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Eficacia de extractos insecticidas de frutos délelia azedarach |. en vaquita del olmo
[Xanthogaleruca (= Pyrrhalta) luteola Mll (Coleoptera: Chrysomelidae)]

RESUMEN

Xanthogaleruca luteoldMiller (Coleoptera: Chrysomelidae) es un inseasfaliador de
especies del génekdimussp., que actualmente se encuentra en diversamesgie Chile,
especialmente en la zona centro. Dafa fuertemebtded presentes principalmente en el
arbolado urbano de parques, calles y jardines.

Para determinar la eficacia insecticida de extsaatmosos y etandlicos del fruto inmaduro
de Melia azedarachL. (Meliaceae) sobre adultos de este insecto,les@arbn a cabo
bioensayos en laboratorio. Se probaron distintasxcardraciones de los extractos con
diversos solventes y se determiné su efectividedngentracion letal para matar al 50% de
los insectos (Cdg). Adicionalmente, se evalué la actividad antigimaria de los extractos,
se establecieron diferencias fenotipicas de seXwmlynente se determino la razon sexual
de la muestra.

Los resultados indicaron que los extractos de $rdeM. azedarachHueron efectivos como
agentes insecticidas contra adultos Xe luteolg registrandose mayor mortalidad a
concentraciones mas elevadas, y un mejor desengecids extractos etandlicos respecto a
los acuosos, obteniéndose fgde 0,94 y 6,55% pl/v, respectivamente. Se corrolteord
accion antialimentaria de los extractos del frutmaduro deM. azedarach Ademas se
ratificaron las diferencias sexuales fenotipicasppestas mediante el andlisis de la
genitalia. Por Gltimo se determind una razon sedaadl:1.

Se recomienda continuar con el estudio de las @dagies insecticidas tanto dé.
azedarachcomo de otras especies botanicas con el fin d®eaextractos mas inocuos
para el medio ambient&simismo seria conveniente seguir estudiando ®lpostamiento
de X. luteolaen el arbolado urbano del pais a fin de deternmreatidas eficaces de control
para esta plaga.

PALABRAS CLAVES: Melia azedarachXanthogaleruca luteolainsecticida botanico,
actividad antialimentaria, manejo integrado de aéag



Effectiveness of insecticides extracts from fruitef Mdia azedarach I. in elm leaf
beetle [Xanthogaleruca (= Pyrrhalta) luteola Mull (Coleoptera: Chrysomelidae)]

ABSTRACT

Xanthogaleruca luteoluller (Coleoptera: Chrysomelidae) idJémus species defoliator
insect, that currently is present in several regioh Chile, especially in the central area.
This insect causes strong damage in trees presentynm the woodland of parks, tree-line
of streets and gardens.

In order to determine the insecticide effectivenaflsaqueous and ethanolics extracts from
immature fruit ofMelia azedarach.. (Meliaceae) on adults of this type of inseabdssays

in laboratory were carried out. Different concetitnas of the extracts with a diverse range
of solvents were trialed and its effectiveness katldal concentration to kill 50% of the
insects (Ckg) were determined. Additionally, the antifeedantiaty of the extracts was
evaluated, the phenotypes differences of sexes egablished and finally the sexual ratio
of the sample was determined.

The results indicated that the extracts from frwfsM. azedarachwere effective as
insecticide agents against adults Xf luteolg reporting a greater mortality to higher
concentrations, and a better performance of thanellts extracts with respect to the
agueous ones, obtaining §lof 0.94 and 6.55%, respectively. The antifeedatiba of the
extracts of the immature fruit & azedarachwas corroborated. In addition, the sexual
phenotypical differences suggested were ratifiedyépital analysis and a sexual ratio of
1:1 was determined.

It is recommended to continue with the study ofitieecticide properties &fl. azedarach
as well as the other botanical species with theogee of making environmentally less
injurious extracts. Also it would be convenientdontinue studying the behavior &f
luteola in the urban woodland of the country in order tetedmine effective control
measures against this pest.

KEY WORDS: Melia azedarach, Xanthogaleruca Iuteplebotanical insecticide,
antifeedant activity, integrated pest management.



1. INTRODUCCION

El manejo del arbolado de parques y jardines padificultades al momento de decidir
qué método de control fitosanitario aplicar debadlonayor resguardo a la salud humana y
animal en lugares masivamente concurridos.

Los olmos Ulmussp.), originarios de Europa, Asia y Ameérica, soliivados en el pais,
principalmente como arboles ornamentales en pangaesnidas en la zona centro y centro
sur (Fuet al, 2003; Loewe y Gonzélez, 2005).

El arbolado urbano compuesto por olmos de diversasinas de la Region Metropolitana
y otras regiones, esta siendo invadido por un tosgesfoliador, conocido como la vaquita
del olmo, Xanthogaleruca=Pyrrhalta) luteolaMull (Coleoptera: Chrysomelidae) (Figura
1.A) (Jackson y Jackson, 2008).

Este insecto de origen europeo es eminentement®fagm vive sobre toda clase de
olmos, cualquiera sea su edad, pero demostrandergmeia por las especies europeas
(Romanyk y Cadahia, 2002).

X. luteola es considerado el méas grande desfoliador de plants y de ejemplares
ornamentales de olmos en Europa; ademas de traresk® en la plaga forestal urbana méas
importante en diversos paises, tales como: Estddaos, Argentina, Canada y Australia
(Wuet al, 1991, Valladarest al, 1997; Lefoe, 2002; Lawson y Dahlsten, 2003).

Con respecto a la distribucion Heluteolaen Chile, Askevold (1991) indico que el primer
registro data de abril de 1982 de un ejemplar prevee de Ritoque (Region de
Valparaiso). Por su parte, Parra (2009) indico éjuasecto fue observado hace 6 afios en
la plaza de la ciudad de Los Andes, desde dondeéwaTil-Til, Lampa, Buin y Chillan.
SAG (2005) la report6 en las regiones Metropolit@aliggins y del Bio-Bio.

El dafio de este insecto se inicia con las primisss de los estadios larvales, las que
consumen las hojas a partir de la epidermis infepiar el envés, dejando intacta la
epidermis superior, provocando la esqueletonizadéta superficie foliar, lesion que se
agrava al considerar que. luteola contempla tres estadios larvarios en su ciclo de
desarrollo. Posteriormente, al emerger los inseathdtos desde las pupas, comienza un
segundo periodo de destruccion foliar al alimeptaed tejido meristematico, atravesando
ambas epidermis (superior e inferior) ocasionarsidaaperforacion circular de la hoja. Es
frecuente encontrar ambos tipos de ataque simaltdeete, o que indica un posible
traslape entre las generaciones (Figura 1.B)(Rokgr@adahia, 2002; Jackson y Jackson,
2008). Dependiendo del nivel del ataque el resaltadede variar desde la defoliacion
parcial o total del dosel (Figura 1.C), con lo csalreduce el valor estético del arbol y
ocasiona la caida anual de las hojas, hasta ditdetiénto general de éste, volviéndose
mas susceptible al ataque de otras plagas comcedoslitidos, transmisores de la
enfermedad holandesa del olmo (De Lifian, 1998).
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Figura 1. Adulto d€. luteola(A); Dafio foliar (B); Olmo atacado (C)

El nivel de dafio se encuentra estrictamente reladim con el nimero de generaciones que
este escarabajo puede llegar a tener por afio.diomes donde las condiciones climaticas
son favorables, el insecto puede completar hast&generaciones en un afo, tal como
ocurre en Espafia (Romanyk y Cadahia, 2002) y eargto-sur de California (Dreistaet

al., 2004). En el pais aun no existen antecedentes sbhumero de generaciones que este
insecto puede tener.

Con respecto a los métodos de controKduteolg generalmente se realiza en el contexto
del manejo integrado de plagas, empleando difesaéatmicas (1) uso de bandas de corteza
impregnadas de insecticida, destinadas a elimifeatava cuando se encuentra en el tercer
estadio y se desplaza por el tronco hacia el sk pupar; y (2) empleo de controladores
biolégicos como el diptergrynniopsis antennatRondani (Tachinidae), el cual emerge de
las larvas maduras, o de pequefas avigpasiyzus brevistigm&ahan (Eulophidae),
parasitoide de larvas maduras y pupaoynyzus gallerucaéonscolombe (Eulophidae),
parasitoide de huevos. También se ha probadolizacton deBacillus thuringiensisvar.
tenebrioniscomo parte del control biolégico (Weber y Holmafy6; Clairet al, 1987,
Costelloet al, 1990; Dreistadt y Dahlsten, 1990; Dahls&tral, 1994; Dmytrasz, 1998;
Thurston, 1998; Dahlsten y Lystrup, 1999; Putti&ajley, 2003).

Ademas, se emplean diversos insecticidas sistérdie@plicacion foliar, generalmente de
amplio espectro, que no son recomendables porféasos negativos sobre los enemigos
naturales y por los impactos medioambientales srp#isajes urbanos (Maistrekd al,
2005).

Actualmente existe una linea de investigacion sebrestudio de especies botanicas con
propiedades insecticidas como una alternativa teigo a los diversos problemas que se
derivan principalmente del uso de insecticidas dgen sintético. En este contexto,



Azadarichta indicd.. (Meliaceae), conocida como “neem”, es una deekpecies vegetales
mas estudiadas y a partir de la cual se han derilamdnayor cantidad de extractos con
propiedades insecticidas probados en mas de 4@Qiesple insectos (Charleston, 2004).

No obstante, existe otra especie de interés pertre a la misma familia Meliaceae,
Melia azedarach.., que ha sido objeto de diversos estudios parbgp un sinnimero de
propiedades provenientes de distintas partes de &$bl, entre las que destacan la
actividad insecticida, antiviral, fungicida, antidativa, bactericida y antiparasitica (Alché
et al, 2003; Carpinell&t al, 2003a,b ; Padroet al, 2003; Szewczukt al, 2003; Ahmed

et al, 2008; Gendet al, 2008 y Huertzt al, 2008).

M. azedaraches nativa de Persia, India y China; este arboudéaio es natural en
diversos continentes incluyendo Africa, Australidmérica. Puede alcanzar 10 a 15 m de
altura, de hoja caduca grecimiento muy rapido. Presenta un tronco recilindeico,
aunque a veces torcido. La corteza es gris osclea samas nuevas es lisa y lustrosa
(Valdés, 2000).

Sus flores son pequefias, fragantes, con cincoogétalor lila. Se disponen en paniculas
ligeramente penduladas con los estambres reunitasidubo central de color purpura
oscuro (Langeland y Burks, 1998; Valdés, 2000)

Sus frutos corresponden a drupas esféricas vendes estado inmaduro, las que se tornan
amarillas a ocres al madurar. Poseen un tamafixia@do de 12 a 18 mm de didmetro,
son lisas, cuelgan en racimos durante todo el in@ig encierran tres a cinco semillas
lefiosas y duras. Estas Ultimas son muy tolerartdes@camiento, y llegan a sobrevivir
hasta con 3,5% de su volumen de humedad normalemma permanecer viables por
periodos prolongados, hasta al menos 26 meses (Helig, 1998; Valdés, 2000).

M. azedaraclHflorece vy fructifica cuando alcanza el tamafo deatbusto. Posee una alta
produccién de frutos y semillas, que persistentdtiana caida de las hojas (Burks, 1997).

TambiénM. azedaractse reproduce vegetativamente por formacion deddsde la raiz,
capacidad que a menudo permite producir bosqueaiionotipicos densos (Langeland y
Burks, 1998).

En el pais esta especie es frecuente en el arbdadmlles y avenidas por lo que se
presenta con altas posibilidades de utilizaciongpalmente de los desechos del manejo
de esta especie.

En relacion con la actividad insecticidaMeazedarachgsta se encuentra en hojas, tallos,
frutos y semillas, y se debe a un grupo de triteojukes, biolégicamente activos que poseen
efecto antialimentario. EI mecanismo de acciéon demnlayoria de las substancias
provenientes d®l. azedarackconsistiria en inhibir la accién de las oxidasagleintestino
medio, por lo que el insecto inmaduro muere o swieae en pupa o adulto anormal por
deficiencia de nutrientes o interferencia en lascpsos fisioldégicos. Esto se traduce en
inhibicion de la alimentacién, disminucion del éreiento y desarrollo, descenso de la tasa
metabolica relativa, emergencia de adultos defarnm@sbicion de la oviposicién o
mortalidad (Rodriguez, 1999; Gusbettial, 2000).



El efecto antialimentario de extractos de diferenpartes deM. azedarachha sido
analizado por diversos autores encontrando quenatke general, los extractos de frutos
inmaduros y de hojas han sido los mas eficacesipalmente para insectos coleopteros y
lepidépteros (Breuer y Devkota, 1990; Del €foal, 1996; Ribaet al, 1996; De Nardet

al., 1997; Valladarest al, 1997; Carpinellaet al, 2003a; Valladare®t al, 2003;
Charleston, 2004; Nathan y Kim., 2005; Defag@l, 2006; Akhtaret al, 2008; Rossetst

al., 2008).

Sin embargo,M. azedarachha experimentado un bajo desarrollo comercial como
insecticida comercial en comparacion @rindica,debido principalmente a que los frutos
de la primera contienen meliatoxina, un compuesterpenoide téxico para mamiferos
(Schmutterer, 2002).

No obstante, Carpinellat al. (2003a, 2005) plantean que la composicion quirdeM.
azedarachvaria notablemente desde su estado silvestretalatid, y que, en el caso de los
individuos cultivados en Argentina, los frutos nonttenen meliatoxinas pero si otros
triterpenoides, especialmente meliartenin, el egaln fuerte antialimentario de insectos.

La accion insecticida de extractos etandlicoddezedaracty A. indicafue evaluada por
Wandscheeet al. (2004) en contra del estado larvario del mosqu#ndmisor de la fiebre
dengue,Aedes aegiptyL.)(Diptera: Culicidae). En dicho estudio se det@d que los
extractos endocarpicos de ambas especies teni@n decvicida, alcanzando mejores
resultados con menores concentraciones.endicaque corM. azedarach.

La eficacia de extractos metandlicos de tallosa$gjfrutos déV. azedaracHue probada
por Abou-Fakheet al.(2001) contra insectos adultos de la mosca dedaPamisia tabaci
Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae) encontrandoaltaarepelencia del insecto adulto al
extracto en comparacion con las plantas contrata@ias con agua destilada), pero sin
existir diferencias significativas entre los poreges de repelencia para los diferentes tipos
de extractos.

La actividad insecticida y antialimentaria de esttoa provenientes de diferentes partes de
plantas deM. azedarachaplicados sobre adultos ¥e luteolafue investigada por Defago
et al (2006). Los principales resultados del estudicelav que en los extractos de las
distintas partes arbdreas evaluadas se encontréfagto antialimentario significativo,
ademas de evidenciar un fuerte aumento en lasdasasrtalidad.

Huerta et al. (2008) evaluaron la eficacia insecticida de fruttkss M. azedarachen
Drosophila melanogastekeigen (Diptera: Drosophilidae). En dicho estude concluyo
gue la eficacia insecticida era mayor en los frignsestado inmaduro por contener una
mayor concentracion de las sustancias insecticjdados maduros. Ademas, se determiné
gue las concentraciones mas efectivas para la lidadalel insecto se lograron con 7.500
y 10.000 ppm de extracto dd. azedarachbordeando el 75% de efectividad.

Considerando los resultados de diversos estudibse sla efectividad insecticida de
distintas partes del. azedarachy tomando en cuenta que en el pais dicha espedxieca

se encuentra en el arbolado urbano, es posibieantilecursos tales como desechos de
poda en la elaboracion de extractos naturalescuates son factibles de ser utilizados

4



contra diversas plagas como es el casoXditeolg que con los crecientes niveles de
presencia en el pais, se perfila como un excetamdidato a ser evaluado.

Esta investigacion es un estudio sobre la elab@mat® extractos crudos del fruto inmaduro
de M. azedarachy la evaluacién de su eficacia insecticida confraluteola mediante
bioensayos de laboratorio, con el proposito deritmnit al manejo integrado de esta plaga.



2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales
2.1.1 Material vegetal

El material vegetal utilizado en este estudio gpoadio a 1 Kg de frutos inmadurosMe
azedarachcolectados manualmente durante el verano de 288@edarboles ornamentales
del Campus Antumapu de la Universidad de Chilésamtiago, Chile (Coordenadas 33°34
S; 70°38 O).

2.1.2 Insectos

Los ejemplares dX. luteolase colectaron en estado larvario desde individub&reos de
calles de la Comuna de Maipu en Santiago y seattagin al Laboratorio de Entomologia
Forestal del Departamento de Silvicultura de laukad de Ciencias Forestales de la
Universidad de Chile, donde se crid para efectosldener individuos adultos de edades
conocidas.

2.2 Métodos

El método utilizado en este estudio considerd ciatapas principales: (1) colecta de

insectos, (2) obtencion de los frutos, (3) elabhidrade los extractos, (4) evaluacion de la

actividad antialimentaria (deterrencia) y de |lz&fia de los extractos mediante bioensayos
de laboratorio y (5) diferenciacion fenotipica é&sy razon sexual de adultos.

Cabe destacar que dada la escasa informacionreristeerca de la biologia de luteola
en el pais se estudi6 la diferenciacion fenotiplea sexo, razén sexual y actividad
antialimentaria del insecto, actividades realizaglagorma adicional a lo contemplado en
el proyecto de memoria original.

2.2.1 Colecta y crianza de insectos

Se colectaron larvas de ultimos estadiosXdéuteolay se trasladaron en bolsas de tul al
Laboratorio de Entomologia Forestal. Los inseceosatocaron en capsulas Petri con papel
filtro Whatman N°1 en la base, humedecido con afpsiilada y se les suministré hojas
frescas de olmoUlmus minorMill.) como alimento hasta que se transformarorpepas.
Posteriormente se cubrieron con hojas para sindacondiciones naturales en las que el
insecto realiza la pupacion y se mantuvieron canddad constante hasta la emergencia de
los adultos, usandose en los bioensayos.

2.2.2 Obtencion de los frutos

Los frutos deM. azedaraclse obtuvieron mediante un muestreo aleatorio sebi@boles

y se colectaron desde distintas partes de la délpastado de madurez escogido para la
elaboracion de los extractos fue el inmaduro (Rig2®) (Chiffelle et al., 2009). Este
estado del fruto es reconocible por un color vdsddante caracteristico y por tener
epicarpio carnoso.



2.2.3 Elaboracion de los extractos

La elaboracion de los extractos se llevé a cabdosnlaboratorios de Quimica del
Departamento de Agroindustria y Enologia de la Fadule Ciencias Agronomicas de la
Universidad de Chile. Los frutos d&. azedarachobtenidos se secaron en una estufa de
aire forzado (Memmert® 854) a 45 °C por 70 h haslguirir un peso constante (Boeco
Equilab, sensibilidad 0,1 mg, max. 120 g). Postarente, se trituraron en un molino
mecanico con un tamiz de graduacién N° 60, obteo®m la harina que se usé para los
andlisis (Figura 2 B).

Figura 2. Etapas del proceso de elaboracion dexdgt deM. azedarach A) Frutos
inmaduros; B) Harina de frutos secos; C) Extrabtse segun solvente.

Los extractos se elaboraron mezclando la harindososolventes (agua destilada y etanol).
Este proceso consistio en la determinacion empdéeda solucion mas concentrada del
extracto al considerar distintas relaciones ertmneagerial solido y el solvente.

Para el caso del agua destilada, la relacion cersid fue de 1/7 (1 parte de harina
(Shimadzu ELBL 3000, sensibilidad 0,1 g, max. 3@D@or 7 partes de agua destilada) y
para el caso del etanol fue de 1/3. Esta varias@debid a las diferencias en solubilidad
resultantes para cada tipo de solvente.

Las soluciones anteriores se agitaron magnéticanielgidolph® MR 3001K) durante 18
h, exponiéndolas la primera hora a 37°C, y postegate se filtraron y centrifugaron (HN-
S centrifugue). Las soluciones resultantes sairilh nuevamente (utilizando papel filtro
Whatman N°1) hasta obtener los extractos basecpdeasolvente (Figura 2 C).

Para determinar la concentracion de estos Ultirses)levd a sequedad un volumen
conocido de las soluciones (5 mL) y por difererd#apesos se determind la cantidad de
sélidos solubles (determinacién de % p/v) en lograetos base. Se prepararon las
concentraciones utilizadas para cada solventeijpmi@h.

Las maximas concentraciones posibles de los easastediante el método antes descrito,
fueron de 7,5y 4,2% [p/v] para el caso de aguéldes y del etanol, respectivamente. A
partir de dichos valores y por medio de diluciérobauvieron las concentraciones finales
(tratamientos) (Cuadro 1).



Cuadro 1. Tratamientos segun extracto (% p/v)y die solvente.

Tipos de Extracto (% p/v)
Solventes T1 T2 T3 T4 T5 T6
Agua destilada 2,4 3,0 3,6 4,2 6,0 7,5
Etanol 1,0 1,8 2,4 3,0 3,6 4,2

2.2.4 Ensayo de actividad antialimentaria

Para evaluar la actividad antialimentaria de lograexos obtenidos con los distintos
solventes se us6 el método descrito por Defgdl. (2006). Un adulto d&X. luteolafue

colocado en una placa petri con dos hojas de olensimilares caracteristicas (tamafio,
edad y proveniente del mismo arbol). Una de laashhje pincelada por ambos lados con
0,5 mL de la solucion probada (Cuadro 1), mientjas la otra con 0,5 mL del solvente
(agua destilada o etanol). El porcentaje de aréar foonsumida se midié cada 24 h,
utilizando el programaeaf Area Measurement Version {Ukiversity of Sheffield, 2003).

El porcentaje de deterrencia o inhibicion de lenahtacion se calculd6 mediante la formula
(1-T/C)*100 (Defagoet al.,2006) donde:

T: area foliar consumida del tratamiento.

C: area foliar consumida del control.

Se realizaron seis réplicas por cada tratamiento.

2.2.5 Evaluacion de la eficacia insecticida de lestractos

La eficacia insecticida de los extractos se evalansiderando como tratamientos las
distintas concentraciones de extractodvdeazedarachpbtenidas utilizando los solventes
agua y etanol (Cuadro 1), mas los testigos.

Se usaron placas petri estériles en las cualestreglijeron hojas sanas (sin evidencia de
dafio) de tamafio regular de olmo, previamente sudargn la solucién correspondiente a
cada tratamiento durante 1 min. Luego de unosntesase incluyd en cada placa petri tres
insectos adultos dX. luteolg constituyendo asi una unidad experimental. Serbit tres
repeticiones por cada tratamiento, correspondieatdss distintas concentraciones y
testigos.

Se contabilizé el nimero de insectos muertos dieade y se calcularon los promedios de
mortalidades con sus respectivas desviaciones des&n Los datos de mortalidad se
corrigieron mediante la formula de Abbott (1925 ¢a finalidad de no sobredimensionar
el efecto real de cada tratamiento, eliminandostie '®rma la mortalidad natural producida
en el testigo (Silvat al, 2003a, b).



MC = [(X-Y)/(100-Y)]x 100
Donde:
MC: Mortalidad corregida
X: Mortalidad del tratamiento
Y: Mortalidad del testigo.

Sobre la mortalidad corregida se determino la autnaeion letal 50% (Clg); es decir, la
concentracion a la cual el 50% de los individuodadanidad muestral se muere, con el
procedimiento Probit mediante el software Stadpé&rsion 5.4.0 (AnalystSoft, 2008).

El disefio experimental utilizado para el andlisés lds resultados fue completamente
aleatorio. Los datos porcentuales de mortalidad neemalizaron con la férmula
ArcV(x/100), siendo x la mortalidad corregida, pardizea posteriormente un anélisis de
varianza (ANDEVA). Cuando éste arrojaba diferenammificativas se aplicé la prueba
Tukey de comparacion de medias de los tratamieiosin nivel de confianza del 95% (P
<0,05).

Se realizé un analisis bifactorial (4x2) con trepaticiones, siendo los factores las
concentraciones (4) y los solventes (2). Se caati@s las concentraciones siguientes: 2,4,
3,0, 3,6 y 4,2% plv. Este andlisis permitié detaanilas diferencias entre los tratamientos
y concentraciones. Para estos analisis se us@@lgona estadistico InfoStat version 2009
(Grupo InfoStat, 2009).

2.2.6 Determinacion fenotipica de sexo y razén sexduen individuos adultos deX.
luteola

Esta etapa consistio en la observacion exhaustitasdinsectos (n= 250) en estado adulto,
mediante una lupa estereoscopica. Una vez sepagagmscamente |0s insectos por sexos,
se sometio a una muestra de ellos (n= 25) a lardei@cion de su genitalia, mediante el

método de KOH caliente al 10% v/v (Carrera y Osi9896) con el fin de corroborar que

las observaciones detectadas mediante lupa, ceseidcon la observacion de la genitalia
y obtener de este modo un método visual, no destoute diferenciacion fenotipica.

Terminado el proceso anterior y corroborada lateidad de las observaciones, se
procedi6 a un muestro aleatorio de otros 250 iddns adultos los cuales mediante
observacion se separaron por sexo para determaimazdn sexual.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Efecto antialimentario de extractos de frutos @M. azedarach sobre adultos deX.
luteola

La evaluacion del efecto antialimentario de losraotbs de frutos déMl. azedarach
aplicados sobre adultos de luteolamostré diferencias al considerar el tipo de sdkven
utilizado en la elaboracion del extracto. Paraasdocde etanol, no pudo ser evaluado el
efecto antialimentario puesto que los insectosgmen@n en su mayoria, y aquéllos que
sobrevivieron no se alimentaron ni de las hojasrobni de las hojas tratadas. Por su parte,
los extractos acuosos mostraron una fuerte actlvidatialimentaria para todas las
concentraciones evaluadas, especialmente sobre /6% donde el porcentaje de
inhibicion de la alimentacion o deterrencia alcanad 00 % (Cuadro 2).

Cuadro 2. Porcentaje de deterrencia de adultds ligeolasegun distintas concentraciones

de extractos acuosos de frutod\leazedarach.

Area foliar consumida por
X. luteola (%)

Concentracion de los Deterrencia

[0) o)
extractos acuosos (% p/v) Conrol e (%)
2,4 1,09 0,14 87,08
3,0 3,13 0,07 97,68
3,6 3,33 0,00 100,0
4,2 2,85 0,00 100,0
6,0 2,48 0,00 100,0
7,5 2,19 0,00 100,0

En el Cuadro 2 se evidencia el efecto antialimente extractos acuosos de frutosMie
azedarachfrente a individuos adultos dé luteolg situacion muy diferente a lo ocurrido
con los extractos etandlicos, donde puede dedirselefecto presentado fue de toxicidad.

Los valores de deterrencia registrados en esteliestoncuerdan con los obtenidos por
diversos autores sobre el poder antialimentariexdectos deM. azedarachAl respecto
Breuer y Devkota (1990) realizaron un estudio detrob de la procesionaria del pino,
Thaumetopoea pityocamg®en. et Schiff) (Lepidoptera: Thaumetopoeidae), mediamte e
uso de extractos metandlicos de frutodvd@zedarachgdonde se evidencié un aumento en
el efecto antialimentario de los extractos en resfaual incremento en las concentraciones
utilizadas 1, 5 y 10%, mientras que Rosstal (2008) encontraron valores de deterrencia
cercanos al 100% al evaluar extractos etandlicodride maduro deM. azedaracha
similares concentraciones, 2, 5 y 10% soBpodoptera eridania€Cramer (Lepidoptera:
Noctuidae). Si bien no fue posible registrar vadooe deterrencia para los extractos
etanolicos, los extractos acuosos de frutosMdeazedarachprobados en este estudio
presentaron resultados similares en la actividd@lanentaria comparados con los otros
insectos; ademas de coincidir en las concentragiotiezadas (2 y 10%).
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Valladareset al (2003) encontraron que los extractos etandlim$ajas senescentes al
10% presentaron una deterrencia total (100%) al sgdicados sobre tres insectos
coledpterosDiabrotica speciosgGermar) (Chrysomelidaelpilachna paenulat&gGermar
(Coccinellidae) ysitophilus oryzaéL.) (Curculionidae). Por su parte, Nathan y K0@5)
encontraron que los extractos de semilladvideazedarachmostraron una alta actividad
inhibitoria de la alimentacion sobre la larndyblaea pueraCramer (Lepidoptera:
Hyblaeidae), alcanzando un valor de deterrenci@4dé al aplicar el extracto a un 4% de
concentracion.

Dichos valores concuerdan con los obtenidos en estiedio, donde al aumentar las
concentraciones del extracto del fruto se obtienayores valores de deterrencia.

Defagoet al. (2006) determinaron que los extractos etandlieérutos inmaduros del.
azedarachsobre Xanthogaleruca luteolaregistraron deterrencias de 98 y 100% para
concentraciones de 0,25 y de 1, 2 y 5%, respecéxtan Los valores anteriores son los
mas comparables a los obtenidos para extractossesuen este estudio, dado que se
aplicaron sobre adultos del mismo insecto, en shmiestado de madurez y consideraron
concentraciones similares de los extractos, aurgueel presente estudio se usaron
extractos crudos.

Shekariet al. (2008) investigaron los efectos de extractos néditaos deArtemisia annua

L. (Astereacea) sobre larvas de tercer estadioulftaeddeX. luteola En dicho estudio se
determiné que el porcentaje de deterrencia a las @4 evaluacion para las larvas fue de
90% al aplicar extractos al 2,5 y de 100% al apkodractos al 5 0 10%. Mientras que para
el insecto adulto registraron valores de 78, 86324 al aplicar concentraciones de 2,5, 5y
10%, respectivamente.

3.2. Evaluacion de la eficacia insecticida de loxteactos de frutos deM. azedarach
sobre adultos deX. luteola

Los resultados de mortalidad de insectos adultosX.d&uteola para cada solvente se
presentan en los Cuadros 3y 4.

Cuadro 3. Mortalidades promedio (+ error estandarX. luteolapor efecto de extractos
etanolicos de frutos dd. azedaraclpara distintas concentraciones.

Mortalidad (%)*

Extracto (% p/v)
1,0 1,8 2,4 3,0 3,6 4,2

Testigo

0+0a 52,78 +4,7b 67,36 +3,85¢C 86,11 £5,46 d 98,13 e 100,0+0e 100,0+x0e

*Las letras distintas en forma horizontal indicarfer@ncias significativas entre las
concentraciones segun la prueba de Tukeyd®5).
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Cuadro 4. Mortalidades promedio (+ error estandarX. luteolapor efecto de extractos
acuosos de frutos dé. azedaraclpara distintas concentraciones.

Mortalidad (%)*
Extracto (% p/v)
2,4 3,0 3,6 4,2 6,0 7,5
0+0a 13,89+2,78b 19,44+6,12b 2569+584b 2977/Fb 3542+6,47b 43,06+6,78Db
*Las letras distintas en forma horizontal indicaiferncias significativas entre las
concentraciones segun la prueba de Tukey®5).

Testigo

En los extractos etandlicos los mas altos poroemtdp mortalidad evidenciados sobre
adultos deX. luteolacorrespondieron a un 100% y se obtuvieron al aplas mayores
concentraciones (3,6 y 4,2% p/v) (Cuadro 3). Sedeuapreciar que todas las
concentraciones fueron estadisticamente diferahtestigo, existiendo una clara tendencia
al aumento en la mortalidad en respuesta a unarnsagieentracion del extracto (Apéndice
1).

Con respecto a la eficacia de los extractos acuasosalor de mortalidad maximo

correspondid a un 43%, obtenido al aplicar la maxomncentracion (7,5%) (Cuadro 4). Si
bien, a nivel estadistico es clara la diferencitreerl testigo y las concentraciones
evaluadas, entre estas Ultimas no se registrareddas significativas (Apéndice 1).

En ambos extractos evaluados se puede aprecidogjngenores valores de mortalidad se
alcanzaron empleando las concentraciones mas tajastractos de frutos inmaduros de
M. azedaraci{Cuadros 3y 4).

El andlisis bifactorial entre solventes y conceritmaes (Apéndice 2) indicé que existieron

diferencias significativas entre los solventesiagtdos, pero no reflejo diferencias a nivel

de las concentraciones (Cuadro 5). De lo antemodeasprende que para una misma
concentracion del extracto, resulta mas efectiveebdonde se utilizé etanol como solvente
en vez de agua destilada.

Cuadro 5. Mortalidades promedio (+ error estandarX. luteolapor efecto de extractos
acuosos Y etandlicos de frutosMeazedaractpara cuatro concentraciones.

Mortalidad (%)*

Solvente Extracto (% p/v)
2,4 3,0 3,6 4,2
Etanol 86,11+546a 98,61+1.39a 100+0a 0#0a
Agua 13,89+2,78Db 19,44+ 6,12 b 25,69+5,84b ,1297,77b

*Las letras distintas en forma vertical indicanedéincias significativas entre los solventes
(p S 0)05)'

Diversos autores han probado el efecto insectd&laxtractos de frutos dé. azedarach
Para el caso de extractos acuosos, Castigioral. (2002) encontraron que al aplicar
extractos de frutos verdes al 5% sobfetranychus urticaeKoch (Prostigmata:
Tetranychidae) se obtienen valores de mortalida®B8&, mientras que Berliet al. (2005)
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al aplicar dichos extractos sobre el coledpt&@oyzophagus oryzaeCosta Lima
(Coleoptera: Curculionidae) a una concentraciorl@® registraron una mortalidad del
92,8%. Jazzar y Hammad (2003) probaron el efeteciicida de estos extractos sobre
Bemisia tabaci Gennadius (Homoptera: Aleyrodidae) encontrando, go@jo una
concentracion al 20%, se alcanz6 una mortalidaginbente superior al 15%; sin embargo,
al agregar un coadyuvante (Detergente Tween-2(b%)) aumento a cerca del 72%.

Por su parte, Huertat al. (2008) registraron valores de mortalidad supesi@e70 % al
aplicar extractos acuosos a una concentracion @&4d p/v sobreD. melanogasterDe
acuerdo a los valores mencionados se puede ewidegicefecto insecticida de extractos
acuosos de frutos dkl. azedarachal ser aplicado sobre diferentes tipos de insectos
coincidiendo en parte con los resultados obtenmloseste estudio. No obstante, no se
obtuvieron tasas de mortalidad tan altas comacelgistradas sobre el insecto mencionado.

En relacién con los extractos etandlicos de fruversles deM. azedarachBanchioet al.
(2002) aplicaron concentraciones al 10 y 20% sdlimiemyza huidobrensiBBlanchard
(Diptera: Agromyzidae), encontrando mortalidadesb8ey 65%, respectivamente. Otro
estudio llevado a cabo por Defagbal. (2006) evalto la actividad insecticida de extracto
compuestos (agua, acetona, etanol y metanol) desfreerdes deM. azedarachsobre
insectos adultos d¥. luteola, obteniendo mortalidades promedio acumuladas, Ewa |
concentraciones 2, 5 y 10%, de 91, 100 y 100%,entsgmente. Al comparar las
concentraciones mencionadas con las aplicadas tenestidio, se aprecia que existe
coincidencia con los valores de mortalidad alcaozadiendo mas significativo este hecho
para el trabajo de Defaggt al. (2006) debido a que se trata de una aplicacioneseb
mismo insecto, aunque existiendo diferencias eipelde preparacion del extracto, dado
gue se utilizé la extraccion mediante soxhlet depdacion lipidica de los extractos,
mientras que en el presente estudio se usaroxti@e®s crudos.

En otros estudios se ha evaluado la actividad ficg#e de extractos de frutos pero
utilizando otros solventes como el metanol, el hex&l éter de petroleo y la acetona entre
otros (Del Ticet al, 1996; Ribeet al, 1996; Nunegt al, 2004).

La supervivencia de los insectos alimentados cdraews etandlicos de frutos dé.

azedarachcon respecto al control fue menor desde el proffeersiendo mas significativas
estas diferencias entre el tercer y sexto dia diia®ion (Figura 3).
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Figura 3. Porcentaje de mortalidad promedio acudaulde adultos deX. luteola,
alimentados de hojas tratadas con extractos etasolle frutos deM. azedarachen

distintas concentraciones.

Respecto a la supervivencia de los insectos aladestcon extractos acuosos de frutos de
M. azedarachésta fue menor comparada con la del testigo ddgqutémer dia, siendo estas

diferencias estadisticamente significativas sétoeesl cuarto y el quinto dia (Figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de mortalidad promedio acudaulde adultos deX. luteola
alimentados de hojas tratadas con extractos aculestyatos deM. azedaracten distintas

concentraciones.
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Como se puede apreciar en las figuras 2 y 3 los@rs acuosos y etandlicos de frutos de
M. azedarachpresentan un efecto similar sobre insectos addéoX. luteoladonde el
porcentaje de mortalidad fue mayor al aplicar layanes concentraciones.

Para el caso del solvente etanol las mayores di&® significativas en el porcentaje de
mortalidad entre las concentraciones se registratotercer dia, mientras que para el
solvente agua destilada dichas diferencias ocarrief quinto dia. Los valores del ajuste
probit para el célculo de la concentracion letabpa 50% de los individuos del ensayo se
presentan en el cuadro 6.

Cuadro 6. Valores de concentracion letal segurestdvy dia de evaluacion.

Solvente Dia n Pendiente CL10(%) CLs0(%) CLgo(%) X

evaluado (media + E.E)
Etanol Dia 3 9 34,885+8,12 0,3 0,94 2,97 2,07
Dia 8 9 9,37 £9,37 0,0003 0,0245 1,745 0,15
Agua Dia5 9 33,3+6,47 1,97 6,55 21,74 2,79
destilada  Dia 8 9 31,9 +15,8 0,87 3,12 11,13 1,38

El test de Chi-cuadrad) fue utilizado para medir el ajuste de los datasadelo Probit.
Los valores son menores g¥&(df= 5, P<0,05)=11,05.

La CLsp fue menor en los extractos etandlicos que endassms, lo que indicé que bajo
similares condiciones del ensayo para lograr el B8%nortalidad de insectos adultosXe
luteolaseria mas eficiente usar extractos etandlicosdOug).

Cuadro 7. Concentraciones letales del 50% y ajustéal de los extractos etandlicos y
acuosos de frutos d¥. azedarach

Tipo de extracto  CLsg (%) Ajuste lineal Coeficiente
determinacion (%)
Etandlico 0,94 Y=34,885x-269,28 0,91
ACU0S0 6,55 Y=33,349x-319,84 0,87

De acuerdo al ajuste Probit, el solvente etandktregmayores mortalidades que el agua
destilada a menores concentraciones de los extréf€igura 5).
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Figura 5. Linea dosis Probit de extractos etansligoacuosos de frutos verdes ke
azedaraclsobreX. luteolaen bioensayos de laboratorio.

Los resultados de Gg.anteriores difieren de los obtenidos por Lizar@g) para extractos
de frutos verdes dd. azedarachldonde se calculé una concentracion de 2.071 24t
para los solventes etanol y agua, respectivamé&itteobstante, el método de aplicacion
llevado a cabo por dicho autor fue distinto alizdiflo en este estudio, ya que el extracto
fue mezclado directamente con el sustrato de agidatvas deD. melanogasterNo
obstante, la efectividad de los extractos etanslfobe mayor que en los acuosos en ambos
estudios.

Otros autores como Akhtat al. (2008) hallaron valores similares de sgbara extractos
metandlicos deM. azedarach aplicados sobre larvas d&richoplusia ni Hibner
(Lepidoptera: Noctuidae) Pseudaletia unipunctbélaworth (Lepidoptera: Noctuidae), dos
especies de lepidopteros nocturnos. Cuando elctxtfae aplicado sobre un disco foliar
(ensayo de alimentacion), los valores des{CLpara T. ni y P. unipunctafueron
aproximadamente 6 y 3,06% p/v. Mientras que cuahdixtracto se asperjo directamente
sobre el cuerpo de las larvas,ni presentd un valor de 12,6% p/v al séptimo dia.

Para el caso de estudios realizados sibtateolg Shekariet al (2008) encontraron que a
las 48 h de evaluacion, los extractos metandlicmAdemisia annua(L.) (Asterales:
Compositae) presentan valores de;e 43,77 y 15,43% al ser aplicados sobre lareas d
tercer estadio y adultos, respectivamente. Esitmailalor es cercano al encontrado en los
extractos etanolicos de este estudio.
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3.3 Determinacion fenotipica de sexo y razon sexual delultos deX. luteola

Luego de una acuciosa observacion de los indivicashgdtos deX. luteola se pudo
determinar que, pese a no existir diferencias niagicas evidentes entre ambos sexos, es
decir, no existir un marcado dimorfismo sexualpesible determinar pequefas diferencias
a nivel abdominal, precisamente en®sclerito ventral (Figura 6).

et

Figura 6. Vista ventral del abdomen del adutXdluteola A. Mcho; B. Hembra.

Los individuos machos (Figura 6.A) presentaron fanana caracteristica en los bordes del
5° esternito (terminacién semicircular), rasgo queieepotenciado por la presencia de un
esclerito interno de coloracion amarillo (zona decclaro en la figura). En el caso de las
hembras (Figura 6.B), los bordes de dicho estefo#gmn méas abruptos o rectos, dejando
en evidencia un notable surco que se completa isapente por un esclerito interno de

coloracion generalmente oscura, con lo cual fuéjpediferenciarlos de los machos.

De acuerdo a autores como Jackson y Jackson (260@pgo caracteristico de la anatomia
diferencial entre el macho y la hembra Xleluteolaes la terminacién subconica de su
ultimo tergito, lo que otorga una forma méas alaegedn respecto al macho. Sin embargo,
se pudo evidenciar que en algunas hembras este nasgiempre fue tan claro y por el
contrario, su forma era mas bien redondeada, Iadicelta la determinacion del sexo del
insecto, sélo utilizando esa descripcion.

Una vez separados por sexos segun las caracesidenotipicas mencionadas, una
muestra (n=25) de los insectos se sometid a lardgi@cion de su genitalia a través de la
técnica del KOH caliente al 10% para validar lavelde reconocimiento sugerida (Figura
7).
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Figura 7. Estructuras reproductivas de adultosXdduteola A. Macho (Detalle del
Aedeagul B. Hembra (Espermateca).

Mediante la visualizacion con una lupa estereosetfuie posible determinar la estructura
reproductiva del machoAgédeagus pudiendo diferenciarse algunas de sus partes
constituyentes. Por el contrario, no fue posible@&wiar toda la estructura reproductiva de
la hembra debido a la destruccion de sus partebladdas. Sin embargo, en la hembra fue
posible identificar la espermateca. Con los redakaanteriores se corrobora entonces la
efectividad de las claves fenotipicas propuestes|padeterminacion de sexos.

Con respecto a la razén sexual, los resultadoses2Bh0 insectos adultos dé luteola
colectados, indicaron que el 52% correspondierdrerabras (130 individuos), es decir,
aproximadamente la mitad, obteniéndose una razémakele 1:1. La cifra anterior no
coincide con lo sefalado por Jackson y JacksorBj2@Qienes encontraron que sobre una
muestra de 119 ejemplaresXeluteolg se encontraron 98 machos y 21 hembras, es decir,
una proporcion entre ambos sexos de 5:1.
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4. CONCLUSIONES

Los extractos etanodlicos del fruto inmaduroMeazedarachevaluados mediante
bioensayos de laboratorio fueron eficaces comonsamticidas alcanzando un
100% de mortalidad al aplicar concentraciones 8ey3,2% mientras que en los
extractos acuosos se registrO una mortalidad maxiend3% al ser aplicados a
7,5%.

De acuerdo al andlisis estadistico se puede coryplei la mortalidad dX. luteola
por efecto de la aplicacion de extractos a basetal®l fue superior a la obtenida
por los extractos elaborados con agua destilada.e®ibargo, dicho analisis no
arroj6 diferencias significativas entre las concasibnes evaluadas.

Con respecto a la actividad antialimentaria de flagos inmaduros deM.
azedarachse evidencia una alta deterrencia para los eéggacuosos en todas las
concentraciones evaluadas, llegando a ser de 10p&6tia de los 3,6% hasta la
mayor dosis evaluada (7,5%). Sin embargo, en lt@rs etandlicos no pudo
comprobarse dicho efecto dado que los adultos Xdeluteola perecieron,
encontrandose por ende un efecto de toxicidaddimsliextractos.

La menor concentracion letal para matar al 50%odeiridividuos deX. luteola
(CLsg) se obtuvo con los extractos etandlicos (0,94%).

Los caracteres fenotipicos propuestos para laetié@cion sexual de adultos e
luteolafueron efectivos, siendo corroborados mediantésmée genitalia.
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APENDICE 1. Andlisis Estadistico 1

Modelo de efectos fijos entre el solvente agua gmstespondiente testigo

Extractos (% p/v)
Dia Testigo 2,4 3,0 3,6 4,2 6,0 7,5
T0 Tl T2 T3 T4 T5 T6
1 0 19,471 0 0 0 0 19,471
2 0 19,471 0 19,471 0 28,126 28,126
3 0 19,471 0 19,471 28,126 35,26/ 35,264
4 0 19,471 28,126 35,264 35,264 35,264 41,810
5 0 19,471 35,264 35,264 35,264 41,810 48,190
6 0 19,471 28,126 35,264 38,58p 41,810 48,190
7 0 19,471 38,580 35,264 38,58p 41,810 48,190
8 0 35,264 38,580 45,000 54,73p 51,430 54,7136
FV gl SC CM RAZON F | Razdn f tabla
Tratamiento 6 8.052,01 1.342,0 7,16 2,29
Error 49 9.183,78 187,42
total 55 17.235,79 FO>Fc

gl: grados de libertad
SC: suma de cuadrados
CM: cuadrados medios

Test de Tukey:
t0 A
tl B
t2 B
t3 B
t4 B
t5 B
t6 B

Tratamientos con letras iguales no acusan difesiesighificativa al nivel 0,05.
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Modelo de efectos fijos entre el solvente etansll gorrespondiente testigo

Extractos (% p/v)
Dia Testigo 1,0 1,8 2,4 3,0 3,6 4,2
T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6
1 0 35,264 48,190 48,190 70,52p 90,000 90,000
2 0 35,264 48,190 61,874 90,00p 90,090 90,000
3 0 48,190 54,736 61,874 90,00p 90,000 90,000
4 0 51,420 54,736 70,529 90,00p 90,090 90,000
5 0 48,190 51,420 70,529 90,00p 90,090 90,000
6 0 54,736 65,905 90,004 90,00p 90,000 90,000
7 0 45,000 65,905 90,004 90,00p 90,000 90,000
8 0 54,736 54,736 90,004 90,00p 90,000 90,000
FV gl SC CM RAZON F | Razén f tabla
Tratamiento 6 51.625,83 8.604,31 148,6§ 2,29
Error 49 2.835,96 57,88
total 55 54.461,79 FO>Fc

gl: grados de libertad
SC: suma de cuadrados
CM: cuadrados medios

Test de Tukey:

T0

T1

T2

T3

T4

T5

mimm|{O|O|W™|>

T6

Tratamientos con letras iguales no acusan difesiesighificativa al nivel 0,05.
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APENDICE 2. Andlisis Estadistico 2

Andlisis estadistico bifactorial entre solventegcentraciones

Extractos (% p/v)
Solvente 2,4 3,0 3,6 4,2
Etanol (a) R1 0 27,155 22,448 42,608
R2 11,783 24,097 35,262 37,761
R3 37,761 27,155 32,690 11,783
Agua (b) R1 54,736 90,000 90,000 90,000
R2 73,221 90,000 90,000 90,000
R3 90,000 78,222 90,000 90,000
FV gl SC CM RAZON F | Razon f tabla
Tratamiento - 21.746,48
Solvente 1 20.749,05 20.749,0% 157,4p 4,494
Concentracior 3 982,80 327,60 2,49 3,239
Interaccion 3 14,63 4,88 0,03 3,239
Error 16 2.108,96 131,80
Total 23 23.855,44

gl: grados de libertad
SC: suma de cuadrados
CM: cuadrados medios

Test de Tukey:
a A
b B

Tratamientos con letras iguales no acusan difesiesighificativa al nivel 0,05.
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