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RESUMEN

Se realizaron bioensayos toxicoldgicos en larvas de segundo, tercero y cuarto instar
de Epilachna varivestis, con aceites esenciales de orégano mexicano (Lippia
graveolens) de los estados de Durango y Chihuahua, y aceite de neem de la
compafiia Eco logic® (Azadirachta indica). Se us6 el método de aplicacién tépica
para los aceites de orégano, aplicando 10 L al dorso del insecto en concentraciones
de 0.8, 3, 5, 7y 10 %. Con aceite de neem se empled el método de aspersion
aplicado a la planta utilizando concentraciones del 0.1, 0.5, 1, 2, 5, 10 %. Los
resultados de mortalidad se procesaron mediante el Analisis Probit, para obtener los
valores de DLsp. Con el aceite de orégano de Durango se obtuvo una DLsy de 38.5
ug ULt y con el de Chihuahua una DLsp de 26.15 pg uL™. No se encontré diferencia
significativa entre los valores de toxicidad en los aceites respecto a su origen, en la
prueba de homogeneidad de coeficientes de regresion, obteniendo un valor de t=0.42
< t=1.94 al 5 %. En las aplicaciones de neem se encontraron diferencias
significativas (p<0.0001) de los tratamientos para los parametros: tiempo, ancho,
largo y peso respecto al testigo. Al 5y 10 % se registré el 100 % de mortalidad a los
7 DDA. Las concentraciones al 0.5, 1y 2 % a los 14 DDA, registraron porcentajes de
mortalidad arriba del 88 % para larvas de segundo y tercer instar. En el segundo

instar se encontrd el maximo porcentaje de mortalidad.

Palabras clave: Bioensayos, frijol, orégano mexicano, neem, Epilachna varivestis
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ABSTRACT

Toxicological bioassays were conducted on larvae of second, third and fourth instars
of Epilachna varivestis, with essential oil of Mexican oregano (Lippia graveolens) from
the states of Durango and Chihuahua, and neem oil (Azadirachta indica). Topical
application of oregano oils were employed, applying 10 pL on the larvae dorsum, at
concentrations of 0.8, 3, 5, 7 and 10 %. For Neem oil, spraying method was
employed applying over each bean plant, using concentrations at 0.1, 0.5, 1, 2, 5 and
10 %. With oregano oil, mortality results were processed by Probit analysis in order to
obtain the LDs, values. With oregano oil collected from Durango State, a DLsg of 38.5
ug pL™* was obtained, whereas Chihuahua oil a DLsg of 26.15 ug pL™, was obtained.
A test of homogeneity of regression coefficients, obtaining a value of t=0.42< t=1.94
at 5 % of significance, which indicates that there was no statistical significance in
toxicity values among these oils regarding their origin. In neem results, statistical
significances (p<0.0001) were observed in treatments at parameters: elapsed time in
each larval instar, width, length and weight of larvae, compared with the control. At 5
and 10% neem concentrations, 100% mortality was recorded at 7 DAA. Neem
concentrations of 0.5, 1 and 2 % at 14 DAA causes up to 88 % mortality. Second

larvae instar shown the highest mortality values.

Keywords: Bioassays, common bean, mexican oregano, neem, Epilachna varivestis
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INTRODUCCION

El cultivo del frijol (Phaseolus vulgaris L.) se encuentra distribuido en una amplia
zona de México. En el ciclo primavera-verano 2007, se sembraron 1, 685,164 ha, de
las cuales se cosecharon 1, 521,301 ha, con una produccion de 880,359 toneladas a
nivel nacional en los estados de Durango, Chihuahua, Zacatecas, Nayarit, Sinaloa,
Guanajuato y Chiapas (Muruaga et al., 1993; INEGI, 2010).

En México, la conchuela (Epilachna varivestis Mulsant) es considerada la principal
plaga en relacion a la produccién y desarrollo del cultivo de frijol. Por la cantidad de
alimento que consumen las larvas de tercer y cuarto instar, asi como los adultos son
los que tienen mayor importancia econdémica. El dafio que causa produce un
incremento a los costos de produccion, debido a la disminucién en el rendimiento y la
necesidad de realizar aplicaciones de insecticidas para llevar un control. El uso de
plaguicidas quimicos se estima en cinco millones de toneladas que son aplicadas
anualmente en el mundo. Pocos productos quimicos son recomendados para su uso
en programas de manejo integrado para el control de E. varivestis en cultivos de frijol
y soya, debido a las consecuencias de estos productos sobre el ambiente y el
hombre, ademas de elevar los costos de produccion disminuyendo la rentabilidad del
cultivo (Sanchez-Arroyo, 1997; Sancé, 1998).

Los productos botanicos son deseables en el control de plagas debido a las
caracteristicas de control que ejercen y que llevan a cabo un trabajo en conjunto con
los enemigos naturales sin afectar la poblacion. Debido a su menor persistencia en el
medio ambiente, ocasionando nulos problemas de contaminacion en comparacion
con los insecticidas quimicos, contribuyendo a un mejor control de las plagas debido
a que su uso no ha generado el surgimiento de cepas de insectos resistentes
(Capataz et al., 2007).

El orégano mexicano (Lippia graveolens H.B.K.) es originario de México, se

encuentra distribuido en varios estados de la Republica Mexicana debido a que éste
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se adapta a diferentes condiciones ambientales. Tiene usos tradicionales y
farmacoldgicos, debido al gran valor comercial que tiene el aceite esencial en el
mercado internacional, ocupa el segundo lugar en exportacién con aproximadamente
40% de la produccion mundial (Arcila-Lozano et al., 2004). Los principales
componentes de Lippia graveolens son: y- cariofileno, a- Humuleno, B- Terpineno, o-
Tuyeno, Terpeno 3, Carvacrol, Limoneno, m-cimeno, Mirceno, Santalol,

Sesquiterpeno |, Terpineol y Timol (Gonzalez et al., 2000).

El neem (Azadirachta indica A. Juss) es reconocido por sus propiedades
bioinsecticidas. Entre sus actividades bioldgicas estan efecto antiinflamatorio,
antiséptico, antipirético, repelente de insectos, microbicida e insecticida. EI neem
produce méas de 300 metabolitos secundarios, un tercio son tetranortriterpenoides
(limonoides) de interés comercial. Los extractos de neem (A. indica) y su ingrediente
activo el triterpeno azadiractina C3s Has O19 €l de mayor importancia, debido a que
presenta efectos antialimentarios, esterilidad en hembras adultos y la inhibicion del
desarrollo del insecto, actuando como una toxina, la cual ha tenido mucho éxito en
los insectos que han desarrollado resistencia a los insecticidas quimicos. Los
extractos de neem tiene efectos entre 400 y 500 especies de insectos de los
ordenes: Dermaptera, Diptera, Hymenoptera, Isoptera, Lepidoptera, Thysanoptera,
Coleoptera, Orthoptera, Hemiptera (Capataz et al., 2007; Orozco y Rodriguez, 2007;
Mufioz, 2010).

Debido a la falta de estudios con aceites esenciales de plantas sobre la conchuela
del frijol, se realizaron bioensayos toxicolégicos en laboratorio, con aplicaciones de
aceite esencial de orégano mexicano de los estados de Durango y Chihuahua, asi
como aceite de neem de la compafia Eco Logic® a larvas de conchuela en el
segundo, tercero y cuarto instar a través de los métodos de aplicacion topica y
aspersion aplicado a la planta. Se realiz6 el andlisis Probit para la determinacién de
DLso en los aceites de orégano, asi como de ANOVA y prueba de Tukey para

comparar el efecto en la alimentacion de larvas de conchuela sobre plantas de frijol
2



Alejandro Leal Saenz CIIDIR-IPN Unidad Durango Maestria en Ciencias en Gestion Ambiental

tratadas con neem. La importancia radica en la bausqueda de alternativas de control
de plagas que sean inocuas al hombre y efectivas como insecticidas o con efectos

desfavorables a la plaga, conchuela del frijol.
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I. ANTECEDENTES

1.1 El frijol

1.1.1 Cultivo de frijol a nivel mundial

El frijol (P. vulgaris) representa la mitad del consumo mundial de las leguminosas y
es el de mayor importancia en el consumo humano directo En la actualidad se cultiva
en forma extensiva por todo el mundo (Engleman, 1991; Estrada et al., 2007), es un
cultivo que se practica desde hace 4000 afios. En América, es uno de los cultivos
horticolas mas comunes ya que constituye el alimento basico de gran parte de la
poblacién de este continente (Anénimo, 1990; Engleman, 1991). América Latina y
Africa producen siete de los 23 millones de toneladas métricas del frijol producido en
el mundo (Estrada et al., 2007).

1.1.2 Produccién de frijol en México

Debido a las buenas condiciones medioambientales que favorecen el cultivo de frijol
en México, existe una amplia distribucion, en la cual los principales estados que
destacan en superficie y produccion son Durango, Zacatecas, Chihuahua, Nayarit,
Sinaloa, Guanajuato y Chiapas (Muruaga et al., 1993).

A nivel nacional en el ciclo otofio-invierno 2006-2007 se sembraron 264,366 ha de la
cuales se cosecharon 225,680 ha obteniendo una produccion de 252,604 toneladas.

En el ciclo primavera-verano 2007 se sembraron 1, 685,164 ha de las cuales se

4



Alejandro Leal Saenz CIIDIR-IPN Unidad Durango Maestria en Ciencias en Gestion Ambiental

cosecharon 1, 521,301 ha, obteniendo una produccion de 880,359 toneladas (INEGI,
2010).

1.1.2.1 Produccion de frijol en el estado de Durango

El estado de Durango es el segundo productor de frijol a nivel nacional. En el afio
agricola 2008 se sembrd una superficie de 224,548 ha y se cosechd una superficie
de 214,854 ha, obteniendo un volumen de 121,528 toneladas alcanzando un valor de
produccion de $ 1,126, 252 (INEGI, 2009).

1.1.3 Plagas de importancia econémica en el frijol

Las principales plagas que atacan al cultivo de frijol son: la gallina ciega (Phyllophaga
spp.), gusano de alambre (Conoderus flavangulus Candeze), conchuela del frijol (E.
varivestis), chicharrita (Empoasca spp.), diabréticas o doradillas (Diabrotica spp. y
Ceratoma spp.), trips (Thrips tabaci Lindeman), mosquita blanca (Trialeurodes
vaporariorum Westwood y Bemisia tabaci Gennadius), picudo del ejote (Apion
godmani Wagner) y en insectos de almacén (Zabrotes subfasciatus Bohemann y
Acanthocelides obtetus Say) (Anénimo, 1990; Pinto et al.,, 2004; INIFAP, 2005;
Serrano, 2005).

1.2 Conchuela del frijol (Epilachna varivestis)

E. varivestis es considerada la principal plaga en relacion a la produccion y desarrollo

del cultivo de frijol en México (Vera et al., 2002). Presenta de dos a tres generaciones

5
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al afo en la zona frijolera de Durango y su ciclo de vida pasa por los estados de
huevo (54.3 dias), larvas (ler instar-3.5 dias, 2do instar-4.3 dias, 3er instar-6.5 dias,
4to instar-8.5 dias), pupa (7.2 dias) y adulto (5.16 dias) (Garcia, 1993; Acevedo et
al., 2010).

1.2.1 Taxonomia

Clase: Insecta
Orden: Coleoptera
Familia: Coccinelidae
Género: Epilachna

Especie: Epilachna varivestis Mulsant

1.2.2 Distribucioén

E. varivestis, se extiende desde Panama hasta el sur de Canadéa. Se tienen datos a
partir de 1993 de esta plaga en Nagano y Yamanashi, Japén sobre cultivos de
leguminosas (Garcia, 1993; Espafia, 2000). En México, este insecto se encuentra en
los estados de Aguascalientes, Chihuahua, Durango, Guanajuato, Hidalgo, México,
Michoacan, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Tlaxcala, Zacatecas y en regiones
de clima templado ideal para el cultivo (Garcia, 1993; Flores-Mejia y Salas-Araiza,
2004).
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1.2.3 Biologia

El adulto de E. varivestis es un insecto de color amarillo a café cobrizo de cuerpo
oval y convexo que mide aproximadamente nueve milimetros de largo; con ocho
puntos negros en cada élitro, se caracteriza por tener durante su ciclo de vida una
metamorfosis completa (Sancé, 1998; Esparfia, 2000; INIFAP, 2005). Pasa por el
estado de huevecillo, cuatro instares larvales y los estados de pupa y adulto; su ciclo
biologico dura 67.1 dias a 25°C y 65 % de H.R. (Acevedo et al., 2010). Las larvas
son amarillas, de forma oval y convexas, con espinas bifurcadas (scolus) de puntos
negros en el cuerpo, cuando estan completamente desarrolladas miden ocho
milimetros de largo y cuatro milimetros de ancho. Los huevos miden poco mas de 1
mm de largo, son de colores amarillo anaranjado y adheridos en su extremo en
grupos de 50 o mas, la pupa es lisa, de color amarillo anaranjado y redondeado al
frente (Sancé, 1998; Espafia, 2000).

E. varivestis pasa el invierno en estado adulto, en las zonas altas de la sierra, ahi
permanece durante el invierno en la hojarasca de los encinos y en los pastizales para

después emigrar a los valles para alimentarse (Espafia, 2000; Flores y Salas, 2004).

En el valle de Poanas, Durango, los adultos invernantes llegan al principio de las
primeras lluvias de junio, copulan y se alimentan del cultivo de frijol por una o dos
semanas, antes de depositar las primeras masas de huevecillos en el envés de la
hoja, de las cuales emergen larvas del primer instar, 15 dias después y se alimentan
del follaje hasta llegar al cuarto instar (Garcia, 1993; Espafia 2000). Cuando se
completa el desarrollo, las larvas pegan a la parte posterior de sus cuerpos al envés
de las hojas no dafiadas del frijol o de otras plantas, frecuentemente reuniéndose en
grupos. La pupa se abre paso fuera de la envoltura larvaria juntandola al final de la

punta del abdomen, la cual permanece cubierta con esta piel arrugada y espinosa.
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La pupacion ocurre en siete dias aproximadamente. Cuando el adulto emerge
presenta una coloracion amarillenta, carecen de los ocho puntos negros en cada
élitro, los que aparecen 45 minutos después de emerger del estado pupal, puede
poner huevos para la segunda generacion a las dos semanas siguientes. Los
machos son ligeramente mas pequefios que las hembras. Los adultos son buenos
voladores y viajan a largas distancias dirigiéndose hacia los campos de frijol. En este
valle se presentan dos a tres generaciones de larvas por ciclo agricola. Las larvas del
tercero, cuarto instar y el adulto tienen importancia econémica por la cantidad de
alimento que consumen y la hembra a lo largo de su vida deposita de 300 a 400
huevecillos (Garcia, 1993; Sanchez-Arroyo, 1997; Sancé, 1998; Espafia, 2000).

1.2.4 Danos

Los dafios que causan las larvas en el tercer y cuarto instar se aprecian claramente
en el envés de las hojas de la plantas (las cuales adquieren un aspecto caracteristico
de descarnado como de encaje) dejando tiras angostas y paralelas de hoja intacta
entre ellas, donde quedan Unicamente las nervaduras, las zonas de las hojas
afectadas se secan y adquieren un color marrén ocasionando la muerte de la hoja y
de la planta. Los adultos y larvas mas desarrollados hacen perforaciones o comen
partes completas del follaje del frijol, como Phaseolus leptostachyus Benth, P.
vulgaris, P. neglectus Hermann, P. coccineus L., P. maculatus Scheele, P. ritensis M.
E. Jones, P. marechalii A. Delgado, P. pedicellatus Benth., P. pauciflorus Benth. y P.
pluriflorus, Maréchal, Mascherpa & Stanier. (Muruaga et al., 1993), en soya (Glycine
max L.), trébol (Mitotus spp), alfalfa (Medicago sativa L.) y haba (Vicia faba L.)
(Sancé, 1998; Espafia, 2000; INIFAP 2005). Cuando la poblacién de esta plaga es
abundante ataca las vainas y tallos, y en consecuencia, aniquila por completo la
planta (Sance, 1998; INIFAP, 2005).
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1.2.5 Umbral econémico

Por la cantidad de alimento que consumen las larvas de tercer, cuarto instar y los
adultos tienen mayor importancia econdémica, el dafio que causa produce un
incremento a los costos de produccion, debido a la disminucion en el rendimiento y a
la necesidad de realizar aplicaciones de insecticidas para llevar un control (Sance,
1998; Pinto et al., 2004).

Para estimar el umbral econémico de este insecto, se debe determinar los siguientes
criterios: 1) pérdida econdmica asociada a un numero especifico de las larvas de la
conchuela del frijol por unidad de area, y 2) el costo de control (insecticidas y los
costos de aplicacion) en el area de unidad misma. Cuando el criterio uno es igual al
criterio dos, el control se hace econdémicamente viable y el umbral econémico ha sido
alcanzado. Los tratamientos deben aplicarse solo cuando el nivel observado de la
defoliacion y el numero de conchuelas, indiquen que el dafio se incrementara
(Sanchez-Arroyo, 1997).

El umbral econémico de dafio de E. varivestis con base en las pérdidas asociadas al
namero de larvas por unidad de area y al costo de su control en Wyoming, es de 1 a

1.5 larvas por planta (Garcia, 1993; Sanchez-Arroyo, 1997; Sancé, 1998).

1.3 Métodos de control

Dentro de los métodos de control se pueden utilizar tratamientos quimicos, métodos

culturales, biolégicos y con extractos de plantas.
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1.3.1 Cultural

Dentro de las préacticas culturales se pueden realizar diversas actividades que
contribuyan a mitigar el dafio causado por la conchuela de frijol, entre las que se
pueden mencionar: utilizar variedades adaptadas a la region, llevar a cabo la siembra
de la planta de acuerdo a la variedad y periodos de lluvia e implementar policultivos.
En el caso de la siembra de frijol y maiz ha dado mucho éxito, pues se toma en

cuenta a las bacterias fijadoras de nitrégeno en frijol.

1.3.2 Bioldgico

Entre los diversos enemigos naturales detectados para E. varivestis, que se pueden
destacar se encuentra la avispita Pediobius foveolatus (Crawford) (Hymenoptera:
Eulophidae), la cual causa parasitismo (Garcia, 1993; Espafia 2000; Garcia y
Carrillo, 2006). El diptero de la familia Tachinidae Aplomyiopsis epilachnae Aldrich,
que es un pardsito natural de E. varivestis en varias regiones de México y paraliza a
las larvas en el tercer y cuarto instar (Garcia, 1993; Sanchez-Arroyo, 1997; Espafa
2000; Garcia y Carrillo, 2006). Otro ejemplo es el acaro ectoparasito Coccipolitus
epilachnae Smiley (Acari: Podapolidae), que se registra para El Salvador el cual se
alimenta de la hemolinfa de los élitros de E. varivestis. El protozoario microsporidio
Nosema spp., produce anormalidades morfolégicas y fisiolégicas, provoca
mortalidades de 50 a 95% (Garcia, 1993); el depredador Podisus maculiventris Say
(Heteroptera: Pentatomidae) cuya capacidad depredadora y respuesta funcional en
laboratorio y campo sobre E. varivestis en soya es de 0.42 y 4.4 presas por
depredador por dia (Garcia, 1993; Espafia 2000).

10
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1.3.3 Quimico

El control de la conchuela de frijol se lleva a cabo por métodos quimicos con la
aplicacion de: Carbaril (Sevin® 80%), Paration metilico (Folidol® 2%, Diapar® 501 y
750), Ometoato (Folimat®), Azinfos metilico (Gusation® 33%), Oxidemetdén-metil
(Metasyxtox®) y Triclorfon (Dipterex® 80%.), los cuales se recomiendan aplicar
cuando se descubren dos o mas conchuelas por metro cuadrado (Anénimo, 1990;
Garcia, 1993, Pinto et al. 2004; INIFAP, 2005).

1.3.4 Productos vegetales en el control de plagas

Gran cantidad de plantas cuyos extractos poseen propiedades insecticidas, los
cuales fueron utilizados en la antigiedad para el control de plagas en cultivos
agricolas, entre ellas el tabaco, el piretro, el derris, la riania, la sabadilla, el ajo,
neem, anona y chile. Sin embargo su empleo cayo en desuso con el surgimiento de
los plaguicidas sintéticos; los cuales no resolvieron el problema de las plagas
agricolas pero si el surgimiento de plagas secundarias y dafios o problemas
adicionales (Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez, 1995; Rodriguez, 2000). Por lo
cual nuevas busquedas encaminadas con el empleo de moléculas presentes en la
naturaleza en plantas ya conocidas o en especies con potencial para el control de
plagas con las que se siguen encontrando principios activos (Rodriguez, 2000),

dentro de las que se encuentran las especies con las que se realiz6 este trabajo.

11
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1.4 Orégano mexicano (Lippia graveolens)

1.4.1 Distribucion

L. graveolens es originario de México, se encuentra distribuido en 24 estados de la
Republica Mexicana, debido a que este se adapta a diferentes condiciones
ambientales. La mayor produccién de orégano para fines comerciales se concentra
en los estados de Durango, Guanajuato, Jalisco, Querétaro, San Luis Potosi y
Zacatecas. También se encuentra en algunas partes de Honduras. (Huerta, 1997;

Arcila-Lozano et al., 2004; Gonzalez-Gulereca et al., 2008).

1.4.2 Descripcion

El orégano mexicano (L. graveolens) pertenece a la familia Verbenaceae, tiene hojas
ovadas, opuestas con los bordes dentados o algunas veces integros, de color verde,
pubescentes, el color de las flores es blanco, de una altura de 60 cm, crece en
suelos bien drenados, con luz solar (Arcila-Lozano et al., 2004). Esta planta tiene
usos tradicionales y farmacoldgicos tales como culinarios, analgésicos,
antiinflamatorios, antitusivo, bactericida, expectorante, fungostéatico, antipiréticos,
sedantes, antidiarréico, tratamiento de infecciones cutdneas, antifingico, tratamiento
de desordenes hepéticos, diurético, antihipertensivo, remedio de deso6rdenes
menstruales, antimicrobiano, repelente, antimalaria, antiespasmaodico, tratamiento de
enfermedades respiratorias, de sifilis, gonorrea, contra la diabetes, abortivo,
anestésico local, cosmético y en licores, no solo como condimento, por lo que debido
al gran valor comercial que tiene el aceite esencial en el mercado internacional ocupa
el segundo lugar en exportacion con aproximadamente 40% de la produccion

mundial (Arcila-Lozano et al., 2004; Gonzalez-Guereca et al., 2008).

12
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1.4.3 Principios activos y usos

Los principales componentes de L. graveolens son: y-cariofileno, a-Humuleno, B-
Terpineno, a-Tuyeno, Terpeno 3, Carvacrol, Limoneno, m-cimeno, Mirceno, Santalol,
Sesquiterpeno |, Terpineol y Timol (Gonzalez et al., 2000). Los monoterpenoides se
clasifican en 35 grupos, son volatiles con olores intensamente pungentes, lo que
genera las fragancias y sensaciones olor-sabor de muchas plantas. Su contenido es
de acuerdo a la especie, clima, quimiotipo, altitud, época de recoleccion y estado de
crecimiento, por lo que es importante el estudio de factores climaticos y la influencia
en el cultivo para un mejor aprovechamiento y explotacion de los metabolitos

secundarios (Arcila-Lozano et al., 2004; Gonzalez-Guereca et al., 2008).

En el aceite de orégano que crece silvestre se han detectado presencia dominante
de carvacrol y timol. Se ha observado que un incremento de timol provoca un
decremento de carvacrol y en cantidades menores se localizan hidrocarburos

monoterpenoides y-terpineno y p-cimeno (Arcila-Lozano et al., 2004).

1.4.4 Métodos de extraccion de aceites esenciales

Para la extraccion de aceites esenciales los métodos mas utilizados son la
destilacién con arrastre de vapor y el uso de solventes organicos. Otras alternativas
es el uso de CO, como solvente (extraccion supercritica y subcritica), es ideal ya que
no es toxico, ni explosivo y facil de remover de productos extraidos (Arcila-Lozano et
al., 2004).

13
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1.4.5 Control de plagas con orégano mexicano

En 2008, Pérez et al., realizaron un estudio de aplicacion de aceite de orégano (L.
graveolens) sobre el acaro (Varroa destructor Anderson & Trueman), que afecta a la
abeja Apis mellifera L., obteniendo en laboratorio un porcentaje de mortalidad de 80
% en varroas a una solucién del 1 % de aceite de orégano y en pruebas de
repelencia al 1 % se encontré un valor superior al 120 en el indice de posicion de
acuerdo con el criterio que se plantea para la evaluacion (Colin et al., 1994). En

campo el porcentaje de mortalidad de varroas vario del 31 al 54 %.

Por su parte, Gonzalez-Castillo et al. (2009), observaron que a una concentracion al
5 % de aceite de orégano (L. graveolens) se obtuvo 87.5 % de mortalidad en el acaro

Tetranychus sp.

Recientemente otros investigadores Silva et al., 2011 han realizado aplicaciones de
aceites de orégano dentro de suplementos alimenticios a las abejas para el control
de manera sistémica del parasito de las abejas meliferas V. destructor. Iturralde-
Garcia et al.,, 2011 han trabajado con otras especies de orégano mexicano como
Lippia palmeri Watson realizando pruebas de laboratorio para el control de plagas de

granos almacenados en trigo.

1.5 Neem (Azadirachta indica)

1.5.1 Distribucién
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A. indica es originario de la India, se ha extendido en toda Latinoamérica, Asia y
Africa (Orozco y Rodriguez, 2007).

1.5.2 Descripcion

A. indica conocida como margosa en la India de donde es originaria, fue descrita en
1830 por De Jussieu, se le conoce como neem en Inglés y paraiso en Espafiol
(Vasquez, 2007). Este arbol presenta como sinénimos Antelea azadirachta, Melia
azadirachta y Melia indica. Crece hasta una altura de 30 m, altitud que van de 200 a
1200 msnm y temperaturas de 0 a 49°C (Orozco y Rodriguez, 2007). Pruebas
fotoquimicas han demostrado presencia de resinas, alcaloides y taninos, se degrada
con la luz, pH alcalino y calor. Entre sus actividades biologicas estan efectos
antiinflamatorio, antisépticas, antipiréticas, repelente de insectos, microbicida e
insecticida (Vasquez, 2007). Los extractos acuosos de A. indica producen efectos
repelentes, antialimentarios, regulacion de la fecundidad y la oviposicion en muchos
insectos plaga (Hernandez- Castro et al, 2005). EI neem no es téxico para el hombre
ni para especies animales (Capataz et al., 2007; Vasquez, 2007; Aguilera et al.,
2009). La azadiractina es su principal compuesto con actividad biolégica que se

encuentra en las semillas (Orozco y Rodriguez, 2007).

1.5.3 Principios activos y usos

A. indica produce mas de 300 metabolitos secundarios, un tercio son
tetranortriterpenoides (limonoides) de interés comercial. Los extractos de neem
tienen como ingrediente activo al triterpeno azadiractina C3s Has Oq0, €l de mayor
importancia debido a que presenta efectos antialimentarios, esterilidad en algunas

especies y la inhibicion del desarrollo del insecto, actuando como una toxina, la cual
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ha tenido mucho éxito en los insectos que han desarrollado resistencia a los
insecticidas quimicos (Capataz et al., 2007; Orozco y Rodriguez, 2007; Muioz,
2010). La azadiractina se encuentra principalmente en las semillas y su
concentracion es muy variable debido a diversificacion genética, condiciones
ambientales de produccion, de extraccion y cuantificacion. La azadiractina es
termolabil y fotosensible, por lo que requiere condiciones adecuadas de

almacenamiento.

Los compuestos mas abundantes en el neem son azadiractina A y azadiractina B. La
azadiractina A posee una concentracion de 0.56-3.03 g kg™ y azadiractina B de 0.04-
0.59 g kg™*. Se ha demostrado que la azadiractina no afecta a insectos polinizadores,
ni a los mamiferos. La azadiractina interfiere en las glandulas corpora cardiaca y
corpora alata, inhibe la produccién de la neurohormona protoracicotrépica, la cual
regula la biosintesis de hormonas de la metamorfosis (ecdisona) y la hormona juvenil
de los insectos. Estas hormonas son esenciales ya que determinan la muda y
maduracion de huevos y sin ellas las larvas en sus primeros estados pueden durar
hasta tres semanas y morir. Asi, los estados larvales pasan al estado de pupa, pero
los adultos salen con las alas deformadas y otras deficiencias. Los estados adultos
gue ingieren demasiada azadiractina muestran una fecundidad reducida. Ademas de
la azadiractina, se ha encontrado que el meliantrol y salanin tiene actividad
antialimentaria. ElI nimbin y el nimbidin presentan actividad antiviral. El
deactilazadiractinol, en menor concentracion es antihormonal y paraliza el sistema
digestivo del insecto. El 3-deacetilsalanin y el salanol, también son antialimentarios
(Orozco y Rodriguez, 2007).
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1.5.4 Métodos de extraccion de aceites esenciales

Para la extraccion de aceite esencial de neem, el método mas utilizado es presion en
frio, a través de un extractor de acero inoxidable, se aplican tres toneladas de presion

a una temperatura inferior a los 35°C (Gonzalez-Gémez et al, 2006).

1.5.5 Control de plagas con neem

Los extractos de neem tienen efectos entre 400 y 500 especies de insectos de los
ordenes: Blattodea, Dermaptera, Diptera, Hymenoptera, Isoptera, Lepidoptera,
Phasmida, Phthiraptera, Siphonoptera, Thysanoptera, (Orozco y Rodriguez, 2007)
asi como de Coleoptera, Orthoptera, Hemiptera (Aguilera et al., 2009).

Ocete y Del Tio (1998), realizaron aplicaciones de un extracto comercial de neem a
las concentraciones de 14.33 pg cm™y 7.16 pg cm™, sobre larvas del cuarto instar de
Ocnogyna baetica Ramb (Lepidoptera, Arctiidae), con el empleo de discos foliares de
Beta vulgaris L. La dosis mas elevada obtiene 54.05 % menor peso seco medio

consumido frente al testigo.

Lépez-Meza et al., (2004) mencionan una emergencia de 4 adultos con el uso de
Nee-mex® en dosis de 1.5 mL por litro de agua en comparacion con el testigo, donde
se obtuvo la emergencia de 6 adultos del minador de la hoja Liriomyza spp. y sin

ningun efecto sobre el parasitoide Opius forticornis Cameron.
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Por su parte, Salazar-Marcial et al., (2004) obtuvieron repelencia del 60 % al aplicar
200 mg mL* de extracto acuoso de A. indica sobre adultos de Trialeurodes
vaporariorum (Westwood), a dosis de 100 mg ml™, A. indica y Lippia berlandieri S.

repelieron del 48.2 y 46.6 % respectivamente.

En otras investigaciones, Solis et al., (2004) efectuaron un estudio a base de
azadiractina 3 % EC (Ecozin®) con dosis de 500, 700, 1000 y 1500 mL ha™ con, tres
aplicaciones a intervalos de siete dias, obtuvieron una eficacia del 95 al 98 % en

control, contra larvas de minador de la hoja en jitomate (Liriomyza munda Frick).

Lépez y Estrada, (2005) encontraron que aplicaciones de OleoNim 80® (10mL L™)
mostraron efectividad del 100 % y NeoNim 60® mantuvo indices por encima del 95
% en el control de la palomilla Diaphania hyalianata L., en el cultivo de melén.
Aplicaciones de CubaNim T® (3 Kg ha™), OleoNim 80® y NeoNim 60® (1.5 L ha™)
bajo condiciones de cultivo protegido mostraron una efectividad del 75 % sobre
Thrips palmi Karny en cultivo de pepino. Aplicaciones de extractos acuosos de
CubaNim SM® y Foliar Nim HM®, en dosis de 20 g L* y 75 g L™ de agua controlaron
la mosca blanca (Bemisia tabaci Genn.) en cultivo de tomate y frijol llevando un

control de un 60 y 90 % a las 72 horas.

Okumu et al., (2007) evaluaron la eficacia de la formulacién de un aceite de neem
(con contenido de azadiractina de 0.03 % p/v) sobre larvas de tercer y cuarto instar
de Anopheles gambiae (Mopti) expuestas a una dieta con la formulacién de aceite de
neem en diferentes concentraciones (0.5, 2, 4, 8, 16, 32 ppm) y un grupo control fue
expuesto a la formulacién de aceite de maiz en concentraciones similares. El aceite
de neem tuvo una CLsy de 11 ppm después de ocho dias, la cual fue cinco veces
mas toxica que la formulacion de aceite de maiz. La emergencia de adultos fue

inhibida de 50 % a 6 ppm; encontraron reducciones significativas en el indice de
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crecimiento y pupacion, seguido de periodos larvales prolongados fueron observadas
en concentraciones de aceite de neem por encima del 8 ppm. La formulacion de
aceite de maiz, en contraste, no produjo disrupcion en el crecimiento con los rangos

de las concentraciones probadas.

Ortiz et al., (2008) evaluaron Melia azaderach L. sobre larvas de Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith) y Mocis latipes Guerin (Lepidoptera: Noctuidae) por el
método de discos de hoja, utilizaron extractos de acetato de etilo, crudos bencénicos
y no bencénicos evaluando el efecto antialimentario. Evaluaron también la actividad
antialimentaria de los compuestos 21-B-etoximelianodiol y acido 3-metoxi-4-
hidroxibenzoico. El extracto bencénico mostré el mejor efecto antialimentario en
larvas de S. frugiperda y M. latipes, con 0.06 y 0.75, respectivamente. El acido 3-
metoxi-4-hidroxibenzoico presentd actividad antialimentaria en larvas de M. latipes,

mientras que el 21-B-etoximelianodiol, fue inactivo.

Aguilera et al., (2009) evaluaron el producto comercial Neem® como regulador de
crecimiento aplicando a cinco dosis (0.5 mLL™*, ImLL*, 2mLLY, 4mLLYy5mLL
1y al picudo Aegorhinus superciliosus (Guérin) (Coleoptera: Curculionidae), ademas
de un testigo sin insecticida. Con 2 mL de neem se obtuvo la menor postura 36.5
huevos contra 174.74 huevos del testigo; sin embargo, la dosis de 5 mL de neem
presentod la menor cantidad de larvas emergidas con 14.25 contra 111 del testigo y el
menor porcentaje de emergencia de larvas con 29.08 % contra 62.38 % del testigo.
La DEso se determind en 0.0290 mL de neem y la DEgo en 8.923 mL de neem por
litro de agua. Concluyendo que la azadiractina, formulada como neem, produce un

efecto en la inhibicion de la embriogénesis en A. supercioliosus

Avendafo-Meza et al., (2009) realizaron un bioensayo de infestacion de mosquita

blanca Bemisia argentifolii Bellows & Perring sobre calabaza, el producto ACCEEM®
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0.50 % (neem mas canela) registré un promedio de 203.45 insectos con una eficacia
del 86 %, registrando una media de 7.9 ninfas con una eficacia del 98.3 %.

Molina et al.,, (2010) evaluaron el extracto acuoso de neem, el cual provoco
mortalidad en las concentraciones de 15 y 20 % superiores al 19.5 %, registrando
también una reduccion en peso de 1.15 veces respecto al testigo en adultos del

picudo del agave Scyphophorus acupunctatus Gyllenhal (Coleoptera: Curculionidae).

1.6 Bioensayos toxicoldgicos

El bioensayo se puede definir como cualquier método que determina la propiedad de
una substancia o material medida en la respuesta biologica que genera (Lagunes-
Tejeda y Villanueva-Jiménez, 1995). El uso del bioensayo toxicolégico o de dosis-
mortalidad, para obtener los niveles de susceptibilidad o resistencia, es un auxiliar de
gran valor para el manejo eficiente de los grupos toxicologicos de insecticidas (Pérez,
1996), y es un componente principal dentro del control quimico para alargar la vida
atil de los productos sintéticos o de origen natural, que se dispone para el control de
plagas, asi como para reducir el surgimiento de la resistencia dentro del Manejo

Integrado de Plagas (Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez, 1995).

1.6.1 Componentes de un bioensayo

Un bioensayo esta compuesto por el estimulo y la respuesta. El estimulo es el factor
gue genera una respuesta en el organismo ensayado, este puede ser quimico, fisico
o eléctrico. La respuesta es el efecto o manifestacion que genera la aplicacion del

estimulo; este puede ser la muerte, el derribo, un nivel enzimatico, la frecuencia de
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los latidos del corazén, la temperatura. (Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez,
1995).

1.6.2 Método de aplicacién topica

En la aplicacion tdpica, se usan jeringas de 500, 250 y 100 pl, que combinadas con
los microaplicadores, dan volimenes de disparo de 1.0 a 0.1pl insecto™. Se utiliza
como solvente la acetona generalmente debido a que tiene una toxicidad muy baja y
una alta volatilidad (Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez, 1995). La aplicacion
topica en E. varivestis se realiz6 de acuerdo con los métodos propuestos por
Busvine, (1971) y Hassan (1985).

1.6.3 Método de aspersién

El bioensayo de aplicacion por aspersion es el mas usado. Consiste en la aspersion
de una cantidad conocida de un insecticida sobre un organismo (puede ser insecto
de diferente estado de desarrollo), una planta, plantula, hoja o disco de hoja, por un
tiempo estandar o hasta que la hoja gotee la solucion. Se pueden utilizar aspersores
manuales sin el control de presion y volumen, asi como la torre de aspersion Potter-
Burgerjon, en la cual se estandariza con precision, la altura de la boquilla, la presién
inicial y el volumen asperjado. Se utilizan de 30 a 60 insectos para cada una de las
cuatro a ocho dosis, utilizando siempre un testigo al cual solo se le aplica acetona. A
las 24- 48 horas se registran como muertos los insectos paralizados, moribundos o
gue no reaccionen al contacto con un pincel (Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez,
1995).
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1.7 Analisis estadistico de los resultados de los bioensayos

Para el calculo de los DLsy/CLso/CEsg generalmente se usa el andlisis Probit. En un

experimento tipico de pruebas de toxicidad aguda se tiene la siguiente situacion:

e Concentracion de la sustancia o dosis (d).
¢ Numero de individuos (n).
e NUmero de organismos muertos o afectados (r).

e Porcentaje de efecto (p).

Para el analisis Probit se utilizd el programa Statistical Analysis System (SAS) con
los datos obtenidos, proporciono el logaritmo de la DLsy (M), de la ordenada del
origen y la pendiente de la recta ajustada (a y ), el valor del estadistico (t) para la
prueba de X2 (Infante y Calderdn, 1994; Diaz et al., 2004).
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II. JUSTIFICACION

Los plaguicidas sintéticos son una herramienta util para el control de las plagas
agropecuarias; sin embargo, el mal uso de ellos a través de grandes periodos de uso
frecuente e intensivo y a falsas ideas como la de la erradicacion de plagas o su
exterminio, ha dado origen a otros problemas como son el surgimiento de plagas
secundarias, la presencia del fendmeno de la resistencia en las plagas primarias y
actualmente representan una fuente de contaminacién ambiental y de salud publica;
a través de intoxicaciones agudas y cronicas a las personas encargadas de la
aplicaciéon de los agroquimicos, asi como también afectan la inocuidad de los
productos en el mercado internacional. Por lo que, actualmente se ha retomado la
idea en la busqueda de moléculas o principios activos ya existentes en la naturaleza
gue ofrezcan una alternativa para el control de las plagas agricolas o pecuarias, que
no representen una fuente de contaminacion y permitan una produccion sustentable
y a un cambio de paradigma, con el propésito de la no erradicacién o exterminio de
las plagas, sino de mantener umbrales que permitan una produccion rentable y
sostenible con el empleo de diversos métodos bioldgicos y alternativos que en un

orden secuencial, racional y cientifico, permitan la rentabilidad de la agricultura.

Uno de los principales cultivos en México por su alto contenido nutricional de
consumo Yy valor cultural es el frijol, el cual se encuentra amenazado con una serie de
plagas que reducen su produccién y calidad, por ende, un dafio econémico a los
mexicanos. Una de las principales plagas es la conchuela de frijol, la cual ataca en
sus primeros instares larvarios, siendo el segundo, tercero y cuarto instar donde
produce un mayor dafio a la planta, el uso de plaguicidas no ha mermado por
completo la existencia de la plaga y si ha ocasionado resistencia y la mayor
severidad de ésta. El estudio de compuestos en plantas como el orégano mexicano
(L. graveolens) y neem (A. indica) son una alternativa para establecer un control en
la conchuela del frijol sin afectar a sus enemigos naturales, dentro de un programa

de Manejo Integrado de Plagas, en las que todas las partes construyan y mejoren un
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todo. De estas plantas se han encontrado estudios muy prometedores para poder
llevar un control de E. varivestis debido a los metabolitos secundarios que poseen,
los cuales tienen un dafio sobre varios ordenes de insectos, considerando que estos
productos no son residuales y no persisten en el ambiente por mucho tiempo,

teniendo ademas una accion sinergista con los enemigos naturales de las plagas.
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lll. OBJETIVOS

3.1 General

Evaluar los aceites esenciales de orégano mexicano (Lippia graveolens) y neem
(Azadiractha indica) sobre la biologia (en efectos letal, subletal y/o antialimentario) de

Epilachna varivestis.

3.2 Particulares

Obtener la ventana de respuesta bioldgica del aceite esencial de orégano (Lippia
graveolens) de los estados de Durango y Chihuahua, asi como de neem

(Azadirachta indica) sobre Epilachna varivestis.

Determinar DLso (Dosis letal media) del aceite esencial de orégano mexicano (Lippia
graveolens) de los estados de Durango y Chihuahua, en el tercero y cuarto instar

larval de la conchuela de frijol (Epilachna varivestis) en condiciones de laboratorio.

Evaluar el aceite esencial de neem (Azadirachta indica) sobre el ciclo de vida (letal,

subletal, antialimentario) de Epilachna varivestis.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Trabajo de laboratorio

El trabajo se desarroll6 en el laboratorio de Entomologia de las instalaciones del
Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional Unidad
Durango (CIIDIR). Se utilizaron individuos de E. varivestis del segundo, tercero y
cuarto instar, procedentes de una cria de laboratorio, los cuales se mantienen en
condiciones de 25 £ 2 °C y 50-60 % H.R. y un fotoperiodo de 24:0 luz-oscuridad.

4.2 Colecta del material biolégico

4.2.1 Orégano mexicano (L. graveolens)

Las muestras de orégano fueron recolectadas en octubre del 2010 en el kilbmetro 70
de la carretera Durango- Mezquital ubicado en las coordenadas 23° 29. 046" N, 104°
26, 756" W, a 1845 msnm. con un clima seco semicalido (BSh). El area presenta
suelos Coluviales y Aluviales [Q (al)], con abundantes afloramientos de roca y textura
de franco-arenosa a arcillosa. Una exposicibon SW y una PMA de 500 mm. La
vegetacion presente se caracteriza por matorral xeréfilo, compuesto por especies
como mezquite (Prosopis julifiora Swartz), gatufio (Mimosa biuncifera Benth.),
huizache (Acacia tortuosa L.), ocotillo (Fouquieria splendens Engelm.), nopal
(Opuntia spp.), sangregado (Jatropha dioica L.), entre otras (Flores, 2009)

26



Alejandro Leal Saenz CIIDIR-IPN Unidad Durango Maestria en Ciencias en Gestion Ambiental

4.3 Cria del material biolégico

La conchuela de frijol se obtuvo de una cria establecida en el laboratorio de
entomologia, la cual se ha mantenido desde 2007. El material es procedente del
ejido Francisco |. Madero del municipio de Guadalupe Victoria, Durango.

4.3.1 E. varivestis

Se mantiene la cria de E. varivestis en plantas de frijol (P. vulgaris) cultivadas en
macetas, de donde se registraron y tomaron datos de los diferentes instares larvarios
para la obtencion del material biol6égico del segundo, tercero y cuarto instar larvario.
Se maximizé el numero de plantas de frijol para la alimentacion de mayor nimero de
larvas para la realizacion de la ventana de respuesta bioldgica y los bioensayos con

el aceite esencial de orégano mexicano y neem.

4.4 Aceites esenciales evaluados

4.4.1 Orégano de Durango (L. graveolens)

De la planta de orégano se separ6 la hoja y se obtuvo el aceite esencial por el

meétodo de destilacion por arrastre de vapor (Arcila-Lozano et al., 2004).
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4.4.2 Orégano de Chihuahua (L. graveolens)

Proporcionado por el Centro de Investigacion de Recursos Naturales de Salaices,
Chihuahua (CIRENA), asi como la informacién de los componentes mayoritarios
Silva y Morales, (2008).

4.4.3 Neem (A. indica)

El aceite esencial de neem se adquirié con la compafiia “Eco Logic™® establecida en
Mérida Yucatén, la cual especifica que el aceite esencial se obtuvo por presion en

frio.

4.5 Pruebas de laboratorio

4.5.1 Orégano mexicano de Durango y Chihuahua

4.5.1.1 Obtencion de la ventana de respuesta bioldgica

Se determind la dosis maxima y minima en el aceite esencial de orégano que
ocasionan el 0 % y 100 % de mortalidad de acuerdo a meétodos propuestos por
Busvine, (1971) y Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez, (2005).
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4.5.1.2 Preparacion de dosis intermedias

De acuerdo a los resultados que se obtuvieron en la ventana de respuesta biologica

se determinaron las soluciones intermedias.

4.5.1.3 Bioensayos

4.5.1.3.1 Método de aplicacion topica

En la evaluacién del aceite esencial de orégano se utilizé el método de aplicacion
tépica empleando una microjeringa de 50 pl (Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez,
1995). En una caja Petri de 14 cm de diametro con papel filtro, se colocaron de 10 a
14 larvas de conchuela de tercer y cuarto instar, de acuerdo a la cantidad de
individuos por dia. Posteriormente, se les aplicé superficialmente al dorso, 10 ul de
solucion de las dosis intermedias mediante el empleo de una microjeringa
(Hamilton®, USA). Para la realizacion de este proceso, los insectos se colocaron
durante cinco minutos en refrigeracion para facilitar su manejo durante la
manipulacion en el laboratorio. Posteriormente a la aplicacion del aceite esencial de
orégano, las larvas se pasaron a macetas de frijol como sustrato alimenticio para que
la mortalidad no ocurra por inanicion. Se realizaron de diez a once repeticiones en
dias diferentes, incluyendo un testigo por serie, al que sélo se le aplicé acetona
(Busvine, 1971; Lagunes-Tejeda y Vazquez-Navarro, 1994). Todas las pruebas se
realizaron bajo condiciones ambientales en el laboratorio. Las lecturas de mortalidad
se tomaron a las 24 horas después de la aplicacion, observando cada insecto tratado
de forma individual. El criterio que se tomo para determinar muerta a la larva fue la

permanencia de inmovilidad, en posicion dorsal o lateral, o que presentaran
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movimientos anormales y no reaccionaran al presionarle el dorso con un pincel de

punta de camello.

4.5.1.4 Contenido de p-cimeno, timol y carvacrol en el aceite de Durango

La cuantificacion de los componentes mayoritarios del aceite esencial de Durango
fue determinado por el M.C. Ramon Silva V. en el Centro de Investigacion para los
Recursos Naturales (CIRENA), de Salaices Chihuahua. Se utilizé un cromatografo de
gases marca Perkin EImer CLARUS 500, con inyector automatizado y detector de
ionizacion a la flama. Los componentes del aceite esencial se cuantificaron e

identificaron por comparacion de estandares analiticos (p-cimeno, carvacrol y timol).

4.5.2 Neem

4.5.2.1 Pruebas de fitotoxicidad en plantas de frijol

Se efectuaron dos repeticiones para pruebas de fitotdxicidad de aceite de neem a las
concentraciones de 0.1, 0.5, 1, 2, 5, 10, 12 y 15 % mas un testigo el cual sélo se le
aplic6 Tween 80®, en plantas de frijol de segundo foliolo. Se establecieron periodos
de observacion por tres dias para registrar algin efecto en el desarrollo o dafo

fisiol6gico de la planta.
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4.5.2.2 Obtencion de la ventana de respuesta biologica

Se determind la dosis maxima y minima en el aceite esencial de neem que
ocasionan el 0 % y 100 % de mortalidad de acuerdo a métodos propuestos por
Busvine, (1971) y Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez (2005).

4.5.2.3 Preparacion de dosis intermedias

De acuerdo a los resultados que se obtuvieron en la ventana de respuesta biologica

se determinaron las soluciones intermedias.

4.5.2.4 Bioensayos

4.5.2.4.1 Método de aspersion

Se realiz6 la aplicacién de concentraciones (0.1, 0.5, 1, 2, 5y 10 %) y un testigo a
base de agua mas Tween 80® a plantas de segundo foliolo de frijol de acuerdo al
método propuesto por Lagunés-Tejeda y Villanueva-Jiménez (1995), utilizando un
aplicador manual. Se dejaron en reposo media hora para después colocar 20 larvas
de segundo y tercer instar, se realizaron cinco repeticiones. Los tratamientos se
dejaron a temperatura de 25 £+ 2 °C y 60 + 10 % H. R.; se registro la lectura cada
cuatro horas durante el ciclo de vida del insecto, observando los cambios de instares,

mortalidad, registro de tamafio y peso, oviposicion, emergencia de larvas.
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4.5.2.4.2 Concentrado del manejo de las repeticiones

En el Cuadro 1, se muestra el nimero de repeticiones que se realizaron, las fechas
en las que se realizaron las aplicaciones, asi como el instar y concentraciones que se

evaluaron.

Cuadro 1. Concentrado de repeticiones de aplicaciones de aceite de neem

Repeticion  Fecha Instar Concentracion de
las aplicaciones (%)

Primera 04-04-11 Segundo 2,5,10
Segunda  13-04-11 Segundo 0.1,05,1,2
Tercera 24-04-11 Tercer 0.1,05,1, 2
Cuarta 10-05-11 Segundo 0.1,05,1, 2
Quinta 01-06-11  Tercer 0.1,0.5

4.5.2.5 Comparativo de costos de aceite de neem como agente de control

contra un plaguicida quimico tradicional

Se consultd a un productor del Valle de Poanas Durango asi como a casas
productoras de agroquimicos (Insecticidas del Guadiana A.C. Durango) para estimar
el andlisis en relacion a la diferencia entre usar un plaguicida quimico (Paration) en el
ataque de E. varivestis y el uso del aceite de neem de la compafiia Eco logic®
evaluado en esta investigacion de acuerdo a los mejores resultados en relacion a la

mortalidad.
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4.6 Andlisis de la informacién

4.6.1 Metodologia estadistica utilizada en los aceites de orégano

Los datos obtenidos de mortalidad de los bioensayos toxicologicos se corrigieron con
la formula de Abbott (1925), (la maxima mortalidad tolerada es del 10 %) cuando se
presentd mortalidad en el testigo. Posteriormente los datos de mortalidad corregida y
dosis empleadas se sometieron al analisis Probit (Hubert, 1979), para la
determinacién de las DLsg, limites fiduciales y ecuaciones de regresion, con el
empleo del programa estadistico SAS (SAS Institute, 2000). Se elaboraron las
graficas Dosis vs Unidades Probit, para cada aceite con intervalos de confianza, con
el paquete estadistico STATISTICA (2004). Adicionalmente se realiz6 la prueba de
Homogeneidad de los coeficientes de regresion, para determinar si existe diferencia
estadistica en los valores de DLsg de los aceites y en las ecuaciones de regresion de

acuerdo con el método propuesto por Gomez y Gomez (1983).

4.6.2 Metodologia estadistica utilizada en el aceite de neem

Se realiz6 un ANOVA empleando el programa estadistico SAS (SAS Institute, 2000)
para obtener las diferencias significativas entre los distintos parametros de las
medias de los tratamientos utilizando una prueba de Tukey, la misma metodologia se
utilizé para obtener las diferencias de los porcentajes de mortalidad en los diferentes
tiempos establecidos y bajo diferentes tratamientos. Se realiz6 un analisis de

sobrevivencia de Kaplan Meier utilizando el programa STATISTICA (2004).
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V. RESULTADOS

5.1 Aceite de orégano de Durango y Chihuahua

5.1.1 Concentraciones intermedias porcentuales

En el Cuadro 2 se muestra las concentraciones intermedias porcentuales para cada

uno de los aceites de acuerdo a su origen.

Cuadro 2. Numero de individuos muertos, en cada tipo de aceite, mortalidad corregida en
cada concentracion una vez que se corrigié con la férmula de Abbott, respecto a la

mortalidad del testigo de todas las repeticiones.

Concentracion % Individuos muertos con Individuos muertos con
aceite de Durango aceite de Chihuahua
0.8 5 16
3 43 63
5 80 99
7 94 110
10 127 130

5.1.2 Dosis letal media, limites fiduciales y pendiente

En el Cuadro 3 se muestran los resultados obtenidos con cada uno de los aceites de

orégano, de los analisis Probit para cada aceite, asi como los limites fiduciales que
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indican el intervalo de concentraciones dentro de los cuales se encuentra la DLsg con

un 95% de confianza.

Cuadro 3. Dosis letal media, limites fiduciales y pendiente de la ecuacion de regresion
para cada aceite de orégano mexicano evaluado sobre E. varivestis.

. N
gggfen del (NUmero de DLsg Limites fiduciales Pendiente
Individuos  (ug pL™) al 95% (ug pL™)
Tratados)
Durango 780 38,5 (35.0-42.1) 3.09
Chihuahua 780 26.1 (23.1-29.0) 2.64

La DLso del aceite de orégano de Chihuahua resulto ser mas baja que la del estado
de Durango. Una forma de contraste de la toxicidad de estos aceites, es la
comparacion de la amplitud del intervalo de confianza, como una medida de la
precision de los valores calculados y de la pendiente como una medicion de la
sensibilidad, para lo cual se elaboré la Figura 1, donde se muestran las lineas de
respuesta dosis-mortalidad, los intervalos de confianza correspondiente al aceite de

orégano de Durango y de Chihuahua contra Unidades Probit.
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¥Y=-1.10 + 2.64X Chihuahua rd
Y=-1.81 + 3.09X Durango e

Unidades Probit

o 20 40 GO 80 100 120 % Chihuahua (Ch)

o Durango (D)
Dosis (ug pL™")

Figura 1. Lineas de respuesta dosis-mortalidad y limites fiduciales del aceite esencial de

orégano mexicano de Durango y Chihuahua.

En la Figura 1 se observa que existe una sobreposicion o traslape de los intervalos
de confianza a todo lo largo de las rectas de ambos aceites, por lo cual no son
significativamente diferentes de acuerdo a los criterios planteados por Lagunes-
Tejeda y Villanueva-Jiménez (1995).

5.1.3 Prueba de homogeneidad de los coeficientes de regresion

Adicionalmente, se elaboré la prueba de Homogeneidad de los coeficientes de
regresion de las ecuaciones, se planted la hipétesis de que los coeficientes de
regresion son similares, es decir que el efecto insecticida del aceite de orégano de
Durango y Chihuahua son semejantes. Esta se obtuvo con los datos del Cuadro 1.
Estas propiedades se determinaron a través de la prueba de Homogeneidad de los
coeficientes de regresion, propuesta por Gomez y Gomez (1983). Con esta prueba

se planteo la hipodtesis de que los coeficientes de regresion son similares y al realizar
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la prueba de t para las comparaciones con un n=8, se obtuvo un valor de t=0.42, que
al comparar con el valor de t de tablas, se encontré un valor de t=1.94 para un nivel
de significancia de 5%, por lo que el valor absoluto calculado parat es menor que el
valor tabular de t al 5% de nivel de significancia. No se rechaza la hipotesis de que
los coeficientes de regresion son los mismos para los dos aceites de orégano
mexicano, por lo que se concluye que los dos coeficientes de regresiéon son

homogéneos.

5.1.4 Contenidos de p-cimeno, timol y carvacrol

En el Cuadro 4, se aprecia la comparacion entre ambos aceites, destacandose el de
Chihuahua con mayor contenido de carvacrol. También se obtuvo la proporcién entre
los componentes carvacrol, timol y p cimeno del estado de Durango la cual es de
242:1,1:21y 1: 46 con respecto al del estado de Chihuahua.

Cuadro 4. Comparacién de los contenidos de p-cimeno, timol y carvacrol

Origen del Carvacrol Timol p-Cimeno
aceite
(%) (%) (%)
*Durango 0.23 66.88 8.28
**Chihuahua 55.68 3.20 0.18

* Analizados en CIRENA por Cromatografia de gases (Anexo 1)
**Silva y Morales, 2008
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5.2 Aceite de neem

5.2.1 Pruebas de fitotéxicidad en plantas de frijol

Se encontrd que con concentraciones menores al 5 % no tuvieron ningun efecto en el
desarrollo o algun dafio a las hojas de la planta, con concentraciones superiores al
10 % mostraron dafio fisiologico en las hojas de las plantas, y a medida que se
aumentd la concentracion (12 y 15 %), ocasion6 mayor dafio en las hojas de la

planta al tercer dia de la observacion (Figura 2).

Figura 2. Evaluacion de diferentes concentraciones de aceite de neem en plantas de
frijol, A) 1 %, B) 2 %, C) 5 %, D) 10 %, E) 12 %, F) 15 %
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Estas pruebas se realizaron con el objetivo de establecer las concentraciones, las
cuales no tuvieran algun efecto fitotoxico en la planta de frijol del segundo foliolo,
debido, a que las pruebas fueron alimentarias, siendo los tratamientos menores al 5
% (Figura 2 A, B y C) los que mostraron la respuesta mas satisfactoria, por lo
contrario se puede observar en la Figura 2D, pequefias manchas necréticas en el
haz de la hoja a medida que se aumentd la concentracion (Figura 2E y 2F), estas
manchas eran mas frecuentes en la planta de frijol causando un marchitamiento en la
planta y muerte a los pocos dias por efecto de fitotoxicidad del aceite de neem a
concentraciones mayores al 5 %; a pesar de que las fotografias no ilustraron bien

este fendmeno en la vida real se observo este dafio fisioldgico en la planta.
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5.2.2 Parametros de la primera repeticion.
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Figura 3. Efecto de concentraciones de aceite de heem en el tercer instar de E. varivestis de
la primera repeticion. A) Horas, B) Ancho, C) Largo y D). Peso. Cada punto
representa la media de diez repeticiones * error estandar. Letras diferentes en (A, B,
C y D) indican diferencias significativas entre muestreos, segun la prueba de Tukey a
una P<0.05.

En esta primera repeticion con larvas de conchuela de segundo instar sometidas a
los tratamientos al 2, 5y 10 % vy el testigo , se observa en la Figura 3A, que hubo
diferencia significativa en la comparacion de medias con un a=0.05 (F=8602.43; gl=3;
p<0.0001) de los tratamientos al 5y al 10 %, formando un grupo respecto al 2 % y el
testigo, en horas entre los distintos tratamientos en cuanto a la duracion y cambio del
segundo al tercer instar, en los tratamientos al 5y 10 % no se registré el cambio de

exuvia, la duracion en horas de las larvas testigo fue 28 horas, que corresponde a
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valores normales citados por otros autores (Garcia, 1993), tomando los valores de
medidas para los tratamientos a las horas marcadas en la grafica, se contaban con
tan solo de tres a cuatro larvas por tratamiento en estas ultimas, por lo que el neem
afectd el proceso de muda. En la Figura 3B muestra diferencias significativas
respecto al testigo con la prueba de Tukey con un a=0.05 (F=20.93; gl=3; p<0.0004)
donde a medida que incremento la concentracion de neem aplicado a hojas de frijol,
incrementd el ancho de la larva. El tratamiento al 10 % mostré el mayor valor de
ancho y el testigo la menor medida del ancho, esto debido a la edad en las que se
tomo a las larvas. En la Figura 3C se observan diferencias estadisticas entre todos
los tratamientos con la prueba de Tukey con un a=0.05 (F=229.39; gl=3; p<0.0001).
La mayor longitud de las larvas correspondi6 a las larvas sometidas al tratamiento de
neem al 2 %, ya que era mas corta la edad de las larvas del grupo testigo. Los otros
dos tratamientos fueron inferiores a la longitud del testigo. En contraste, a las
medidas en ancho y largo, en la Figura 3D muestran diferencias significativas
respecto al testigo con la prueba de Tukey con un a=0.05 (F=2200.13; gl=3;
p<0.0001), el mayor peso lo registraron las larvas del tratamiento testigo con valores
superiores a los tres tratamientos; el menor peso se registrd en el tratamiento al 2 %;
si bien, en las concentraciones al 5y 10 %, presentaron menor peso con respecto al
testigo, manifestdndose efecto antialimentario del aceite de neem en los tratamientos

aplicados.

Unicamente larvas del testigo cambiaron al cuarto instar, las larvas del tercer instar
sometidas a los tratamientos del 5y 10 % no llegaron al cuarto instar. El registro de
las mediciones de larvas del tratamiento al 2 % se efectud sin el cambio de instar,
este registro se realizd con tres larvas, las cuales no se alimentaron durante el

transcurso del experimento, concluyendo en la muerte de las larvas.

En las Figura 4A, no hubo diferencia significativa con un a=0.05 (F=5.24; gl=1;

p>0.084) debido a que no hubo cambio de instar por parte del tratamiento al 2 % y se
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efectué el registro de medidas solo con el cambio del testigo. Se encontraron
diferencias significativas en los parametros de las Figuras 4B, 4C y 4D con un a=0.05
en ancho (F=839; gl=1; p<0.0001), largo (F=2242.31; gl=1; p<0.0001) y peso
(F=1254.45; gl=1; p<0.0001) respectivamente, observandose que las larvas del

grupo tratado con soluciones de neem al 2 %, disminuyeron respecto a las larvas del
grupo testigo.
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Figura 4. Efecto de concentraciones de aceite de neem en el cuarto instar de E. varivestis
de la primera repeticion. A) Horas, B) Ancho, C) Largo y D) Peso. Cada punto
representa la media de diez repeticiones * error estandar. Letras diferentes en (A, B,

C y D) indican diferencias significativas entre muestreos, segun la prueba de Tukey a
una P<0.05.

De esta primera repeticion, solo los individuos del grupo testigo concluyeron el ciclo

bioldgico y dieron origen a una segunda generacion, ya que los demas tratamientos,
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mostraron inanicibn como consecuencia de efecto antialimentarios y se prolongé el

estado de larva de este instar.

5.2.3 Parametros de la segunda repeticion

. a
180 4 a
b b
160 35 1 b
140 O Testigo E T O Testigo
8 ] £ 3 c = ¢ ]
5 120 | 0,1 o - 0,1
T S 25 7 -
100 1 Qo5 g% ? iy @os5
c c / - d
g1 2 T g1
> oy = = T
60 f % ot . f e 15 f i Ly . """ { uz
Testigo 0,1 0,5 1 2 A Testigo 0,1 0,5 1 2 B)
Concentracion (%) ) Concentracion (%)
a a
6 g -
55 - 7
b
5 6 -
E 45 ¢ == c O Testigo %5 b O Testigo
£4 S £
< 4 - - - 70,1 o 4 70,1
x - 3 iy
E35 - g @05 a3 - Bo5
31 ::: 81 21 :::: 81
237 X mn . o 1 Xy o2
2 t t 0 — + +
Testigo 0,5 1 2 c Testigo 0,1 0,5 1 2 D)
Concentracion (%) ) Concentracién (%)

Figura 5. Efecto de concentraciones de aceite de heem en el tercer instar de E. varivestis de
la segunda repeticion. A) Horas, B) Ancho, C) Largo y D) Peso. Cada punto
representa la media de diez repeticiones * error estandar. Letras diferentes en (A, B,
C y D) indican diferencias significativas entre muestreos, segun la prueba de Tukey a
una P<0.05.

En la segunda repeticion se incluyeron tres concentraciones adicionales de aceite de
neem al 0.1 %, 0.5 % y 1 %, la duracidn en horas como se muestra en la Figura 5A
fue mayor en el grupo de larvas testigo, se encontraron diferencias significativas con

un a=0.05 (F=10678.5; gl=4; p<0.0001) debido a que se trataron larvas mas jévenes
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con respecto a las empleadas en los tratamientos, de ahi que, en los tratamientos al
0.1y 0.5 % la duracién en horas fue menor. Se observo que el tiempo para el cambio
de exuvia en todos los tratamientos fue menor que el testigo, el tratamiento al 1 % no
cambio al tercer instar, con las cinco larvas que quedaron, se realizo la toma de
mediciones. Se encontraron diferencias significativas en los pardmetros de las
Figuras 5B, 5C y 8D, en la prueba de comparacion de medias con un a=0.05 en
ancho (F=68.26; gl=4; p<0.0001), largo (F=278.25; gl=4; p<0.0001) y peso
(F=1135.51; gl=4; p<0.0001), respectivamente.

Todos los tratamientos fueron inferiores en medida respecto al testigo y el que
registro las lecturas menores fue el tratamiento al 2 %. Mientras que las larvas del

grupo testigo continu6 el ciclo hasta la segunda generacion.
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5.2.4 Parametros de la tercera repeticion
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Figura 6. Efecto de concentraciones de aceite de neem en el cuarto instar de E. varivestis de
la tercera repeticion. A) Horas, B) Ancho, C) Largo y D) Peso. Cada punto representa
la media de diez repeticiones + error estandar. Letras diferentes en (A, B, C y D)
indican diferencias significativas entre muestreos, segun la prueba de Tukey a una
P<0.05.

En la tercera repeticion, en todos los tratamientos el tiempo de cambio de tercer al
cuarto instar (Figura 6A), fueron inferiores en relacién con las larvas del grupo
testigo, esto se demuestra en la comparacién de medias con un a=0.05 (F=2813.94;
gl=4; p<0.0001). Se encontraron diferencias significativas en los parametros de las
Figuras 6B, 6C y 6D aplicando la prueba de Tukey con un a=0.05 en ancho
(F=178.76; gl=4; p<0.0001), largo (F=147.11; gl=4; p<0.0001) y peso (F=9319.28;
gl=4; p<0.0001), respectivamente. Se pueden observar que las mas altas mediciones
corresponden en todos los casos por el grupo testigo y que el tratamiento al 0.5y 2

% registraron las menores mediciones. Sélo las larvas de los grupos testigo y del
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tratamiento al 0.1 % llegaron a pupa y adulto. Con los datos que proporcionaron se
generaron las gréaficas de las Figuras 7 y 8, respectivamente.
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Figura 7. Efecto de concentraciones de aceite de neem en el estado de pupa de E. varivestis
de la tercera repeticion. A) Horas, B) Ancho, C) Largo y D) Peso. Cada punto
representa la media de diez repeticiones * error estandar. Letras diferentes en (A, B,
C y D) indican diferencias significativas entre muestreos, segun la prueba de Tukey a
una P<0.05.

En la Figura 7A se observa que para el tratamiento al 0.1 % tardé mas tiempo que el
grupo testigo, encontrando diferencia significativa con un a=0.05 (F=10024.27; gl=1;
p<0.0001). Se encontraron diferencias significativas en los parametros de las Figuras
7B, 7C y 7D con un a=0.05 en ancho (F=87.71; gl=1; p<0.0007), largo (F=13.98;
gl=1; p<0.0201) y peso (F=207.02; gl=1; p<0.0001), respectivamente. Estos
pardmetros fueron mayores en las pupas del grupo testigo, como consecuencia del

efecto antialimentario como se observa en la Figuras 7B, 7C y 7D.
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Figura 8. Efecto de concentraciones de aceite de

neem en el estado de adulto de E.

varivestis de la tercera repeticién. A) Horas, B) Ancho, C) Largo y D) Peso. Cada

punto representa la media de diez repeticiones * error estandar. Letras diferentes en

(A, B, C y D) indican diferencias significativas entre muestreos, segun la prueba de

Tukey a una P<0.05.

Para emergencia de pupa al estado adulto en el tratamiento al 0.1 %, tardé mas

tiempo en emerger que las pupas del grupo testigo, como se observa en la Figura
8A, aplicando una prueba de Tukey, con a=0.05 (F=1323.06; gl=1; p<0.0001). En la

Figura 8B, el ancho no mostré diferencia significativa de acuerdo a la prueba de

Tukey con una significancia de a=0.05 (F=0.03; gl=1; p>0.8671). Se encontraron

diferencias significativas en los pardmetros de las Figuras 8C y 8D aplicando la

prueba de Tukey con un a=0.05 en largo (F=712.87; gl=1; p<0.0001) y peso

(F=469.32; gl=1; p<0.0001), respectivamente. En el estado adulto las mediciones de

largo y peso del grupo testigo fueron mayores que en el tratamiento al 0.1 %.
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5.2.5 Parametros de la cuarta repeticién
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Figura 9. Efecto de concentraciones de aceite de neem en larvas de tercer instar de E.
varivestis de la cuarta repeticion. A). Horas, B). Ancho, C). Largo y D) Peso. Cada
punto representa la media de diez repeticiones * error estandar. Letras diferentes en
(A, B, C y D) indican diferencias significativas entre muestreos, segun la prueba de
Tukey a una P<0.05.

La cuarta repeticidn, incluyo larvas del grupo testigo y cuatro concentraciones de
aceite de neem al 0.1, 0.5, 1y 2 %; solo las larvas del grupo testigo y el tratamiento
al 0.1 %, llevaron a cabo el desarrollo normal y cambiaron del segundo a tercer instar
larval. Las larvas de los tratamientos restantes no lograron cambiar de instar, por lo
gue el registro que se tiene es mayor que el de los grupos anteriormente
mencionados, esto se observa en la Figura 9A donde se observan dos grupos, el

testigo y el tratamiento al 0.1 %, y el grupo restante de tratamientos, los cuales de
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acuerdo a la prueba de Tukey marco diferencia significativa con un a=0.05
(F=2784.14; gl=4; p<0.0001). Posteriormente, los tratamientos al 0.5, 1y 2 %
causaron inanicion y muerte de las larvas, se encontraron diferencias significativas
en los parametros de las Figuras 9B, 9C y 9D, con un a=0.05 en ancho (F=124.61;
gl=4; p<0.0001), largo (F=266.9; gl=4; p<0.0001) y peso (F=2987.22; gl=4; p<0.0001)
respectivamente. Sin embargo, en las larvas del tratamiento al 2 % se observan
algunos valores altos con respecto a los tratamientos previos, lo cual es atribuido a
un error de medicién con el nimero de individuos sobrevivientes. Unicamente el
testigo y el tratamiento al 0.1 % llegaron al cuarto instar. Por lo que, los datos que se
muestran a continuacién solo se refieren a larvas del grupo testigo y a las
correspondientes al tratamiento del 0.1 %. Solo larvas del grupo testigo llegaron al

estado adulto.
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Figura 10. Efecto de concentraciones de aceite de neem en larvas de cuarto instar de E.
varivestis de la cuarta repeticion. A) Horas, B) Ancho, C) Largo y D) Peso. Cada
punto representa la media de diez repeticiones + error estandar. Letras diferentes en
(A, B, C y D) indican diferencias significativas entre muestreos, segun la prueba de
Tukey a una P<0.05.
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En la Figura, 10A se observa diferencia significativa con a=0.05 (F=15858.9; gl=1;
p<0.0001), en la duracion para el cambio al cuarto instar del tratamiento al 0.1 % con
respecto al testigo. A pesar de que no se encontré diferencia en duracion en el instar
anterior, aqui si se manifiesta, como una consecuencia del efecto antialimentario
desde el estado de desarrollo previo al actual, lo cual fue mas claro en este cuarto
instar ocasionando que ocurriera la muerte de las larvas, por lo que solo las larvas
del grupo testigo alcanzaron los estados de pupa y adulto. Adicionalmente, se
encontraron diferencias significativas en los parametros de las Figuras 10B, 10C y
10D con 0=0.05 en ancho (F=917.78; gl=1; p<0.0001), largo (F=3952.36; gl=1;
p<0.0001) y peso (F=13315.3; gl=1; p<0.0001) respectivamente, observando una

marcada diferencia entre el testigo y el tratamiento al 0.1%.
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5.2.6 Parametros de la quinta repeticion.
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Figura 11. Efecto de concentraciones de aceite de neem en larvas de cuarto instar de E.
varivestis de la quinta repeticion. A) Horas, B) Ancho, C) Largo y D) Peso. Cada punto
representa la media de diez repeticiones * error estandar. Letras diferentes en (A, B,
C y D) indican diferencias significativas entre muestreos, segun la prueba de Tukey a
una P<0.05.

La quinta repeticion incluy6 larvas del grupo testigo y dos concentraciones al 0.1 y
0.5 %, inici6 con larvas de tercer instar para registrar cambios posteriores con el
propoésito de llegar al estado adulto con mayor numero de individuos, para registrar
efectos en la reproduccion, como numero de huevecillos y la viabilidad o eclosion de
los mismos. El cambio del testigo con los dos tratamientos, se registrd al mismo
tiempo como lo muestra la Figura 11A, no hubo diferencias significativas con a=0.05

(F=0.78; gl=2; p>0.5008), Por lo contrario, las diferencias estuvieron marcadas en el
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desarrollo de la larva, mostrando diferencias significativas en los parametros de las
Figuras 11B, 11C y 11D, con un a=0.05 en ancho (F=56.05; gl=2; p<0.0001), largo
(F=426.6; gl=2; p<0.0001) y peso (F=268.11; gl=2; p<0.0001), respectivamente. Los

tratamientos al 0.1 % y 0.5 % mostraron valores inferiores en relacion al testigo.

Sin embargo, solo larvas del tratamiento al 0.1 % y del grupo testigo llegaron al

estado de pupa.
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Figura 12. Efecto de concentraciones de aceite de neem en estado de pupa de E. varivestis
de la quinta repeticion. A) Horas, B) Ancho, C) Largo y D) Peso. Cada punto
representa la media de diez repeticiones * error estandar. Letras diferentes en (A, B,
C y D) indican diferencias significativas entre muestreos, segun la prueba de Tukey a
una P<0.05.

No se observaron diferencias significativas en la Figura 12A con a=0.05 (F=0.82;

gl=1; p>0.4169) en cuanto al tiempo en el cambio del cuarto instar a pupa; las
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diferencias estuvieron marcadas en las medidas de la pupa encontrando diferencias
significativas en los parametros de las Figuras 12B, 12C y 12D, con a=0.05 en los
parametros ancho (F=48.66; gl=1; p<0.0022), largo (F=194.4; gl=1; p<0.0002) y peso
(F=1157.52; gl=1; p<0.0001), respectivamente. Pupas del grupo testigo fueron
superior en peso en comparacion al tratamiento al 0.1 %; sin embargo, se presento
una mortalidad debido al aumento repentino del calor ambiental lo cual ocasion6 que

las pupas no llegaran al estado adulto por lo cual el trabajo solo llegd a esta etapa.
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5.2.7 Concentrado de los parametros de las repeticiones

En el Cuadro 5 se muestra el concentrado de las cinco repeticiones, se puede observar en general que a mayor
concentracion de las soluciones de neem aplicadas a plantas de frijol, hubo disminucién de los pardmetros: ancho, largo y

peso en los distintos tratamientos respecto al testigo, como se menciond anteriormente para cada caso.

Cuadro 5. Concentrado de parametros evaluados en las cinco repeticiones

Horas Ancho (mm) Largo (mm) Peso (mg)

Repeticion

T 2% 5% 10% T 2% 5% 10% T 2% 5% 10% T 2% 5% 10%
04-04-11
A 28b 28b 100a  100a | 2.99c  3.06bc  3.10b  3.14a | 407b  477a  3.99 3.74c 4.66a 3.64d 3.99b 3.74c
04-04-11 | 1404 140a . . 6.23a 6.34b . . 8.65a  4.54b - - 19.33a 3.18b
4 instar

T 01% 05% 1% 2% T 01% 05% 1% 2% T 01% 05% 1% 2% T 01% 05% 1% 2%
190411 | 168a 76c  76c 1480 148b | 359a 253c 306b 256c 186d | 565a 420c 4.64b 392c 253d | 7.20a  260c 400b 293¢  0.98d
240411 | 142a 124b 124b 100c 100c | 7.05a 6.35b 5.15cd 545c 4950 | 10.52a 8.95b 6.85d 7.60c 7.10cd | 38.42a 16.76b 8.10d 1359c 13.34c
24';3‘:]';1 120b 168a - . - | 7.90a 7.45b . . . 8.94a 8.71b . . . 35.15a  21.99b
20001l | 1200 1442 - ; - | 637a 5.70a ; ; ; 9.40a 83l - ; ; 49.00a  33.60b
1:?'2;;1 120b 120b 176a 176a 176a | 2.37a 2.19b 1.82c 1.86c 1.87c | 3.93a 3.50b 2.92d 2.91d 3.33c | 2.64a 1.98b 1.80c 1.23e  1.50d
10-05-11 | 440y 2728 - - - | 7085a 6.11b - - - 10.52a  9.10b - - - 38.42a 13.40b
4 instar

T 0.1% 0.5% T 0.1% 0.5% T 0.1% 0.5% T 0.1% 0.5%
01-06-11
PN 48a 48a 48a 6.40a 5.94b 5.94b 9.39a 8.49b 8.40b 24.28a 16.05b 14.20¢
01’;8;11 148a 148a ; 7.61a 7.45b ; 8.37a 8.16b ; 36.59a 34.04b
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En el Cuadro 6 se muestra los resultados de probabilidad, grados de libertad y el

valor de F, para lo diferentes estados de desarrollo de cada una de las repeticiones

de acuerdo a la informacién obtenida en cada una de las diferentes repeticiones

Cuadro 6. Resultados del analisis de varianza en las repeticiones y estados de desarrollo de

E. varivestis
3 instar
Horas Ancho (mm) Largo (mm) Peso (mg)
Repeticion
F gl p F g p F gl p F gl p
04-04-11 8602.43 3 <.0001 20.93 3 0.0004 | 249.39 3 <.0001 | 2200.13 3 <.0001
13-04-11 106785 4 <.0001 68.26 4 <0001 278.25 4 <0001 | 113551 4 <.0001
10-05-11 2784.14 4 <.0001 | 12461 4 <.0001 266.90 4 <0001 | 2987.22 4 <.0001
4 instar
04-04-11 5.24 1 0.0840 | 839.00 1 <.0001 | 2242.31 1 <.0001 | 1254.45 1 <.0001
24-04-11 | 281394 4 <0001 | 17876 4 <091 | 14711 4 <o001 | 9319.28 4 <0001
10-05-11 158589 1 <0001 | 917.78 1 <.0001 | 395236 1 <.0001 | 133153 1 <.0001
01-06-11 0.78 2 0.5008 56.05 2 0.0001 | 426.60 2 <.0001 | 268.11 2 <.0001
Pupa
24-04-11 | 100247 1 <0001 | 8771 1 0.0007 | 1398 1 0.0201 | 207.02 1 0.0001
01-06-11 0.82 1 0.4169 48.66 1 0.0022 194.40 1 0.0002 | 115752 1 <,0001
Adulto
24-04-11 1323.06 1 <.0001 0.03 1 0.8671 712.87 1 <.0001 | 469.32 1 <.0001
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5.2.8 Registro de mortalidad y sobrevivencia

En el Cuadro 7 se observan los porcentajes de mortalidad de larvas de segundo y
tercer instar de E. varivestis, tomando lecturas a los tres, siete y catorce dias
después de la primera aplicacion de aceite de neem a las concentraciones de 0.1,
0.5, 1, 2, 5y 10 %, asi como los porcentajes de sobrevivencia en relacion al cambio

de muda vy a los adultos que lograron emerger.

Cuadro 7. Efectos del aceite de neem sobre el desarrollo de larvas de segundo y tercer instar
de E. varivestis, sobre plantas de frijol tratadas a distintas concentraciones a los tres,

siete y catorce dias.

Mortalidad (%) Sobrevivencia (%)
Tratamiento (%)
3DDA 7DDA 14DDA Pupas Adultos
Testigo 5b 17 d 25 b 875 a 825 a
0.1 6.25 b 28.75 d 61.25 ab 75 a 625 b
0.5 375 b 36.25 cd 88.75 a - -
1 6.67 b 63.33 bc 88.33 a - -
2 1125 b 71.25 ab 96.25 a - -
5 35 a 100 a - - -
10 40 a 100 a - - -
DMS 12.26 33.96 36.95 14.92 8.15

Valores con la misma letra dentro de factor en cada columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey, a
una p<0.05.

DMS= diferencia minima significativa

DDA= Dias después de la aplicacion.

En el Cuadro 7, la lectura de porcentaje de mortalidad a los 3DDA mostro diferencias
significativas con un a=0.05 (F=31.47; gl=6; p<0.0001), formando dos grupos, el
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grupo con los tratamientos al 5y 10 % en los cuales no hay diferencia entre ellos,
pero si entre el grupo testigo y los demas tratamientos inferiores en concentracion.
En el mismo cuadro se puede observar que la lectura de porcentaje de mortalidad a
los 7DDA mostro6 diferencias significativas con un a=0.05 (F=19.57; gl=6; p<0.0001),
a diferencia de los tratamientos al 5 y 10 % que no mostraron diferencias
significativas entre ellos, pero si hubo diferencia contra todos los demas tratamientos;
al igual que el tratamiento al 0.1 % y el testigo donde no hubo diferencia significativa
entre ellos pero si con los demas tratamientos. La lectura de porcentaje de
mortalidad a los 14 DDA mostro diferencias significativas con un a=0.05 (F=11.31;
gl=6; p<0.0001), donde todos los tratamientos tuvieron diferencias estadisticas en
comparacion al testigo, pero entre ellos no las hubo. Solo el tratamiento al 0.1 % v el
testigo llegaron al estado de pupa no mostrando diferencias significativas con un
a=0.05 (F=3.73; gl=1; p<0.0894), mientras que en el estado adulto si hubo
diferencias significativas con un a=0.05 (F=32; gl=1; p<0.0005).

Con los datos obtenidos del Cuadro 7 se realiz6 una grafica de porcentaje de
sobrevivencia utilizando el analisis de Kaplan Meier con el uso del programa
STATISTICA, (2004) manejando la concentracion al 0.1 %, 0.5 %, 1 % y 2 % debido
a que estos tratamientos fueron los que registraron la mayor sobrevivencia de todas
las concentraciones, realizando adicionalmente un comparativo entre larvas de

segundo y tercer instar.

El andlisis de supervivencia corresponde a una distribucién exponencial, donde se
muestra que existe una diferencia significativa entre el grupo de larvas del segundo
instar y el grupo de larvas de tercer instar, es decir, la concentracién que se efectud
en el insecto (Figura 13, 14, 15, 16). Como se puede observar en las Figuras 13, 14,
15 y 16, las larvas del segundo instar son mas susceptibles al efecto de los
metabolitos del neem que los tratamientos con larvas del tercer instar, estas ultimas

requirieron mas tiempo para ocasionar la mortalidad de la mayoria de los individuos
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aunado que si hubo el desarrollo al estado adulto por algunas larvas en la
concentracion al 0.1 % las cuales se eliminaron al final del experimento, las demés
concentraciones de las figuras 14, 15 y 16 registraron la mortalidad al 100 % en los

tiempos que se muestra en la curva de sobrevivencia.
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Figura 13. Sobrevivencia a concentracion de 0.1 % con larvas de segundo y tercer instar

En la Figura 13 se puede observar como a la concentracion mas baja al 0.1 % los
tratamientos que comenzaron con larvas de segundo instar solo alcanzaron el tercer
instar en comparacién con los tratamientos con larvas de tercer instar donde llevaron

a cabo todo su ciclo biolégico, solo el 20% alcanzaron el estado adulto.
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Figura 14. Sobrevivencia a concentracién de 0.5 % con larvas de segundo y tercer instar

En la Figura 14, a la concentracion del 0.5 %, los tratamientos que iniciaron con
larvas del segundo instar sélo registraron cambio al tercer instar después perecieron
a las horas que marca la figura, en el caso de tratamientos que iniciaron con larvas
de tercer instar también alcanzaron el cambio a cuarto instar, para después disminuir
el porcentaje de sobrevivencia y llegar a cero individuos. Se puede observar como la
aplicacién en larvas en segundo instar de la conchuela de frijol ocasiona mayor

mortalidad en menor tiempo.
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Figura 15. Sobrevivencia a concentracién de 1 % con larvas de segundo y tercer instar

En la Figura 15 la concentracion al 1 % en tratamientos que iniciaron con larvas de
segundo instar interrumpi6 el cambio hacia el siguiente instar, registrando el 100% de
mortalidad a las 200 horas, en comparacién con los tratamientos iniciados con larvas
de tercer instar los cuales si cambiaron a cuarto instar y requirieron el doble de

tiempo para alcanzar el 0 % de sobrevivencia.
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Figura 16. Sobrevivencia a concentracion de 2 % con larvas de segundo y tercer instar

En la Figura 16 a la concentracidon del 2 % se observa que los tratamientos iniciados
con larvas de segundo instar requirieron menor tiempo para el 0 % de sobrevivencia
y como el tratamiento con larvas iniciado en el tercer instar requiri6 mayor tiempo
para efectuar el mismo propésito, es decir a mayor edad de la larva presenta menor

susceptibilidad al efecto de neem a esta concentracion.

5.2.9 Comparativo de costos de aceite de neem como agente de control contra

un plaguicida quimico tradicional

Se calcularon los costos para la produccién de una hectarea de frijol con el uso de
aplicaciones de insecticida quimico (paration) en la conchuela de frijol con dos
aplicaciones por ciclo agricola, obteniendo un costo de produccion de $6730.00,

cabe aclarar que en esta estimacion de costos ya esta incluido el precio de la mano
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de obra en cada actividad (Rivas, com. pers., 2011). También se efectud el célculo

de produccion de una hectarea de frijol, utilizando el aceite de neem a la

concentracion del 0.5 % realizando dos aplicaciones para el control de E. varivestis,

obteniendo un costo de produccién de $6820.00 (Cuadro 8)

Cuadro 8. Costos de produccién de una hectarea de cultivo de frijol utilizando un plaguicida

guimico y un bioinsecticida (neem) para llevar el control de E. varivestis

Actividad Cantidad Precio (%) Importe ($)
Paration  Aceite de neem
Barbecho 1 800.00  800.00 800.00
Rastra 1 400.00 400.00 400.00
Siembra 1 400.00  400.00 400.00
1ra escarda 1 400.00  400.00 400.00
2da escarda 1 400.00  400.00 400.00
Cosecha 1 1000.00 1000.00 1000.00
Desgrane 1 1000.00 1000.00 1000.00
Fertilizantes 1 1000.00 1000.00 1000.00
Semilla 30Kg 16.00  480.00 480.00
Paration 2L 425.00 850.00 -
Aceite de neem 2L 470.00 - 940.00
TOTAL $6730.00 $6820.00

Se puede estimar una diferencia de costos de $90.00, la cual es muy pequefia en

comparacion a los beneficios ambientales que se obtienen en sustitucion de los

plaguicidas quimicos. Sin embargo si se considera el numero de aplicaciones que se

deben efectuar a lo largo del cultivo del frijol, se abaten costos econémicos y hay

menor repercusion de dafios ambientales e inocuidad alimentaria, a corto, mediano y

largo plazo. Por lo que se destaca no solo la importancia econdmica en la aplicacion
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de uno u otro producto, sino, en el abatimiento continuo de la plaga y de otros
organismos que causan dafio al cultivo (Cuadro 8).
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VI DISCUSION

6.1 Aceites de orégano mexicano de Durango y Chihuahua

6.1.1 Dosis letal media, limites fiduciales y pendiente

En el Cuadro 3 se observa que la DLsy del aceite de orégano de Chihuahua es mas
baja que la del estado de Durango. Con el aceite de Chihuahua se requiere menor
cantidad de producto para obtener el 50% de mortalidad de la poblacion de
conchuela, es decir, presenta mayor toxicidad.

En la Figura 1, se puede observar que aunque los limites fiduciales del aceite de
orégano de Chihuahua son mas angostos, lo cual significa mayor precisién en el
resultado obtenido con respecto al aceite de Durango. Este ultimo presenté mayor
valor de pendiente, es decir, una mayor sensibilidad de la respuesta de los individuos
tratados ante un cambio en la dosis empleada (Lagunes-Tejeda y Villanueva-
Jiménez, 1995).

De acuerdo con la prueba de Homogeneidad de los coeficientes de regresion, no se
encontré diferencia en la toxicidad de los aceites, a pesar de la diferencia en la
composicién de los tres principales compuestos activos en proporcién mayoritaria,
(Cuadro 4). Se postula que debido al mayor contenido de carvacrol habria mayor
mortalidad, autores como Regnault-Roger y Philogéne, (2004) mencionan una alta
toxicidad en plantas como el orégano y el tomillo, en donde sus principales
componentes son el carvacrol y timol que presentan efecto insecticida hacia

coledpteros, concluyendo que el efecto de las plantas aromaticas no se debe a un
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solo compuesto, sino a una serie de compuestos de metabolitos secundarios. Se
observa del aceite de Durango la proporcion de 242:1 respecto al de Chihuahua en
contenido de carvacrol, 1:21 para el timol y 1: 46 para el p-cimeno, mostrando una

gran diferencia en contenidos de los dos aceites (Cuadro 4).

Entre las muestras obtenidas del aceite de Durango y de Chihuahua existen ciertas
diferencias en relacion a factores climatico y edafologicos, en el primero la altitud
donde se realizé la colecta es a 1845 msnm y el de Chihuahua se encuentra una
altitud de 1488 msnm, la precipitacion media anual en el primero es de 500 mm,
mientras que en el segundo es de 394 mm, en el lugar de colecta del aceite de
Durango se encuentra en suelos Coluviales y Aluviales [Q (al)], con abundantes
afloramientos de roca y textura de franco-arenosa a arcillosa., el lugar de colecta del
aceite de Chihuahua se realiz6 en suelos Xerosol Luvico (XI), Xerosol célcico (XK),
Rendzina (E), clase textural media (2) y una fase quimica salina-sodica (sn). Ambos
sitios de muestreo tienen un clima seco semicalido BSOhw(w) y una vegetacion de
matorral xeréfilo (Flores, 2009; Cortés O. A. com. pers. 2011). Se pueden observar
notables diferencias entre los distintos lugares donde se realiz6 la colecta de plantas
de orégano mexicano, de donde se extrajo los aceites empleados en esta
investigacién. Se podria postular que debido a estas diferencias ambientales, la
cantidad de contenido de carvacrol, timol y p-cimeno, varien de acuerdo a su origen,
pero algunos autores sefialan que este tipo de variaciones de los compuestos
mencionados, no se deben a factores ambientales en los cuales se desarrolla la
planta, y mas bien corresponden a variacion genética, dentro de la misma especie
(Turgut y Silva, 2005; Silva V. R. com. pers. 2011).

Karpouhtsis et al., (1998) encontraron que la actividad insecticida de los aceites
esenciales de Origanum vulgare L., Coridothymus capitatus L. y Satureja thymbra L.
con contenido de carvacrol de 74.56, 81.46 y 3.12 %, y contenido de timol de 0.71,
1.46 y 34.72 % sobre Drosophila melanogaster mostro un fenébmeno de sinergismo.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan con los hallazgos
registrados por los autores anteriores, lo que se demuestra en la prueba de
homogeneidad de la pendiente, donde la actividad insecticida de los aceites

esenciales no es linealmente dependiente de estos componentes.

Ayvaz et al., (2010), sefialan que el aceite esencial de orégano (Origanum onites L.),
el cual contiene un contenido de carvacrol del 70.27 % y de timol de 9.34 % fue
altamente efectivo contra Plodia interpunctella Hubner y Ephestia kuehniella Zeller
con el 100% de mortalidad obtenida después de las 24 h a 9 y 25 pL L™ para estas
especies, respectivamente. EI mayor componente de esta especie botanica son los
monoterpenos, principalmente el timol y el carvacrol, se ha reportado actividad
biolégica de terpenoides de plantas incluyendo repelencia y deterrencia, reduccién
de la palatabilidad, inhibicion de crecimiento alterando la disponibilidad de proteina,
inhibicion de enzimas y toxicidad directa. Existen diversas familias botanicas como
Verbenacea y Lamiaceae, que son familias promisorias para el control de plagas a
través de métodos botanicos (Ayvaz et al. 2010), esto se demuestra con los
resultados obtenidos en la presente investigacion, donde hubo mortalidad a las 24

horas de la aplicacion del aceite de orégano mexicano.

Los compuestos monoterpénicos actian como neurotoxicos contra diferentes
especies de insectos. Se ha demostrado la inhibicion de la acetil colinesterasa
aislada de diferentes especies de insectos. Se sugiere que los aceites probados
pueden causar actividad insecticida via uno o mas modos de accion (Abd y Yasser,
2009). Este tipo de reaccion se manifestd a la media hora después de haberse
aplicado el tratamiento a las larvas de conchuela; a mayor concentracion habia
movimientos anormales asi como una necrosis inmediata a las concentraciones del 7
y 10 %.

66



Alejandro Leal Saenz CIIDIR-IPN Unidad Durango Maestria en Ciencias en Gestion Ambiental

A la fecha no se ha encontrado o no se tiene informacién disponible acerca de los
mecanismos de accidén de estas moléculas sobre los sistemas o tipos de células de
los insectos. Para el caso de los microorganismos, se ha documentado que en
pruebas con el aceite esencial del orégano (L. graveolens), indica que los diferentes
compuestos fendlicos del aceite esencial de orégano tienen capacidad
antimicrobiana trabajando en forma sinergista, es decir actian en conjunto, lo cual
explicaria su gran potencial de inhibicion. Aunado a que es muy posible que dichos
compuestos alteren los mecanismos de transporte de nutrientes a través de las
membranas celulares de los microorganismos, al enlazarse a componentes
especificos como lipoproteinas y glicoproteinas implicadas en el enlace y transporte
de nutrientes hacia el interior de las células (Diaz et al., 2000). Chavez et al., (2008)
en ensayos previos comprobaron el efecto antibacteriano del aceite esencial de
orégano (O. vulgare) contra Escherichia coli, en una concentracion del 75%.
Mencionan que estos componentes tienen la capacidad de destruir la estructura de la
membrana celular, causando el incremento de su permeabilidad y, por consiguiente

la salida de iones inorganicos, ATP, acidos nucléicos y aminoacidos.

Respecto a valores de DLsp, para otras especies de insectos y con especies
vegetales, en particular con oréganos en otras investigaciones Cetin et al., (2006)
encontraron que el aceite esencial de O. onites tuvo una DLsg de 0.29 % contra
larvas de tercer y cuarto instar de Thaumetopoea wilkinsoni Tams. (Lepidoptera:
Thaumetopoeidae) plaga forestal del pino (Pinus brutia Ten.) en Turquia. Estas
concentraciones son mas bajas que las encontradas en la presente investigacion
debido a que érdenes como Coleoptera requieren de mayor cantidad de ingrediente
activo para conseguir el mismo efecto, es decir depende de su ciclo biologico, del
estado de desarrollo de la plaga y del grosor de la quitina de su exoesqueleto. Por su
parte, Cetin y Yanikoglu (2006), encontraron actividad insecticida de dos aceites
esenciales aislados de dos especies de orégano (Origanum onites L. y Origanum
minutiflorum O.) los cuales fueron investigados contra larvas del tercer y cuarto instar
del mosquito Culex pipiens L. (Diptera: Culicidae) obteniendo valores de DLso y DLgo

de 24.8 y 61.3 ppm respectivamente, para O. onites; y de 73.8 y 118.9 ppm
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respectivamente, para O. minutiflorum. Los autores mencionan que esta actividad fue
atribuida al carvacrol, el mayor constituyente de los aceites de las dos especies

mencionadas previamente.

6.2 Aceite de neem

6.2.1 Fitotoxicidad en plantas de frijol

En la prueba de fitotoxicidad de la Figura 2, se observa que a concentraciones
menores al 5 % (Figura 2C) no ocasion6 ningun dafio a la planta, pero a medida que
aumentaba la concentracion del 10 % (Figura 2D) eran mas frecuentes pequefas
manchas necroticas en el haz de la hoja (Figura 2E y 2F). Autores como Gutiérrez-
Garcia et al.,, (2010), mencionan que un formulado de aceite de neem a
concentraciones mas bajas del 2 % no ocasion¢ fitotoxicidad en las plantas. Los
resultados de estos investigadores, coinciden con los resultados obtenidos en la
presente investigacion, donde al evaluar las concentraciones que se muestran en la
Figura 2, se encontr6 que conforme aumenta la concentracion al 5 %, el dafio hacia
la planta de frijol era mayor debido a fitotdxicidad y que a concentraciones menores
al 2 % no habia ningan tipo de dafio hacia la planta por fitotoxicidad.

6.2.2 Registro de parametros en diferentes repeticiones

Los resultados de esta investigacion coinciden en sefialar que en tratamientos con
extractos o emulsiones de neem en el desarrollo de insectos son menores en cuanto
a tamafio y peso que en los tratamientos testigo, la mortalidad como consecuencia

de inanicion, asi como dificultad para alcanzar el estado adulto (Musabyimana et al.,
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2001). Por otra parte, concuerdan con lo obtenido por Valladares et al., (2003),
quienes manejaron concentraciones de un extracto de hojas senescentes de Melia
azedarach L. (Meliaceae) sobre pruebas de elecciones en cinco especies de
lepidopteros y coledpteros, entre ellas Epilachna paenulata Germar, observaron que
la alimentacion de larvas disminuyé conforme incrementd la concentracion de

extracto de hojas senescentes (amarillas) de M. azederach.

Resultados similares se obtuvieron en la presente investigacion donde se mostré una
relacion negativa entre peso y concentracion, asi como también encontraron los
autores que ninguno de los individuos llego a la fase de pupa como ocurrié en esta
investigacion. Estos posibles efectos en el desarrollo, son atribuidos a la inhibicién de

la produccién de enzimas en el mesenteron.

Giraldo-Vanegas et al., (2006) evaluaron la efectividad de los extractos de hojas y
semillas de neem (A. indica) para reducir los niveles de las chicharritas de la cafia de
azucar Saccharosydne saccharivora Westwood, encontraron que extractos de hojas
y semillas de neem a concentraciones de 5 % p v’y 4 % p v* redujeron las
poblaciones de este insecto de 62.92 % a 10.28 % y de 63.75 % a 8.19 %
respectivamente, estos resultados se mostraron a los 44 dias después de aplicado el

primer tratamiento.

En los tratamientos establecidos en el presente estudio, concentraciones al 5y 10 %
para alcanzar el 100 % de mortalidad de las larvas, fue hasta los 5 6 6 dias. Para el
tratamiento al 2 %, se requirieron 12 dias para obtener el 100 % de mortalidad de las
larvas. Cabe destacar la importancia del efecto paulatino de los extracto de neem
sobre los insectos, ya que no es un efecto de derribo (Knock down) como ocurre en
los productos de origen sintético convencionales. Se atribuye que el efecto inmediato

de los extractos de semillas de neem se puede deber al alto contenido de
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azadiractina, la cual actia como repelente y fagodisuasivo (antialimentario), como lo

registran varios autores trabajando con otras especies de insectos.

En contraste con los resultados obtenidos por dos Santos et al.,, (2004), en la
concentracion al 2 %, mencionan que los extractos acuosos de neem (A. indica), no
redujeron el ciclo de vida de Aphis gossypii Glover con concentraciones de 23.8,
122.0, 410.0 y 1410.0 mg 100 mL™* de agua destilada, a excepcion de la
concentracion mas alta donde solo sobrevivieron al primer estado ninfal, en
concordancia con los resultados obtenidos en esta investigacion donde a
concentraciones del 5y 10% la mortalidad fue mas rapida y las conchuelas de frijol
solo sobrevivieron al primer estado larval. Estos autores también mencionan un
decremento en el nimero de mudas conforme aumenta la concentracion de extractos
acuosos de semillas de neem. Este efecto también se vio reflejado en todas las
repeticiones establecidas, debido al principio activo principal del neem, la
azadiractina, la cual causa una interrupcion en las concentraciones de ecdisona y la
hormona juvenil en la hemolinfa, afectando a la muda, metamorfosis y reproduccién
(dos Santos et al., 2004; Al-Fifi, 2009; Tirado, 2010).

La incapacidad de las larvas para alcanzar el estado de pupa en los tratamientos al
0.5, 1, 2,5y 10 % de todas las repeticiones evaluadas en este estudio, coincide con
los resultados obtenidos por Valladares et al., (2003), donde ninguno de los
individuos alimentados de E. paenulata con el extracto de hojas senescentes
(amarillas) de M. azederach, llegé a pupar manejando concentraciones de 2, 5y 10
%. En este trabajo se manejaron concentraciones inferiores al 2 % obteniendo los

mismos resultados, y con menor riesgo hacia un posible efecto de fitotdxicidad.

En larvas del cuarto instar de la cuarta repeticion del 10-05-11 a la concentracion del

0.1 %, se encontré un 47 % de mayor duracion del desarrollo en comparaciéon al
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testigo, estos resultados son similares a los encontrados por Metspalu et al. 2010
donde evaluaron una formulacion comercial de Neem EC® al 0.01% donde se
demostré una prolongacion significativa de 20% de mayor duracion en el desarrollo

de larvas de Mamestra brassicae L. en comparacion al testigo.

El peso de las pupas de la segunda repeticion del 24-04-11, el testigo tuvo 37 %
mayor peso en comparacion a la concentracioén del 0.1 %. Por su parte, Metspalu et
al., (2010), encontraron un 16 % de mayor peso del testigo en comparacion al
tratamiento al 0.01 %. Estos mismos autores sefialan que en estado larval y pupal se
reflejan los efectos antialimentarios y disuasivos que ejerce el neem, y céomo al
alimentarse la larva llega a afectar en estado de pupa, este efecto se explica por el
ingrediente activo primario del neem la azadiractina, la cual inhibe el comportamiento
de la alimentacién por resultado del bloqueo de receptores de entrada para
fagoestimulantes o por la estimulacién de células de receptores disuasivos, 0 ambos.
En éste trabajo de tesis las larvas no perecieron los primeros dias del experimento, la
mortalidad comenzo6 a los 4-5 dias, cuando comenzaron a mudar al cuarto estado de
desarrollo. Resultados similares se encontraron en este experimento en todas las
concentraciones, donde a partir del cuarto dia causé una mortalidad mayor en los
tratamientos. Estos autores sefialan que puede presentarse un alto nivel de hormona
juvenil, la cual persiste en el organismo, permitiendo el crecimiento pero inhibiendo la
metamorfosis. Sin embargo, es también posible un resultado de intoxicacion,
cambios histopatolégicos pueden ocurrir en la corpora cardiaca del insecto,
causando desordenes en la secrecion de hormonas (Metspalu et al., 2010).

Los efectos antialimentarios observados en conchuela del frijol, son altamente
correlacionados con la respuesta sensorial de quimiorreceptores en las partes
bucales de los insectos. La azadiractina estimula especificamente células disuasivas
en quimiorreceptores y también bloquea el encendido de células receptoras de

azucar, la cual normalmente estimula la alimentacién, estas acciones causan
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inanicion y muerte de estas especies por disuasion de la alimentacion (Mordue y
Nisbet, 2000), esto explica los efectos antialimentarios que se observaron en este
experimento. Los efectos en la fisiologia pueden ser vistos como reduccion de
crecimiento, incremento de mortalidades, mudas anormales y mudas retardadas
(Mordue y Nisbet, 2000; Tirado, 2010). Estos efectos estan relacionados a la
disrupcion del sistema endocrino que controla el crecimiento y la muda. Las mudas
afectadas son exactamente una disrupcion en la sintesis y la liberacion de
ecdisteroides (hormona de la muda) y otras clases de hormonas (Mordue y Nisbet,
2000; Al-Fifi, 2009; Musabyimana et al., 2001).

Con las aplicaciones de aceite de neem se tienen las ventajas ecoldgicas y eficientes
en comparacion con los insecticidas convencionales disminuyendo los posibles
casos de resistencia de los insectos debido a la mezcla de compuestos que actian
(Mordue y Nisbet, 2000; Huerta et al., 2008; Martinez-Vento et al. 2010). Autores
como Raudonis et al., (2010) han evaluado biopesticidas naturales de neem para dos
especies de insectos depredadores (Chrysopa perla L., Cocinnella septempunctata
L.) y la arafia depredadora (Amblyseius andersoni Chant), en una huerta de arboles
de manzana, obteniendo resultados ligeramente toxicos, los cuales son permitidos
para el uso en cultivos organicos aplicados para el control de afidos. Condor-Golec
(2007) menciona que el neem genera impactos minimos en parasitoides, si es
aplicado en dosis bajas en campo. La aplicacién oportuna (estado del hospedero)
juega un importante papel en no afectar a los parasitoides. Por lo que los insecticidas
biolégicos son mas seguros que los sintéticos, a los organismos benéficos y al
ambiente, por lo que la aplicacibn de materiales de neem contribuira a la

preservacion de la biodiversidad (Musabyimana et al., 2001).

El neem puede causar un retardo en el desarrollo de los insectos, sin embargo, su
potencial como insecticida es afectado por la cantidad y la frecuencia de aplicacion,

duracion del estado de vida del insecto, su biologia, comportamiento, asi como el tipo
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de exposicion (dos Santos et al.,, 2004), potencial reproductivo de los insectos,
inhibidor de la ovoposicion, actividad antialimentaria, reguladora del crecimiento,

esterilizante (Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez, 1995).

6.2.3 Porcentajes de mortalidad y sobrevivencia

La mortalidad registrada de acuerdo a la concentracion y el transcurso del tiempo
manifestada en todas las repeticiones, es también similar a la encontrada por otros
autores, donde la mortalidad aumenté con el tiempo y con la cantidad de
azadiractina, en O&rdenes como Coleoptera, Diptera, Hemiptera y en &caros
(Musabyimana et al., 2001; Ahmed et al., 2004; Huerta et al., 2008; Esparza-Diaz,
2010; Tirado, 2010; Pinto et al., 2006). En otras investigaciones como la de Chirinos
et al., (2007) donde compararon tratamientos quimicos y de azadiractina,
encontraron que el mejor tratamiento fue el producto quimico imidacloprid (0.06% p/v
l.a.) seguido del tratamiento de azadiractina (0.45% p/v i.a.), sobre el insecto de la
escama suave Capulinia sp. en plantas de guayabo, esto debido a que se
establecieron observaciones hasta las 72 horas; consideran que son buenos
resultados, pero es necesario ampliar el periodo de observacion de estos productos,
para poder establecer un criterio adecuado de los efectos que produce el neem. De
acuerdo al trabajo realizado en la presente investigacion, donde se observé que en el
transcurso del tiempo se podian observar efectos en el desarrollo del insecto a los 7
o 14 dias de haber transcurrido el inicio de tratamientos, es decir, para lograr efecto
letal de neem, requiere mayor numero de dias. Las larvas de conchuela del frijol en
el presente estudio que permanecian en los tratamientos, murieron durante el

periodo de observacion por inanicion (Figuras 13, 14, 15y 16).

En el Cuadro 7 se muestra como la mortalidad aumenté en el transcurso de los dias,
solo las concentraciones mas altas, al 5 y 10 %, mostraron diferencias significativas
en contraste con el testigo y los demas tratamientos. La mortalidad a los 7 dias

después de la aplicacion fue al 100 % en los dos tratamientos mas altos y de un 28 a
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71 % en los demas tratamientos, se observan diferencias significativa en la mayoria
de los tratamientos y mostrando un aumento en la mortalidad de todos los
tratamientos. A los 14 dias, los tratamientos del 0.5, 1 y 2 % mostraron mortalidades
por encima del 88%, mientras que el tratamiento al 0.1 % registré una mortalidad
arriba del 60%.

Se puede observar el efecto paulatino del aceite de neem en las diferentes
concentraciones manejadas en este estudio y el aumento de la mortalidad en el
transcurso de los dias. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Huerta et
al., (2008) donde manejando concentraciones de 0.32 %, 0.75 % y 1.07 % de
extractos de frutos de M. azedarach utilizando agua como solvente sobre la dieta de
Drosophila melanogaster (Meigen), obteniendo con extracto de frutos de M.
azedarach a los 2 dias después de la aplicacion un porcentaje de mortalidad de 12%
en la concentracion al 1.07 % mientras que el tratamiento al 0.32 y 0.75 % no
registraron mortalidad en esta primera lectura. El registro a los 7 dias de extracto de
frutos mostré un 20 % de mortalidad para la concentracion al 0.32 % y al 1.07 %,
mientras que para la concentracion al 0.75 % solo registro un 8 % de mortalidad. El
registro a los 14 dias de extracto de frutos mostro un 20 % de mortalidad para la
concentracion al 0.32 %, 32 % de mortalidad para la concentracién al 75 % y una
mortalidad del 40 % para la concentracion del 1.07 %. Estos resultados son
semejantes a los obtenidos en esta investigacion, de acuerdo al transcurso del
tiempo y al aumento de la concentracion se obtiene mayor mortalidad de los insectos

con concentraciones menores al 2 %.

Los resultados de mortalidad obtenidos en esta investigacion a la concentracion 10
% coinciden con los obtenidos por Hernandez-Castro et al., (2005), que a esta misma
concentracion con extractos acuosos de semillas de neem obtuvieron una mortalidad
del 37 % a las 24 horas de registro sobre Aphis nerii Boyer de Fonscolombe. Pinto et

al., (2006), a concentraciones de 13.3 % y 6.66 % de aceites esenciales de neem
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obtuvieron un 5y 6.2 % de mortalidad a las 72 horas después de su aplicacion sobre
el Coledptero Sitophilus zeamais Motschulsky, a estas altas concentraciones
obtuvieron porcentajes de mortalidad bajos; en el presente estudio se obtuvieron

mortalidades mas altas con concentraciones mas bajas, para ese numero de dias.

Ahmed et al., (2009) evaluaron el aceite de neem a concentraciones de 0.25, 0.5y 1
% sobre Tribolium castaneum Westwood. a las 48 horas, obteniendo porcentajes de
mortalidad de 41.78 %, 45 % y 56.33 %, respectivamente. Resultados similares se
obtuvieron en la presente investigacion, donde al aumentar la concentracion aumenta
la mortalidad, el porcentaje de esta uUltima depende en gran medida de la biologia,

estado del desarrollo del insecto, de ahi el porqué del desarrollo de este estudio.

Resultados similares a los 14 dias después de la aplicacion los obtuvieron
Musabyimana et al., (2001), donde al evaluar el aceite de neem emulsificado a
concentraciones de 1, 25 y 5 % en el coledptero Cosmopolites sordidus Germar
encontraron porcentajes de mortalidad del 43, 57 y 50, respectivamente. En la
presente investigacion los porcentajes de mortalidad fueron mas altos a los 14 dias,
para el caso del tratamiento al 5 % la mortalidad total ocurrié a los 7 dias, mientras
que a la concentracion de 1y 2 % la mortalidad fluctué por arriba del 88%. Estas
diferencias en la toxicidad se deben a la susceptibilidad del sistema de los insectos
aun siendo del mismo orden, los mecanismo de destoxificacion difieren entre familias

y especies.

Solo se tienen porcentajes de sobrevivencia para el tratamiento al 0.1 % y el testigo
los cuales llegaron al estado de pupa y adulto, en el estado de pupa no se observo
diferencia significativa entre el testigo y el tratamiento, fue en el estado de adulto
donde se registr0 una mayor viabilidad por parte del testigo que el tratamiento al

0.1%, en este ultimo dato se puede observar que aun causando la menor mortalidad
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a los primeros 14 dias después de la aplicacion de neem el tratamiento al 0.1%, el
registro del niumero de emergencia de adulto fue menor que el testigo mostrando
efectos en el desarrollo del insecto. Ahmed et al., (2009) a la concentracion de 1% de
aceite de neem sobre Tribolium castaneum encontré un porcentaje de sobrevivencia
pupal de un 28.45% mientras que en el testigo se registrd una sobrevivencia de
62.33%, lo cual fue significativamente diferente. En contraste, en la presente
investigacion no se encontr6 diferencias significativas en la sobrevivencia de pupas
de E. varivestis. Resultados obtenidos por Musabyimana et al., 2001 coinciden con
los de esta investigacion en adultos, donde manejando aceite de neem a
concentraciones mayores del 1% no obtuvieron adultos del Coledptero Cosmopolites
sordidus Germar. Por lo que concentraciones al 0.1% no seria muy viable realizar su
aplicacién en campo, ya que es muy poco el efecto letal que se esta obteniendo y
esta permitiendo el desarrollo al estado adulto como lo muestran los datos obtenidos
donde si hay diferencia significativa entre el testigo y el tratamiento. En los adultos
del tratamiento al 0.1% se observaron deformaciones en los élitros de algunas larvas
asi como movimientos anormales, esto debido a la azadiractina. Autores como
Kondandaram et al., (2008), encontraron en aplicaciones del producto comercial
Econeem®, a concentraciones al 1 % disturbios fisiolégicos, prolongacion del estado
ninfal, metamorfosis incompleta, ninfas y adultos deformes de la chinche Dysdercus
koenigii Fab. Estos autores mencionan que esto se debe a disturbios en las
funciones normales de la hormona juvenil en los insectos tratados (Kondandaram et
al., 2008). Pandey y Tiwari (2011), observaron en aplicaciones de productos de neem
comercial (Neemark®, Multineem® y Neemmazal®) en la chinche Dysdercus
cingulatus Fab. malformaciones en varios grados de las alas de los adultos en
concentraciones menores al 2.5 %. Autores como Huerta et al., (2008) y Vifiuela et
al., (1998) también observaron la emergencia de adultos con malformaciones

significativas.

En las graficas de sobrevivencia se aprecia como larvas de segundo instar son mas

susceptibles al efecto del neem que larvas de tercer instar en las concentraciones al
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0.1, 05, 1y 2 %. Y como a medida que va aumentando la concentracion el

porcentaje de sobrevivencia se va reduciendo en tiempo.

6.2.4 Comparativo de costos de aceite de neem como agente de control contra

un plaguicida quimico tradicional

La diferencia obtenida en los costos de produccion de una hectarea de frijol mediante
el uso tradicional de un plaguicida quimico en contraste con el uso de aceite de neem
a la concentracion de 0.5 %, mostré una diferencia de tan solo $ 90.00, la cual es
muy baja en pro de todos los beneficios que se perciben al hacer uso de un
plaguicida de origen natural. Se reportan pérdidas de hasta un 70% de la produccién
si no se efectta un control sobre E. varivestis (Espafia, 2000), generando una
pérdida de hasta $10,500.00 por hectarea (Rivas A. S., com. pers. 2011). La
concentracion al 0.5% que se establecidé para obtener los costos con aplicacion de
aceite de neem fue debido a que en esta concentracién se obtuvo un porcentaje de
mortalidad arriba del 88%, a los 14 dias después de haber aplicado el producto a la
planta de frijol (Cuadro 8). La aplicacion de productos a base de moléculas
sintetizadas de forma natural brinda la seguridad de no generar resistencia por los
insectos, ya que son un conjunto de metabolitos los que actian de forma sinergista
para generar esos efectos en el desarrollo de los insectos, no generando problemas
ambientales por la persistencia de las moléculas, ya que éstas son fotosensibles y

termodegradables en el ambiente.

No se efectud el célculo de costos para el aceite de orégano mexicano debido a que
se realizd aplicacién topica al insecto, es decir, pruebas de susceptibilidad, los
resultados obtenidos en este tipo de pruebas de laboratorio son las bases para

realizar las pruebas de efectividad o pruebas de campo, para conocer si un
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insecticida o conjunto de insecticidas sirven para eliminar una plaga en un cultivo de

cierta region (Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez, 1995).

6.3 El empleo de sustancias de origen natural para el control de plagas

agricolas dentro del marco de la Gestibn Ambiental

El papel del gestor ambiental, es de realizar el papel de mediador entre los
productores, técnicos y apoyos diversos para el mejor control de las plagas,
incluyendo los aspectos social, econdmico, técnico-cientifico, que reditien en la
mejora del nivel de vida de los habitantes de las areas agricolas afectadas. Mediante
la busqueda de alternativas, estrategias, técnicas y transferencias tecnolégicas que
generen el desarrollo sustentable agricola, a corto, mediano y largo plazo,
considerando el uso de técnicas y estrategias inocuas al ambiente. Por lo cual se

propone el siguiente esquema:

PLAGA
AGRICOLA
Y
Dependencias MIP Talleres
para obtener informativos
recursos
Analisis de
impactos
Recursos
Federales y
Estatales
|
ONG's

Figura. 17 Esquema de control de plagas agricolas en el marco de Gestién ambiental
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Un buen manejo es a través del manejo integrado de plagas (MIP), el cual tiene
como objetivo llevar a cabo el control de la plaga haciendo uso de todos los métodos,
estrategias y técnicas posibles, incluyendo el control quimico. Entre los métodos que
maneja el MIP podemos citar: 1.- Cultural. Consiste en la manipulacion del medio
donde se tiene un cultivo determinado con el fin de hacerlo menos atractivo para la
plaga. 2.- Variedades de plantas resistentes. Consiste en plantas no modificadas
transgénicamente las cuales pueden soportar mejor el ataque de los insectos o
enfermedades sin dejar de dar buenos rendimientos. 3.- Los métodos fisicos. Se
basan en el uso de barreras fisicas 0 mecénicas como el uso de aparatos o técnicas
que evitan que el insecto llegue a la planta o arbol. 4.- El control legal el cual incluye
reglamentos que imponen la inspeccién y certificacion de ciertos productos, como las
semillas, para asegurar que estén libres de plagas y enfermedades. 5.- El control
competitivo. Que consiste en desalojar de una zona a una especie por medio de otra
que sea un homologo ecolégico. 6.- El control quimico. Con el uso minimo de
productos sintéticos de manera oportuna de acuerdo al ciclo de la plaga. 7.- El
control biolégico. Que caracteriza fundamentalmente su base funcional y ecolégica
con enemigos naturales de la plaga (nativos o introducidos), la cual intenta lograr una
regulacion permanente de poblaciones. 8.- Control alternativo. Tiene como sustento
el uso de productos de origen natural en la etapa mas susceptible de la plaga, en

armonia con el control biologico y los depredadores naturales.

En este ultimo apartado del MIP, se explica porque se realizd el presente trabajo de
investigacion, el cual requiere un cambio de paradigma en los agricultores, sobre la
forma de llevar el desarrollo de sus cultivos. Cambiar la idea de que la muerte
instantanea o Know-down de la plaga, es la Unica alternativa para la solucién del
problema. Hay que entablar las bases para crear éste nuevo paradigma, donde se le
haga comprender al productor la importancia del desarrollo de los insecticidas con
moléculas naturales, los diferentes efectos que estas moléculas tienen en el control
paulatino de las plagas. ElI mostrarle al productor, mediante la practica propia de

aplicacion de los productos sugeridos en ésta tesis, asi como del buen manejo del
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equipo, de los tiempos y periodos de aplicacion, que al estar la plaga presente
después de la aplicacion, no es indicio de que no se haya establecido un control; por
el contrario, puede estar la plaga fisicamente presente en la planta, pero sin
presentar alimentacion o haciéndolo en muy poca cantidad, lo cual no genera ningan

costo de acuerdo al umbral econémico.

Establecer las fechas de aplicacion de productos naturales de acuerdo a la etapa
mas susceptible de la larva y de la etapa de mayor dafio por su voracidad. Con
ayuda de este tipo de investigaciones se puede inferir: la etapa en la cual la plaga es
mas susceptible a la aplicacidén de los ingredientes activos en el aceite o extracto que
se esté manejando, asi como las dosis que optimizan la inversién en los productos,
para obtener el mejor control de la plaga problema (Matthews, 1992; Badii et al.,
2000).

Ecolégicamente las redes tréficas son beneficiadas en la aplicacion y desarrollo de
este tipo de productos, ya que son compatibles con el control natural de los
depredadores y parasitoides de muchas plagas en las que se establezca el control.
De esta forma, al disminuir el uso de moléculas sintéticas en el medio ambiente, no
se genera en las plagas la problematica de resistencia de las plagas a los
insecticidas y surgimiento de posibles plagas secundarias, que se ha venido
manejando desde inicios de la revolucién verde en los afios 70°'s, ya que son un
conjunto de compuestos en los extractos o0 aceites naturales los cuales interactian
para generar ese efecto neurotoxico, antialimentario, desarrollo del instar, inhibicién
de la oviposicion o malformaciones en estados larvales o adultos, los cuales generan
seguridad debido a que es dificil el desarrollo de resistencias por parte de las plagas

(Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez, 1995).
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Resumiendo, la importancia que como gestor ambiental tiene el presente trabajo
radica en la aplicacion oportuna de compuestos naturales, aplicados en bajas
concentraciones, que sean factibles de reducir a la mayoria de los insectos que se
comportan como plaga, que para este caso es E. varivestis . Con ello, se contribuye
a la mejora de la produccion agricola, a costos econdmicos equivalentes a la
aplicacion de productos quimicos sintéticos, pero con consecuencias a largo plazo
de: el establecimiento de enemigos naturales de la plaga, la reduccion paulatina de la
plaga, asi como la seguridad de que el alimento que se consume no lleva toxicos, ni
para el hombre, ni para los animales que se alimentan del rastrojo del frijol,
disminuiria el problema de resistencia por parte de las plagas agricolas lo cual

traducido a términos del productor es menor aplicacion de productos.

La inclusién de estas técnicas propuestas es un reto para el gestor ambiental, ya que
conlleva la convivencia directa con los productores, el uso de sus parcelas
demostrativas con ésta propuesta innovadora para hacer comprender la importancia
de conservar el entorno para el desarrollo de los depredadores y parasitoides

nativos, que en armonia con estos productos naturales genera un mayor control.
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VII. CONCLUSIONES

Se obtuvieron valores de DLsp, con aceite de Durango se obtuvo una DLsp de 38.5 ug
uL? y con el de Chihuahua una DLso de 26.15 pg pL™. Los cuales se sugieren como
valores iniciales de susceptibilidad de las larvas de conchuela de frijol a los aceites

de orégano mexicano de acuerdo a su origen.

No se encontro diferencia en la toxicidad de los aceites esenciales de orégano
mexicano (L. graveolens) procedente de los estados de Durango y Chihuahua, en

larvas de E. varivestis.

No se encontro diferencia significativa entre los aceites de Durango y Chihuahua con
la prueba de Homogeneidad de los coeficientes de regresion, registrando el aceite de
Chihuahua un contenido de carvacrol 1:242 en comparacion con el de Durango. La
actividad insecticida de los aceites esenciales no es linealmente dependiente del

carvacrol.

Con el aceite de neem no se obtuvieron resultados de DLs y CLso debido a que a las
24 horas no se registr6 mortalidad, por lo que se procedio a realizar aplicaciones en
la alimentacién de la larva para establecer el registro en todo su ciclo de vida y
observar los posibles dafios.

Concentraciones menores al 5 % no causan dafios fitotoxicos en plantas de frijol,
concentraciones superiores causaron necrosis en el haz de las hojas aumentando el

dafio conforme se elevaba la concentracion.
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En las cinco repeticiones realizadas con concentraciones 0.1, 0.5, 1, 2, 5y 10 %, los
tratamientos fueron inferiores en los pardmetros (ancho, largo y peso), de las larvas

en comparacion al testigo.

Larvas de segundo instar son mas sensibles a la aplicacion del aceite de neem a
todas las concentraciones establecidas en este estudio. Conforme aumenta el tiempo

de la edad de la larva, son mas resistentes a los efectos de la azadiractina.

Concentraciones al 0.1 % requirieron mayor tiempo para el cambio de cuarto instar a

pupa y de pupa a adulto en comparacion al testigo.

Concentraciones al 0.5 y 1 % registraron mortalidades superiores al 88% a los 14

dias después de la aplicacion.

Concentraciones al 5y 10 % registraron mortalidad del 100% a los 7 dias después
de la aplicacion, la concentraciéon al 2 % alcanzé el 96.25% de mortalidad a los 14

dias después de la aplicacion.

La concentracion al 0.1 % llegé a pupar, pero los adultos emergidos presentaron

deformaciones en los élitros, acompafiados con movimientos anormales.

Las diferencia en costos de produccion de una hectarea de frijol utilizando un
plaguicida quimico (paration) contra el costo del aceite de neem al 0.5 %, mostro una
diferencia de $90.00 a favor del plaguicida quimico, por lo que es viable la aplicacion

de insecticidas naturales para el control de E. varivestis.
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VIIl. RECOMENDACIONES

Establecer mayor nimero de tiempo de observacién en aplicaciones de aceite de
orégano, como se efectué en el trabajo de aceite de neem, para poder observar
posibles efectos subletales o mayores mortalidades en el transcurso de los dias.

Realizar repeticiones con aceite de neem a concentraciones menores al 0.1 %, para

observar efectos sobre la fecundidad de E. varivestis.

Al establecer la siembra del cultivo de frijol en el mes de julio, los primeros adultos
invernantes llegarian durante los diez primeros dias del periodo de lluvia de acuerdo
a informacién manejada por otros autores. Por lo que, de acuerdo a la informacién
obtenida sobre el ciclo de vida de la conchuela del frijol, la primera aplicacion del
aceite de neem se realizaria a los 24 dias después de haber encontrado a los
primeros adultos invernantes, debido a que duran dos semanas en alimentarse y
copular, después de este tiempo habria larvas de segundo instar, para después
realizar una segunda aplicacion a los 7 dias cuando la mayoria de las larvas se
encuentra en tercer instar. Las aplicaciones se efectuarian en la mafiana, tomando
las recomendaciones de los productos quimicos en relacién a las condiciones
ambientales que deben predominar para realizar una adecuada aplicacién. Asi como
el empleo de aspersores especiales, las cuales bafien completamente el envés de la
hoja, debido a que es en esta zona donde se encuentran ubicadas las larvas de E.

varivestis.
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X. ANEXOS
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Anexo 1. Cromatograma del aceite esencial del Mezquital, Durango (Colecta 2010)
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