) como una medida indirecta del efecto anti-alimentario, tomando en cuenta la
predileccion del insecto entre una dieta tratada y otra sin tratar (Diaz et al., 2015; Feng et al., 2012;

Huang et al., 2014; Zhang et al., 2017).

6.1.2. Actividad insecticida

Al medir el porcentaje de mortalidad, como forma de evaluar la actividad insecticida, provocada por
los extractos de D. viscosa suministrados tdpicamente, no se encontraron diferencias estadisticas

significativas entre las concentraciones aplicadas y los testigos negativos (Cuadros 7 y 8).

Como era de esperarse, el control positivo “Lorsban®” resulté diferente estadisticamente a los
demas tratamientos, provocando porcentajes de mortalidad del 80 y 100% en los experimentos con

el extracto acetdnico y metandlico respectivamente (Cuadros 7 y 8).

Si bien, tampoco se encontraron trabajos en donde se hayan aplicado extractos de D. viscosa de
forma tdpica sobre alglin insecto blanco, si existen investigaciones en las que se han aplicado

extractos botanicos sobre S. exigua.

Bullangpoti et al. (2011) evaluaron extractos con acetato de etilo de Jatropha gossypifolia sobre S.
exigua, encontrando concentraciones letales medias (CLso) de 1809 y 8644 ppm al aplicar dichos

extractos sumergiendo y asperjando las larvas respectivamente.
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Zhang et al. (2017) evaluaron la actividad por contacto de extractos de Pinellia ternata, utilizando
solventes diferentes (metanol, etanol anhidro, acetona, éter de petréleo y acetato de etilo),

encontrando rangos de mortalidad entre 17.42 y 66.44% a las 72 h de aplicados los tratamientos.

Feng et al. (2012) evaluaron la actividad de los extractos etandlicos de treinta plantas medicinales
chinas contra S. exigua, aplicando 5 pg por insecto. Encontraron porcentajes de mortalidad hasta
del 33.33% provocados por Fritillatia thunbergii y del 30% por Brucea javanica. Sin embargo,
también observaron que extractos de Aconitum ochranthum, Aristolochia mollissima y once plantas

mas, no presentaron actividad toxica por contacto.

Bien es cierto que existe gran diferencia tanto bioldgica (familias taxondmicas) como quimica
(metabolitos secundarios) entre las plantas mencionadas y D. viscosa, por lo que no habria razén

para encontrar un grado de comparacion entre ellas.

Cuadro 7. Actividad insecticida del extracto acetdnico de Dodonaea viscosa aplicado de
forma tdpica sobre Spodoptera exigua

% Mortalidad

Tratamiento Larvas Pupas Adultos

5 dias 12 dias 19 dias 27 dias 33 dias

T1: Agua 0° 0 °© 0° 0° 15
T2: Tween® 20 al 0.5% 0o°’ 0 ¢ 10 ® 10 ® 15 ®
T3: Extracto a 1250 ppm 0"’ 0 ¢ 5 b 10 ® 20 °
T4: Extracto a 2500 ppm 5 b 10 ®c 15 ® 15 ® 15 °
T5: Extracto a 5000 ppm 0"’ 0 ¢ 15 ® 20 ° 35 b
T6: Extracto a 10000 ppm 10 ® 20 ° 20 ° 20 ° 20 °
T7: Insecticida Lorsban® 60 @ 65 @ 75 ° 75 ° 80 °@

Las medias seguidas de la misma letra no presentan diferencia significativa (p < 0.05, t-Student)

Cuadro 8. Actividad insecticida del extracto metandlico de Dodonaea viscosa aplicado de
forma tdpica sobre Spodoptera exigua

% Mortalidad

Tratamiento Larvas Pupas Adultos

6 dias 14 dias 20 dias 27 dias

T1: Agua 0o°® 5 ° 5°b 5 b
T2: Tween® 20 al 0.5% 5 b 5 b 10 ° 10 *
T3: Extracto a 1250 ppm 0°® 0°® 5 b 5 b
T4: Extracto a 2500 ppm 0°® 0°® 0°® 10 ®
T5: Extracto a 5000 ppm 5 b 10 ® 15 ® 15 ®
T6: Extracto a 10000 ppm 0°® 0°® 5 b 10 ®
T7: Insecticida Lorsban® 100 °@ 100 °® 100 °® 100 °

Las medias seguidas de la misma letra no presentan diferencia significativa (p < 0.05, t-Student)
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6.1.3. Actividad sobre desarrollo del insecto

La actividad de los extractos de D. viscosa sobre el desarrollo de S. exigua se valoré midiendo el
porcentaje de insectos que pasaron a los estados de pupa y adulto. Con el extracto acetdnico no se
encontraron diferencias estadisticas significativas entre las concentraciones utilizadas y los testigos
negativos, tanto en pupas como en adultos, rechazando asi la hipétesis de la alteracion en el
desarrollo normal del insecto por estos extractos aplicados tépicamente (Cuadro 9). Con el extracto
metandlico, al dia 14, la concentracidon de 10000 ppm mostrd el porcentaje mas bajo de insectos
pupados, resultando diferente significativamente a los controles negativos; sin embargo, esta
diferencia ya no se observd a los 27 dias. Al dia 33, el porcentaje mads bajo de insectos que llegd a la
etapa adulta lo provocé la concentracién de 5000 ppm, siendo diferente estadisticamente con el
testigo negativo “Tween® 20” y no encontrandose diferencia significativa entre él y el control

positivo “Lorsban®” (Cuadro 10).

El control positivo “Lorsban®” ocasioné los porcentajes mas bajos de insectos que llegaron a
convertirse en pupas y adultos, siendo diferente significativamente con todos los tratamientos del
extracto aceténico. Sin embargo, no resultd diferente estadisticamente a las concentraciones de

5000 y 10000 ppm del extracto metandlico (Cuadros 9y 10).

Igual que en los puntos anteriores, no se encontraron trabajos que permitan comparar resultados
similares a lo evaluado en este experimento. Si bien, existen investigaciones en donde se han
utilizado estos mismos extractos y que han medido los porcentajes pupas y adultos, la forma de

aplicacion difiere, por lo que se utilizaran para discusiones en puntos posteriores de este trabajo.

Cuadro 9. Actividad del extracto acetdnico de Dodonaea viscosa, aplicado de
forma tdpica, en el desarrollo de Spodoptera exigua

% Insectos

Tratamiento Pupas Adultos

19 dias 27 dias 33 dias
T1: Agua 95 @ 95 @ 75 @b
T2: Tween® 20 al 0.5% 85 @ 85 2 75 @
T3: Extracto a 1250 ppm 90 ° 90 @ 65 @b
T4: Extracto a 2500 ppm 85 @ 85 @ 80 @
T5: Extracto a 5000 ppm 80 ? 80 ¢ 50 ®
T6: Extracto a 10000 ppm 80 ? 80 ° 70 @
T7: Insecticida Lorsban® 20 ° 25 ° 5 ¢

Las medias seguidas de la misma letra no presentan diferencia significativa (p < 0.05, t-Student)
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Cuadro 10. Actividad del extracto metandlico de Dodonaea viscosa, aplicado
de forma tdpica, en el desarrollo de Spodoptera exigua

% Insectos

Tratamiento Pupas Adultos
14 dias 20 dias 27 dias
T1: Agua 75 @ 95 @ 35
T2: Tween® 20 al 0.5% 65 ° 85 @ 45 @
T3: Extracto a 1250 ppm 95 @ 95 @ 40 @
T4: Extracto a 2500 ppm 75 85 ? 30 @
T5: Extracto a 5000 ppm 50 b 80 ? 10 b°
T6: Extracto a 10000 ppm 35 ¢ 80 @ 20 e
T7: Insecticida Lorsban® 0 d 0°® 0 ¢

Las medias seguidas de la misma letra no presentan diferencia significativa (p < 0.05,

6.2. Incorporacion de los extractos de Dodonaea viscosa en la dieta

6.2.1. Actividad sobre el peso de las larvas

t-Student)

Al evaluar el efecto de los extractos acetdnico y metandlico de D. viscosa, incorporados en la dieta,

sobre el peso de las larvas de S. exigua L3 no se encontrd diferencia estadistica significativa al ser

comparados con los testigos negativos, por lo que se infiere que no existe una actividad anti-

alimentaria (Cuadro 11).

El control positivo “Lorsban®’ provocé la muerte del 100% de las larvas sometidas a dicho

tratamiento, por lo que no se registro el peso de las mismas a los 7 dias.

Cuadro 11. Actividad de los extractos acetdnico y metandlico de Dodonaea
viscosa, incorporados en la dieta, sobre el peso de larvas de

Spodoptera exigua

Tratamiento

Peso de larvas + DE (g)

7 dias
T1: Agua 0.2067 + 0.0479 ¢
T2: Tween® 20 al 0.5% 0.2032 + 0.0447 ?*c
T3: Extracto acetonico a 500 ppm 0.2436 + 0.0425 °@
T4: Extracto acetonico a 1000 ppm 0.2455 + 0.0449 @
T5: Extracto aceténico a 2000 ppm 0.2143 = 0.0444
T6: Extracto acetdnico a 4000 ppm 0.1776 £ 0.0436 ¢
T7: Extracto metandlico a 500 ppm 0.2222 = 0.0464
T8: Extracto metandlico a 1000 ppm 0.2115 + 0.0423 ¢
T9: Extracto metandlico a 2000 ppm 0.1968 + 0.0409 *°
T10: Extracto metandlico a 4000 ppm 0.1888 + 0.0489 *¢

T11: Insecticida sintético Lorsban®

Las medias seguidas de la misma letra no presentan diferencia significativa (p < 0.05, Tukey)
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Los resultados observados contrastan con lo hallado por Aldana et al. (2014a), quienes encontraron
diferencias significativas, a los 7 y 14 dias, entre los pesos de larvas de Spodoptera frugiperda
tratadas con extractos metandlicos de D. viscosa, a concentraciones de 500 y 1000 ppm, y los pesos
del testigo. Lo anterior debido, tal vez, a que montaron su ensayo con insectos en estadio larval L1,
etapa en que la larva es pequefia y delicada, y se mantuvo alimentdndose del extracto un tiempo

mas prolongado.

Similar a lo hallado en este ensayo, Diaz et al. (2015) no encontraron actividad anti-alimentaria
significativa al probar extractos etandlicos crudos de D. viscosa sobre Spodoptera littoralis. Sin
embargo, esta actividad se evalud con bioensayos de eleccién, ofreciendo a los insectos cuatro
discos foliares de la planta hospedera, dos de ellos testigos y los restantes impregnados con 100 pg
del extracto, midiendo el porcentaje de drea consumida y determinando el indice de preferencia

(IP) mediante una formula.
6.2.2. Actividad insecticida

La actividad toxica por ingestién de los extractos de D. viscosa sobre S. exigua se evalué durante 3
semanas. A los siete y 14 dias no se observaron diferencias estadisticas significativas en el porcentaje
de mortalidad entre el testigo negativo “agua” y los tratamientos con extractos. Sin embargo, a los
mismos dias, el testigo “Tween® 20” mostré un porcentaje de mortalidad mayor en comparacion
con la mayoria de los tratamientos con extractos. A los 21 dias se observaron diferencias
significativas entre los controles negativos y todos los tratamientos del extracto acetdnico, asi como
con el extracto metandlico a 1000 ppm. Sin embargo, las otras tres concentraciones del extracto

metandlico no resultaron diferentes estadisticamente al testigo negativo “Tween® 20” (Cuadro 12).

Los extractos acetdnicos mostraron porcentajes de mortalidad mas altos que los metandlicos a los
21 dias; sin embargo, solo dos de estos ultimos resultaron significativamente diferentes al resto
(2000 y 4000 ppm). Desde una perspectiva de actividad bioldgica, el extracto acetdonico a 500 ppm
resultd ser el tratamiento que presentd la actividad insecticida mas alta, con un 64% de insectos

muertos (Figura 7).

Sin embargo, los resultados favorables encontrados en la actividad insecticida se dan hasta la
tercera semana, momento en el que la mayoria de los insectos son adultos y ya ha pasado su etapa

de alto consumo fitéfago.
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Cuadro 12. Actividad insecticida de los extractos acetdnico y metandlico de
Dodonaea viscosa, incorporados en la dieta, sobre Spodoptera

exigua
% Mortalidad
Tratamiento Larvas Pupas Adultos
7 dias 14 dias 21 dias

T1: Agua o ¢ 0 ¢ 4 ¢
T2: Tween® 20 al 0.5% 8 ® 12 b 20 d
T3: Extracto acetdnico a 500 ppm 0 ¢ 0 ¢ 64 °
T4: Extracto acetdnico a 1000 ppm o ¢ 0 ¢ 56 b
T5: Extracto acetdnico a 2000 ppm 4 b 4 ¢ 56 b
T6: Extracto acetdnico a 4000 ppm 0 ¢ 0 ¢ 52 be
T7: Extracto metandlico a 500 ppm 0 ¢ 0 ¢ 44 bed
T8: Extracto metandlico a 1000 ppm o ¢ 0 ¢ 48 b
T9: Extracto metandlico a 2000 ppm 4 be 4 c 36
T10: Extracto metandlico a 4000 ppm 0 ¢ 0 ¢ 36 «
T11: Insecticida sintético Lorsban® 100 @ 100 °@ 100 @

Las medias seguidas de la misma letra no presentan diferencia significativa (p < 0.05, t-Student)

100

%
90 %
80 /
70 b %
) % % Z g 2 @21 dias
20 ° / / /
" A DD DA D D DD

Figura 6. Porcentaje de mortalidad de Spodoptera exigua provocado por los extractos de
Dodonaea viscosa a los 21 dias de aplicados los tratamientos. Tratamientos con
letras iguales no presentan diferencia significativa (p < 0.05, t-Student).
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Figura 7. Larvas de Spodoptera exigua muertas a causa de los extractos de Dodonaea viscosa
suministrados en la dieta.

Los resultados observados al dia 14 contrastan con los hallados por Aldana et al. (2014a), quienes
encontraron mortalidades en larvas de S. frugiperda del 32 y 28% causadas por los extractos
metandlicos de D. viscosa a 500 y 1000 ppm respectivamente, diferentes significativamente con el
grupo control. Al dia 21 reportaron que la mortalidad aumenté a 61 y 66% respectivamente, siendo
estos datos mayores a los encontrados en este ensayo que fueron de 44 y 48% para las mismas
concentraciones del extracto metandlico. Lo anterior se puede atribuir, tal vez, a que Aldana et al.
(2014a) utilizaron larvas L1, etapa en que la larva es ain mas pequefia y delicada que las larvas L3

utilizadas en este trabajo.

Yousif y Satti (2014) evaluaron la actividad de extractos acuosos de D. viscosa sobre larvas de
Trogoderma granarium (Coleoptera: Dermestidae), plaga de granos almacenados, impregnando
semillas de sorgo con concentraciones de 2.5, 5 y 10% p/v con las que fueron alimentados los
insectos. Encontraron, desde las 48 h, un efecto de mortalidad significativo sobre los insectos en
comparacion con el testigo no tratado. Después de la primera semana, la concentracion mas alta
sobrepasd a los otros tratamientos, induciendo una mortalidad del 100% al final de la tercera
semana. Estos resultados también contrastan con lo hallado en este ensayo. Los altos porcentajes
de mortalidad encontrados por Yousif y Satti (2014) pudieran estar relacionados con las

concentraciones elevadas que utilizaron.

En esta investigacion, como en los trabajos de Aldana et al. (2014a) y Yousif y Satti (2014), se observa

que D. viscosa causa los mayores porcentajes de mortalidad sobre el insecto blanco hasta la tercera
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semana de suministrados los tratamientos. Actividad insecticida poco eficiente si la comparamos

con los insecticidas sintéticos (Kumar et al., 2015) o con extractos de otras plantas (Feng et al., 2012).
6.2.3. Actividad sobre el desarrollo del insecto

Al evaluar a los 14 dias la actividad de los extractos de D. viscosa, incorporados en la dieta, sobre el
porcentaje de pupas, se hallaron diferencias estadisticas significativas entre el testigo “agua” vy la
mayoria de los tratamientos con extractos, excepto con los metandlicos de mayor concentraciéon
(2000 y 4000 ppm). Sin embargo, el testigo “Tween® 20" resulté diferente estadisticamente al
testigo “agua”, pero no mostrd diferencias significativas con los tratamientos con extractos (Cuadro

13).

En cuanto al porcentaje de insectos que llegd a la etapa adulta al dia 21, se observé que el testigo
“agua” resultd diferente a todas las concentraciones del extracto acetdnico, no asi con los

tratamientos del extracto metandlico (Cuadro 13, Figura 9).

Cuadro 13. Actividad de los extractos aceténico y metandlico de Dodonaea
viscosa, incorporados en la dieta, en el desarrollo de Spodoptera

exigua
% Insectos
Tratamiento Pupas Adultos
14 dias 21 dias
T1: Agua 100 @ 68 ?
T2: Tween® 20 al 0.5% 72 ° 60 *
T3: Extracto aceténico a 500 ppm 64 36 °
T4: Extracto aceténico a 1000 ppm 68 ° 40 °
T5: Extracto aceténico a 2000 ppm 68 ° 36 °
T6: Extracto acetdnico a 4000 ppm 52 ° 40 ®
T7: Extracto metandlico a 500 ppm 52 ° 44
T8: Extracto metandlico a 1000 ppm 52 ° 52
T9: Extracto metandlico a 2000 ppm 76 60
T10: Extracto metandlico a 4000 ppm 76 60
T11: Insecticida sintético Lorsban® 0 ¢ 0 ¢

Las medias seguidas de la misma letra no presentan diferencia significativa (p < 0.05, t-Student)

A los 14 dias, el porcentaje de pupas en el extracto metandlico a 500 y 1000 ppm fue de 52% en
ambos casos (Cuadro 13), cifra menor a la reportada en el trabajo de Aldana et al. (2014a), de 68 y
72% respectivamente. Sin embargo, el porcentaje de insectos que llegd a la etapa adulta hallado en
este experimento fue de 44 y 52% a 500 y 1000 ppm respectivamente (Cuadro 13), cifras mayores

a las reportadas en el trabajo de Aldana et al. (2014a) de 39 y 34%.
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Figura 8. Pupas de Spodoptera exigua tratadas con los extractos de Dodonaea viscosa
suministrados en la dieta. a) Formaciéon normal de la pupa. b) Formacién

anormal, pupa muerta.
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Figura 9. Porcentaje de insectos que llegaron a la etapa adulta a los 21 dias de aplicados
los tratamientos. Tratamientos con letras iguales no presentan diferencia
estadistica significativa (p < 0.05, t-Student).
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6.3. Incorporacion de los extractos Dodonaea viscosa en la dieta para el conteo de hemocitos

Al no observarse actividad toxica provocada por los extractos de D. viscosa incorporados en la dieta
sobre larvas de S. exigua en el bioensayo anterior, se monté un segundo experimento para evaluar
si los extractos presentaban alteraciones en el numero de hemocitos de este insecto. Lo anterior,
teniendo en cuenta los trabajos de ciertos autores que afirman que los extractos de plantas en
niveles subletales (no toxicos) son suficientes para interferir con la inmunidad celular de insectos,
especificamente con la cantidad y funcién normal de los hemocitos (Sharma et al., 2008; Zibaee,

2011; Zibaee & Bandani, 2010).
6.3.1. Actividad sobre el peso de las larvas

Al evaluar la actividad de los extractos aceténico y metandlico de D. viscosa sobre el peso de las
larvas de S. exigua, no se hallaron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos con
extractos y los testigos negativos. El control positivo “Lorsban®” provocd la muerte del 100% de las
larvas sometidas a dicho tratamiento en menos de 5 dias, por lo que no se registraron los pesos de

las mismas (Cuadro 14).

Cuadro 14. Actividad de los extractos acetdnico y metandlico de Dodonaea viscosa,
incorporados en la dieta, sobre el peso de larvas de Spodoptera exigua

Peso de larvas * DE (g)
5 dias 12 dias

Tratamiento

T1: Agua 0.0274 + 0.0131 @ 0.2094 + 0.0581 °
T2: Tween® 20 al 0.5% 0.0259 + 0.0116 ° 0.2120 + 0.0537 °
T3: Extracto metandlico a 1000 ppm 0.0242 + 0.0149 ° 0.1641 + 0.0718 @
T4: Extracto metandlico a 2000 ppm 0.0223 + 0.0093 °® 0.1912 + 0.0714 @
T5: Extracto metandlico a 4000 ppm 0.0303 + 0.0188 ° 0.1959 + 0.0518 @
T6: Extracto acetdnico a 1000 ppm 0.0279 + 0.0150 °® 0.1833 + 0.0785 @
T7: Extracto acetdnico a 2000 ppm 0.0332 + 0.0183 °® 0.1612 + 0.0728 @
T8: Extracto acetdnico a 4000 ppm 0.0296 + 0.0176 ° 0.1751 + 0.0689 @

T9: Insecticida sintético Lorsban®

Las medias seguidas de la misma letra no presentan diferencia significativa (p < 0.05, Tukey)

Los resultados anteriores contrastan con lo hallado por Aldana et al. (2014a), quienes encontraron
diferencias significativas entre los pesos de larvas L1 de S. frugiperda tratadas con extractos

metandlicos de D. viscosa, a concentraciones de 500 y 1000 ppm, y los pesos del testigo negativo.

Similar a lo hallado en este ensayo, Diaz et al. (2015) no encontraron actividad anti-alimentaria
significativa al probar extractos etandlicos crudos de D. viscosa sobre Spodoptera littoralis. Sin

embargo, como se menciond con anterioridad, esta actividad se evalud con bioensayos de eleccién,
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ofreciendo a los insectos cuatro discos foliares de la planta hospedera, dos de ellos testigos y los
restantes impregnados con 100 pg del extracto, midiendo el porcentaje de area consumida y

determinando el indice de preferencia (IP) mediante una formula.
6.3.2. Actividad insecticida

Al evaluar la actividad téxica por ingestidon de los extractos de D. viscosa sobre S. exigua, destacé en
las dos primeras semanas el extracto metandlico a 2000 ppm el cual provocd porcentajes de
mortalidad superiores significativamente a los testigos negativos y los demas tratamientos. Sin
embargo, en la tercera y cuarta semanas ya no se observé diferencia significativa entre este extracto

y los testigos (Cuadro 15).

Al dia 20, el extracto metandlico a 4000 ppm y los acetdnicos a 1000 y 2000 ppm ocasionaron los
porcentajes de mortalidad mds altos, significativamente diferentes a los controles negativos y
demads tratamientos, con excepcién del testigo positivo. Al dia 27, sdlo los extractos aceténicos a
1000 y 2000 ppm mostraron diferencias significativas con los testigos negativos (Cuadro 15, Figura

10).

Como era de esperarse, el control positivo “Lorsban®” resulté diferente estadisticamente a los
demads tratamientos, provocando el 100% de mortalidad desde antes del primer registro de datos a

los 5 dias de montado el experimento (Cuadro 15).

Cuadro 15. Actividad insecticida de los extractos aceténico y metandlico de
Dodonaea viscosa, incorporados en la dieta, sobre Spodoptera exigua

% Mortalidad

Tratamiento Larvas Pupas Adultos
5 dias 12 dias 20 dias 27 dias
T1: Agua 0 ¢ 0 ¢ 45 d 45 d
T2: Tween® 20 al 0.5% 0 ¢ 0 ¢ 45 9 13.6
T3: Extracto metandlico a 1000 ppm 0 ¢ 0 ¢ 45 d 45 d
T4: Extracto metandlico a 2000 ppm 4 b 4 ° 13.6 27.3 b
T5: Extracto metandlico a 4000 ppm 0 ¢ 0 ¢ 36.4 ° 36.4
T6: Extracto acetdnico a 1000 ppm 0 ¢ 0 ¢ 31.8 b 455 P
T7: Extracto acetdnico a 2000 ppm 0 ¢ 0 ¢ 364 b 455 b
T8: Extracto acetdnico a 4000 ppm 0 ¢ 0 ¢ 45 d 182 «

T9: Insecticida sintético Lorsban® 100 °@ 100 @ 100 °@ 100 °@
Las medias seguidas de la misma letra no presentan diferencia significativa (p < 0.05, t-Student)
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Figura 10. a) Porcentaje de mortalidad de Spodoptera exigua provocado por los
extractos de Dodonaea viscosa a los 20 dias de aplicados los
tratamientos. b) Porcentaje de mortalidad de Spodoptera exigua
provocado por los extractos de Dodonaea viscosa a los 27 dias de
aplicados los tratamientos. Tratamientos con letras iguales no

presentan diferencia significativa (p<0.05, t-Student).
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Similar a lo encontrado en el experimento anterior, los resultados favorables encontrados en la
actividad insecticida provocados por los extractos de D. viscosa se dan en las etapas de pupa vy

adulto, momento en el cual el insecto ya no causa dafio a las plantas hospedantes.

A _ Sl - - S
Figura 11. Larvas de Spodoptera exigua muertas a causa de los extractos de Dodonaea viscosa
suministrados en la dieta.

Los resultados obtenidos por Aldana et al. (2014a) contrastan con los observados en este bioensayo.
A la segunda semana de montado el bioensayo encontraron mortalidades en larvas de S. frugiperda
del 32 y 28% causadas por los extractos metandlicos de D. viscosa a 500 y 1000 ppm
respectivamente, diferentes significativamente al grupo control. A la tercera semana reportaron
que la mortalidad aumenté a 61 y 66% respectivamente, siendo estos datos mayores a los
encontrados en este experimento en las semanas registradas y concentraciones del extracto
metandlico. Si bien, en ambas investigaciones se trabajé con la misma especie vegetal y disolvente
para obtener los extractos, las diferencias encontradas en la actividad bioldgica pueden deberse a
las condiciones geograficas, climaticas y edafoldgicas de la zona de colecta, las cuales llegan a
cambiar la concentracién y composicién de los metabolitos secundarios (Alias et al., 2012; Valares,

2011).

Yousif y Satti (2014) evaluaron la actividad de extractos acuosos de D. viscosa sobre larvas de
Trogoderma granarium Everts (Coleoptera: Dermestidae), plaga de granos almacenados,
impregnando semillas de sorgo con concentraciones de 2.5, 5 y 10% p/v con las que fueron
alimentados los insectos; encontrando, desde las 48 h, un efecto significativo en la mortalidad de
los insectos en comparacion con el testigo no tratado. Después de la primera semana, la
concentracion mas alta sobrepasd a los otros tratamientos, induciendo significativamente una

mortalidad del 100% al final de la tercera semana. Estos resultados también contrastan con lo
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hallado en el presente experimento. Sin embargo, se pueden atribuir los altos porcentajes de

mortalidad encontrados por Yousif y Satti (2014) a las concentraciones elevadas que utilizaron.

En esta investigacion se observa que D. viscosa causa los porcentajes de mortalidad mas altos en S.
exigua después de la tercera semana de suministrados los tratamientos, similar a lo hallado por
Aldana et al. (2014a). Esta actividad insecticida es poco eficiente si la comparamos con los

insecticidas sintéticos (Kumar et al., 2015) o con extractos de otras plantas (Feng et al., 2012).
6.3.3. Actividad sobre el desarrollo del insecto

Al evaluar a los 21 dias la actividad de los extractos de D. viscosa, incorporados en la dieta, sobre el
desarrollo de S. exigua, se encontré que el extracto metandlico a 4000 ppm y los acetdnicos a 1000
y 2000 ppm provocaron los porcentajes mas bajos de insectos que llegaron a pupar, siendo
diferentes significativamente a los controles negativos. A diferencia del experimento anterior, el

testigo “Tween® 20” no resulto diferente estadisticamente al testigo “agua” (Cuadro 16).

Al dia 27, el extracto metandlico a 2000 ppm vy los acetdnicos a 1000 y 2000 ppm causaron los
porcentajes mdas bajos de insectos que llegaron a la etapa adulta, siendo diferentes

significativamente a los testigos negativos (Cuadro 16).

Dado que el control positivo “Lorsban®” provocé una mortalidad del 100% desde la primera semana

de montado el experimento ningln insecto de este tratamiento llegd a convertirse en pupa.

Cuadro 16. Actividad de los extractos acetdnico y metandlico de Dodonaea
viscosa, incorporados en la dieta, en el desarrollo de Spodoptera

exigua
Tratamiento Pupas Adultos
20 dias 27 dias
T1: Agua 955 @ 773 °
T2: Tween® 20 al 0.5% 81.8 63.6 *
T3: Extracto metandlico a 1000 ppm 86.4 40.9 b«
T4: Extracto metandlico a 2000 ppm 68.2 b 31.8 ¢
T5: Extracto metandlico a 4000 ppm 409 ¢ 45,5 b
T6: Extracto acetdnico a 1000 ppm 50.0 « 31.8 ¢
T7: Extracto acetdnico a 2000 ppm 455 36.4
T8: Extracto acetdnico a 4000 ppm 81.8 59.1 abc
T9: Insecticida sintético Lorsban® 0 © 0 ©

Las medias seguidas de la misma letra no presentan diferencia significativa (p < 0.05, t-Student)
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El porcentaje de pupas en el extracto metandlico a 1000 ppm fue del 86%, cifra mayor a la reportada
por Aldana et al. (2014a) del 72%. Caso similar ocurrid en el porcentaje de adultos, donde se
encontrd una cifra mayor (40.9%) a la reportada por ellos (34%). Lo anterior podria indicar que el
extracto metandlico de D. viscosa a 1000 ppm utilizado por Aldana et al. (2014a) posee mayor
actividad insectistatica sobre el desarrollo de insectos del género Spodoptera; o bien, que la especie
S. frugiperda es mas susceptible a estos extractos que S. exigua. Sin embargo, se requieren mas

estudios para hacer una afirmacidn certera.
6.3.4. Actividad sobre la cantidad de hemocitos presentes en la hemolinfa

Al evaluar la actividad de los extractos de D. viscosa sobre la cantidad de hemocitos en la hemolinfa
de S. exigua, se observé un nimero menor de hemocitos por mililitro en todos los tratamientos con
extractos, diferentes significativamente al testigo “agua”. Sin embargo, sélo los extractos
metandlicos a 1000 y 4000 ppm y el acetdnico a 1000 ppm fueron diferentes estadisticamente a los
dos controles negativos (Cuadro 17, Figura 13).

Cuadro 17. Actividad de los extractos acetdnico y metandlico de Dodonaea viscosa,

incorporados en la dieta, sobre la cantidad de hemocitos por mililitro en larvas
de Spodoptera exigua

. Hemocitos + DE X 10° - miI! Inhibicién
Tratamiento
12 dias %

T1: Agua 1045 + 106 °

T2: Tween® 20 al 0.5% 890 + 082 = 14.83
T3: Extracto metandlico a 1000 ppm 732 + 078 ¢ 29.95
T4: Extracto metandlico a 2000 ppm 757 + 0.29 ¢ 27.55
T5: Extracto metandlico a 4000 ppm 556 + 0.23 ¢ 46.79
T6: Extracto acetdnico a 1000 ppm 652 + 061 37.60
T7: Extracto acetdnico a 2000 ppm 756 + 1.04 * 27.65
T8: Extracto acetdnico a 4000 ppm 771 + 033 b 26.22

T9: Insecticida sintético Lorsban®

Las medias seguidas de la misma letra no presentan diferencia significativa (p < 0.05, t-Student).

Los datos anteriores muestran una disminucion en la cantidad de hemocitos producida por los
extractos utilizados, lo que coincide con lo reportado en otras investigaciones (Sharma et al., 2003;

Sharma et al., 2008; Zibaee, 2011; Zibaee & Bandani, 2010).

Sharma et al. (2003) evaluaron el efecto del bioinsecticida comercial Neem gold (azadiractina al
0.15%) sobre el hemograma de los hemocitos de Spodoptera litura. Los tratamientos se aplicaron

en la dieta artificial (500, 1000 y 1500 ppm) sobre larvas del ultimo estadio, causando una
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disminucién en el volumen de hemolinfa y en el recuento total de hemocitos (THC - mm?3),
resultando menores significativamente al testigo a las 48 y 72 h después de ser aplicados. Los
porcentajes de disminuciéon mdéxima en THC registrados a las 72 h, fueron de 23.59% a 500 ppm,

46.03% a 1000 ppm y 49.95% a 1500 ppm.

Sharma et al. (2008) evaluaron los aceites esenciales de Acorus calamus por su efecto sobre los
hemocitos de Spodoptera litura. Los tratamientos se aplicaron en la dieta artificial a 500 y 1000 ppm
sobre larvas de Ultimo instar; registrandose disminuciones significativas con respecto al testigo a las
48 y 72 h de ser aplicados. Los porcentajes de disminucién maxima en THC registrados a las 72 h,

fueron de 29.15% a 500 ppm y 49.05% a 1000 ppm.

Similar a lo hallado por Sharma et al. (2003 y 2008), sin dejar de considerar que sus experimentos
fueron con aceites esenciales de otra especie, en la presente investigacién se encontraron
porcentajes de disminucién en la cantidad de hemocitos que van desde un 27.56% provocado por
el extracto aceténico a 2000 ppm, hasta un 46.79% provocado por el extracto metandlico a 4000
ppm. Sin embargo, ellos encontraron dicha disminucidén desde las 48 h de haber aplicado los
tratamientos, contrastando con lo hallado en este trabajo en que los resultados se evaluaron hasta

los 12 dias de someter las larvas a los extractos.

Zibaee y Bandani (2010) evaluaron el efecto de Artemisia annua L. (Asteraceae) sobre la plaga
Eurygaster integriceps (Heteroptera: Scutelleridae) con el fin de determinar si los tratamientos a
diferentes concentraciones (5, 15 y 25%) de extracto metandlico afectarian el hemograma y las
reacciones inmunitarias celulares. Compararon el nimero total de hemocitos y midieron el
porcentaje de plasmatocitos y granulocitos, antes de la inoculaciéon de las esporas del hongo
entomopatdégeno Beauveria bassiana. No encontraron diferencias significativas entre el niumero
total de hemocitos obtenidos de adultos alimentados con el control y los alimentados con la dieta
que contenia diferentes concentraciones del extracto, excepto para el de 25%. También se observé
que los porcentajes de plasmatocitos y granulocitos variaban significativamente entre los grupos,
de modo que, al aumentar las concentraciones, el porcentaje de los hemocitos antes mencionados,

especialmente plasmatocitos, disminuyeron mostrando diferencias significativas.



Figura 12. Imdagenes al microscopio de los hemocitos presentes en la hemolinfa de larvas de
Spodoptera exigua tratadas con los extractos de Dodonaea viscosa incorporados en
la dieta artificial.
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Figura 13. Cantidad de hemocitos por mililitro presentes en la hemolinfa de larvas de
Spodoptera exigua tratadas con los extractos de Dodonaea viscosa sobre la dieta.
Tratamientos con letras iguales no presentan diferencia significativa (p < 0.05, t-
Student).
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6.4. Incorporacion de los extractos de Dodonaea viscosa en la dieta y aplicacion del hongo Isaria

fumosorosea sobre las larvas de Spodoptera exigua

Habiendo observado la actividad de los extractos de D. viscosa sobre S. exigua en los ensayos
anteriores, y confirmando las alteraciones en el nimero de hemocitos de este insecto, se monté
este Ultimo ensayo en el que se evaluaron los mismos tratamientos en combinacién con el hongo
entomopatégeno Isaria fumosorosea, con el fin de dilucidar si esta combinacién resulta mas

eficiente para el control de la plaga utilizada.
6.4.1. Actividad sobre el peso de las larvas

Similar a los ensayos anteriores, al evaluar la actividad de los extractos de D. viscosa en combinacién
con el hongo I. fumosorosea sobre el peso de larvas de S. exigua, no se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos y los controles negativos, tanto a los 7 como a los
14 dias (Cuadro 18).

Cuadro 18. Actividad de los extractos acetdnico y metandlico de Dodonaea viscosa, incorporados

en la dieta, solos y en combinacién con el hongo Isaria fumosorosea aplicado de forma
tdpica, sobre el peso de larvas de Spodoptera exigua

. Peso de larvas * DE (g)
Tratamiento

7 dias 14 dias
T1: Agua 0.0195 + 0.0072 0.1319 + 0.0548 °
T2: Tween® 20 al 0.5% 0.0156 + 0.0063 0.1131 + 0.0406 °
T3: Extracto metandlico a 1000 ppm 0.0155 + 0.0041 * 0.1084 + 0.0261 @
T4: Extracto metandlico a 2000 ppm 0.0197 + 0.0074 0.1431 + 0.0647 @
T5: Extracto metandlico a 4000 ppm 0.0179 + 0.0069 0.1311 + 0.0590 @
T6: Extracto metandlico a 1000 ppm + . fumosorosea  0.0131 + 0.0044 ° 0.0914 + 0.0474 °
T7: Extracto metandlico a 2000 ppm + . fumosorosea  0.0165 + 0.0075 2 0.1061 + 0.0375 °@
T8: Extracto metandlico a 4000 ppm + I. fumosorosea  0.0183 + 0.0088 0.1195 + 0.0546 °
T9: Extracto acetdnico a 1000 ppm 0.0228 + 0.0058 @ 0.1282 + 0.0500 @
T10: Extracto acetdnico a 2000 ppm 0.0207 + 0.0066 0.1402 + 0.0637 @
T11: Extracto acetdnico a 4000 ppm 0.0196 + 0.0047 * 0.1191 + 0.0370 @
T12: Extracto aceténico a 1000 ppm + I. fumosorosea  0.0138 + 0.0066 ° 0.0812 + 0.0192 °
T13: Extracto aceténico a 2000 ppm + I. fumosorosea  0.0159 * 0.0063 * 0.1123 + 0.0473 @
T14: Extracto aceténico a 4000 ppm + /. fumosorosea  0.0129 + 0.0037 °® 0.081 + 0.0187 @
T15: I. fumosorosea 0.0175 + 0.0069 * 0.1023 + 0.0267 @

T16: Insecticida sintético Lorsban®

Las medias seguidas de la misma letra no presentan diferencia significativa (p < 0.05, Tukey)

Estos resultados contrastan con el trabajo de Aldana et al. (2014a) quienes aplicaron extractos de
D. viscosa sobre S. frugiperda, encontrando diferencias significativas con el testigo. Pero Diaz et al.

(2015) coinciden con esta investigacion, al no haber hallado un efecto anti-alimentario provocado
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por los extractos de D. viscosa sobre larvas del genero Spodoptera. Sin embargo, en dichas
investigaciones no se aplicaron hongos entomopatdgenos al evaluar esta actividad. No se
encontraron reportes de investigaciones sobre el efecto anti-alimentario provocado por un extracto

botanico en combinacién con un entomopatdgeno.
6.4.2. Actividad insecticida

La actividad téxica por ingestidn de los extractos de D. viscosa, solos y en combinacién con el hongo
I. fumosorosea, sobre S. exigua se evalud durante 4 semanas, no encontrandose diferencias
estadisticas significativas en el porcentaje de mortalidad, entre los controles negativos y los

tratamientos, a los siete y 14 dias (Cuadro 19).

En la tercera semana los tratamientos de los extractos aceténico y metandlico en combinacién con
el hongo entomopatégeno mostraron porcentajes de mortalidad superiores al 40%, diferentes
significativamente a los testigos negativos y a los extractos solos. Sin embargo, estos porcentajes de
mortalidad no fueron diferentes estadisticamente al tratamiento en el que se aplicaron
exclusivamente los conidios de I. fumosorosea. Los insectos muertos, todos ellos en etapa larval,
presentaban una marcada proliferacion de hifas del patégeno (Figura 14). Los tratamientos que
contenian Unicamente a los extractos no resultaron diferentes estadisticamente a los controles

negativos (Cuadro 19, Figura 16).

Figura 14. Larvas de Spodoptera exigua infectadas por el hongo entomopatégeno Isaria

fumosorosea en los tratamientos donde se aplicd en conjunto con los extractos de
Dodonaea viscosa suministrados en la dieta.

En la cuarta semana, el extracto metandlico a 4000 ppm y los aceténicos a 1000 y 2000 ppm
aplicados en combinacién con el hongo I. fumosorosea mostraron porcentajes de mortalidad
superiores al 50%, resultando diferentes significativamente a los testigos negativos. Destaca el

hecho de que no se encontré diferencia significativa entre el porcentaje de mortalidad provocado
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por el extracto acetdnico a 1000 ppm y el causado por control positivo “Lorsban®”. Sin embargo, no

se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos con los extractos solos

y los combinados con el hongo entomopatégeno; aunque desde una perspectiva de actividad

bioldgica, los tratamientos combinados provocaron porcentajes de mortalidad mayores a los

causados por los extractos solos (Cuadro 19, Figura 16).

Cuadro 19. Actividad insecticida de los extractos aceténico y metandlico de Dodonaea viscosa,
incorporados en la dieta, solos y en combinacién con el hongo Isaria fumosorosea
aplicado de forma tdpica sobre Spodoptera exigua

% Mortalidad

Tratamiento Larvas Pupas Adultos
7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
T1: Agua o°’ 0o°® o ¢ o ¢
T2: Tween® 20 al 0.5% 0o°® 0o® 8.3 d 16.6 «
T3: Extracto metandlico a 1000 ppm o°’ 0o°® o ¢ 33,3 b
T4: Extracto metandlico a 2000 ppm 0°® 83 °® 16.6 « 41.6 ¢
T5: Extracto metandlico a 4000 ppm 0°® 0°® 83 ¢ 41.6 ¢
T6: Extracto metandlico a 1000 ppm + . fumosorosea 0°® 0°® 41.6 b 50 bc
T7: Extracto metandlico a 2000 ppm + . fumosorosea 0°® 0°® 41.6 b 50 bc
T8: Extracto metandlico a 4000 ppm + . fumosorosea 0°® 0°® 50 ® 583 °
T9: Extracto aceténico a 1000 ppm o°’ 83 ° 16.6 « 50 be
T10: Extracto aceténico a 2000 ppm o°’ 0o°® 16.6 « 41.6 b
T11: Extracto aceténico a 4000 ppm o°’ 0o°® o ¢ 33,3 b
T12: Extracto aceténico a 1000 ppm + I. fumosorosea o°’ 83 ° 583 ° 66.6 *
T13: Extracto acetdnico a 2000 ppm + . fumosorosea 0°® 83 °® 50 b 583 °
T14: Extracto acetdnico a 4000 ppm + . fumosorosea 0°® 0°® 50 b 50 b
T15: I. fumosorosea 0°® 0°® 41.6 b 50 bc
T16: Insecticida sintético Lorsban® 100 @ 100 °@ 100 °@ 100 @
Las medias seguidas de la misma letra no presentan diferencia significativa (p < 0.05, t-Student)

i . —d
Figura 15. Larvas de Spodoptera exigua muertas a causa de los extractos solos de Dodonaea
viscosa suministrados en la dieta.
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Figura 16. a) Porcentaje de mortalidad de Spodoptera exigua provocado por los extractos

de Dodonaea viscosa solos y en combinacién con los conidios de Isaria

fumosorosea a los 21 dias de aplicados los tratamientos. b) Porcentaje de

mortalidad de Spodoptera exigua provocado por los extractos de Dodonaea

viscosa solos y en combinacion con los conidios de Isaria fumosorosea a los 28

dias de aplicados los tratamientos. Tratamientos con letras iguales no

presentan diferencia significativa (p < 0.05, t-Student).
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Como se esperaba, el control positivo “Lorsban®” resultd diferente estadisticamente a los demds

tratamientos, provocando una mortalidad del 100% desde la primera semana (Cuadro 19).

En la tercera y cuarta semana no se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos combinados y el tratamiento en el que se aplicé el entomopatégeno de forma
independiente; por lo que se pudiera inferir que no existe un efecto sinérgico entre los extractos de
D. viscosa y el hongo I. fumosorosea. Sin embargo, como se mencioné anteriormente, en la cuarta
semana se observd que la combinacidn entre el extracto aceténico a 1000 ppm vy el
entomopatégeno provocé un porcentaje de mortalidad igual estadisticamente al del control
positivo “Lorsban®”, y superior, desde una perspectiva de actividad bioldgica, a los porcentajes
causados por el extracto solo a la misma concentracion y por el hongo aplicado de forma

independiente.

Los resultados favorables en la actividad insecticida se encontraron hasta la tercera semana,
coincidiendo con lo hallado en los experimentos anteriores. Sin embargo, la mortalidad provocada
por los tratamientos combinados se dio en la etapa larval, impidiendo que los insectos continuaran
alimentandose; a diferencia de lo observado anteriormente, donde los porcentajes de mortalidad

mas altos se dieron en pupas y adultos.

Al dia 14 los porcentajes de mortalidad provocados por los extractos aplicados de forma
independiente fueron menores a los hallados en el trabajo de Aldana et al. (2014a), quienes
encontraron mortalidades en larvas de S. frugiperda del 32 y 28% causadas por los extractos
metandlicos de D. viscosa a 500 y 1000 ppm respectivamente. Al dia 21, Aldana et al. (2014a)
reportaron porcentajes de mortalidad hasta del 66%, siendo este dato mayor a los porcentajes

provocados por los tratamientos en este experimento a los mismos dias.

Gandarilla et al. (2015) evaluaron la patogenicidad y el efecto de cuatro aislados nativos y una cepa
de I. fumosorosea en larvas S. exigua, las cuales fueron inoculadas por pulverizacién e inmersién con
suspensiones de 1 x 108 conidios por ml, encontrando porcentajes de mortalidad del 13 al 28% en
larvas asperjadas y del 6 al 37% en las inmersas en la suspensidn. El producto comercial utilizado en
esta investigacion mostré porcentajes de mortalidad mayores a los encontrados por Gandarilla et
al. (2015) desde la tercera semana de su aplicacion. Sin embargo, Hussein et al. (2013) quienes
evaluaron la eficiencia de la nueva cepa CCM 8367 de I. fumosorosea en S. littoralis, utilizando una

concentracion de 5 x 107 esporas por ml, hallaron porcentajes de mortalidad superiores al 90%.
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Zibaee y Bandani (2010) evaluaron el efecto de A. annua sobre la plaga E. integriceps con el fin de
determinar si los tratamientos a diferentes concentraciones de extracto metandlico afectarian a las
reacciones inmunitarias celulares, para ello inocularon a los insectos con esporas del hongo
entomopatégeno Beauveria bassiana. Los extractos de A. annua afectaron el niumero total de
hemocitos circulantes en la hemolinfa, revelando un nimero reducido de hemocitos unidos a las
esporas de hongos. Como consecuencia, se observé una actividad fagocitica extremadamente baja
en estos grupos experimentales de bioensayo. Con base a lo anterior, se infiere que un hecho similar
pudo haber ocurrido con las larvas de S. exigua al ser tratadas con los extractos de D. viscosa, por lo
gue ala tercera semana se dispard la mortalidad en los tratamientos combinados con I. fumosorosea

con respecto a los tratamientos con los extractos solos.
6.4.3. Actividad sobre el desarrollo del insecto

Alos 21 dias, el hongo aplicado de forma independiente y los tratamientos combinados provocaron
los porcentajes mas bajos de insectos pupados, siendo diferentes significativamente a los controles
negativos. Entre los tratamientos con extractos solos y los testigos negativos no se encontraron
diferencias estadisticas significativas. Se observé un efecto estadisticamente igual entre el testigo
positivo “Lorsban®” y los tratamientos en los que se combind el hongo I. fumosorosea con los
extractos acetdnicos a 1000 y 2000 ppm; sin embargo el efecto no se expreso a la concentracidn de

4000 ppm (Cuadro 20).

A los 27 dias, en la mayoria de los tratamientos combinados el porcentaje de insectos adultos fue
menor significativamente al observado en los testigos negativos, con excepcion de la combinacion
del extracto metandlico a 2000 ppm y el hongo entomopatdgeno. Los extractos acetdnicos a 1000
y 2000 ppm suministrados solos también fueron diferentes significativamente a los controles
negativos. El extracto acetdnico a 1000 ppm y los tratamientos del hongo en combinacidn con los
extractos acetdnicos a 1000 y 2000 ppm mostraron un efecto estadisticamente igual al control
positivo “Lorsban®”. Sin embargo, entre los extractos solos y los combinados con el hongo, no se

observaron diferencias significativas (Cuadro 20).

El porcentaje de insectos pupados en el extracto metandlico a 1000 ppm fue de 83.3%, cifra mayor
a la reportada por Aldana et al. (2014a) de 72%. Caso similar ocurrié en el porcentaje de adultos,
donde se encontré una cifra de 66.6%, contra la reportada por ellos del 34%. Sin embargo, al
comparar el mismo extracto metandlico a 1000 ppm en combinacién con el hongo /. fumosorosea,

se observa que el porcentaje de insectos pupados (41.6%) es menor al reportado por Aldana et al.
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(2014a). En el caso del porcentaje de adultos, aunque la diferencia se acorté, la cifra encontrada en

esa investigacién (34%), sigue siendo menor a la reportada en el presente experimento (41.6%). Lo

anterior podria indicar que la combinacién entre extracto metandlico de D. viscosa a 1000 ppm y el

hongo | fumosorosea, posee mayor actividad insectistatica sobre el desarrollo de insectos del género

Spodoptera que los extractos suministrados de forma aislada.

Cuadro 20. Actividad de los extractos aceténico y metandlico de Dodonaea viscosa, incorporados
en la dieta, solos y en combinacidn con el hongo Isaria fumosorosea, en el desarrollo

de Spodoptera exigua

Tratamiento Pupas Adultos
21 dias 27 dias
T1: Agua 100 @ 100 @
T2: Tween® 20 al 0.5% 91.6 @ 833 *
T3: Extracto metandlico a 1000 ppm 833 66.6 2>
T4: Extracto metandlico a 2000 ppm 75 2 58.3 b
T5: Extracto metandlico a 4000 ppm 91.6 @ 50 bc
T6: Extracto metandlico a 1000 ppm + I. fumosorosea 41.6 « 416 ©
T7: Extracto metandlico a 2000 ppm + I. fumosorosea 50 bed 50 bc
T8: Extracto metandlico a 4000 ppm + I. fumosorosea 41.6 < 416 ©
T9: Extracto aceténico a 1000 ppm 66.6 2bcd 333 «
T10: Extracto aceténico a 2000 ppm 66.6 2bcd 416 °©
T11: Extracto aceténico a 4000 ppm 75 2 50 bc
T12: Extracto aceténico a 1000 ppm + . fumosorosea 333 d 333 «
T13: Extracto aceténico a 2000 ppm + . fumosorosea 333 333 «
T14: Extracto acetdnico a 4000 ppm + I. fumosorosea 416 < 416 ©
T15: I. fumosorosea 50 b 50 b
T16: Insecticida sintético Lorsban® 0 ¢ 0¢d

Las medias seguidas de la misma letra no presentan diferencia significativa (p < 0.05, t-Student)



7. Conclusion

Los extractos de D. viscosa no presentaron un efecto significativo sobre el peso de larvas de S.
exigua. Las larvas tratadas pasaron toda esta etapa alimentandose igual que en los controles, por lo

gue no se demostro un efecto anti-alimentario.

La aplicaciéon conjunta de los extractos de D. viscosa y el hongo I. fumosorosea disminuyd
significativamente el porcentaje de pupas. Sin embargo, los extractos aplicados de forma
independiente no mostraron diferencias significativas a los controles negativos en la mayoria de los

experimentos, con excepcion del 6.3.

Los extractos acetdnicos de D. viscosa incorporados en la dieta mostraron los porcentajes mas bajos
de insectos que llegaron a la etapa adulta. Sin embargo, Unicamente se encontraron diferencias
estadisticas significativas en los experimentos 6.3. y 6.4., en este Ultimo provocadas por la

combinacion con I. fumosorosea.

La cantidad de hemocitos presentes en la hemolinfa de las larvas de S. exigua, al exponerlas a los

extractos de D. viscosa, disminuyd significativamente con respecto a los testigos negativos.

La actividad insecticida provocada por los extractos de D. viscosa incorporados en la dieta de forma
independiente se presentd hasta la tercera semana, dandose en las etapas de pupas y adulto,

momento en el cual los insectos ya no causan dafo a las plantas hospedantes.

La aplicacidn conjunta de los extractos de D. viscosa y el hongo I. fumosorosea provoco porcentajes
de mortalidad superiores significativamente a los controles negativos. Sin embargo, no en todos los
casos resultaron estadisticamente diferentes a los extractos aplicados de forma independiente. Esta
actividad insecticida se registré también en la tercera semana; sin embargo, la mortalidad se dio en

la etapa larval, impidiendo que los insectos continuaran alimentandose.

Los resultados hallados en la presente investigacidon sugieren que los extractos de D. viscosa no
muestran un efecto inmediato en su capacidad insecticida en el estado larval de S. exigua, pero si
después de esta etapa, por lo que pueden causar una disminucidn en la poblacién de generaciones

futuras.
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9. Anexos
9.1. Informacion de las fotografias originales incluidas en este documento

Figura 1b. Imagen al microscopio del hongo entomopatdgeno Isaria fumosorosea. Fotografia
tomada el 28 de octubre de 2016 en el Laboratorio de Fitopatologia de la UAM-
Xochimilco.

Figura 2. Dodonaea viscosa (L.) Jacq. Fotografias tomadas el 18 de octubre de 2015 en
Yautepec, Morelos.

Figura 4. Larvas de Spodoptera exigua Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae). Fotografias tomadas

el 15 de noviembre de 2016 en el Laboratorio de Fitoquimica del CIByC-UAEM.




Figura 5. Ciclo de vida del gusano soldado Spodoptera exigua. a) Masa de huevecillos. b) Larva.
c¢) Pupas. d) Adulto. Fotografias tomadas en noviembre de 2016 en el Laboratorio
de Fitoquimica del CIByC-UAEM.

Figura 6. Larvas de Spodoptera exigua muertas a causa de los extractos de Dodonaea viscosa
suministrados en la dieta. Fotografias tomadas el 21 de diciembre de 2016 en el
Laboratorio de Fitoquimica del CIByC-UAEM.

Figura 8. Pupas de Spodoptera exigua tratadas con los extractos de Dodonaea viscosa
suministrados en la dieta. a) Formacién normal de la pupa. b) Formacion anormal,
pupa muerta. Fotografias tomadas el 28 de diciembre de 2016 en el Laboratorio de
Fitoquimica del CIByC-UAEM.

Figura 11. Larvas de Spodoptera exigua muertas a causa de los extractos de Dodonaea viscosa
suministrados en la dieta. Fotografias tomadas el 17 de febrero de2017 en el
Laboratorio de Fitoquimica del CIByC-UAEM.




Figura 12. Imagenes al microscopio de los hemocitos presentes en la hemolinfa de larvas de
Spodoptera exigua tratadas con los extractos de Dodonaea viscosa incorporados en
la dieta artificial. Fotografias tomadas el 17 de febrero de 2017 en el Laboratorio de
Fitoquimica del CIByC-UAEM.

Figura 14. Larvas de Spodoptera exigua infectadas por el hongo entomopatdgeno Isaria
fumosorosea en los tratamientos donde se aplicd en conjunto con los extractos de
Dodonaea viscosa suministrados en la dieta. Fotografias tomadas el 30 de marzo de
2017 en el Laboratorio de Fitoquimica del CIByC-UAEM.

Figura 15. Larvas de Spodoptera exigua muertas a causa de los extractos solos de Dodonaea
viscosa suministrados en la dieta. Fotografias tomadas el 30 de marzo de 2017 en el

Laboratorio de Fitoquimica del CIByC-UAEM.
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