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ESTIMACION DE LA ACTIVIDAD INSECTICIDA DEL EXTRACTO VEGETAL DE
Matricaria chamomilla CONTRA Tecia solanivora, EN TUBERCULOS DE

Solanum tuberosum cv Parda pastusa

En Colombia, uno de los cultivos de mayor importancia es la papa (Solanum
tuberosum). Esta especie vegetal es atacada por Tecia solanivora, polilla que
dafia el tubérculo y produce las mayores pérdidas econ6micas. Actualmente, el
control se realiza con agroguimicos, pero esto produce dafio en la salud del
agricultor y a nivel ambiental. El objetivo del presente estudio, fue evaluar la
actividad insecticida in vitro de extractos vegetales obtenidos de Matricaria
chamomilla, frente a larvas L1 y adultos de Tecia solanivora. La metodologia
incluyé la extraccibn de metabolitos de Matricaria chamomilla con metanol y
cloroformo, bioensayos de repelencia y mortalidad utilizando concentraciones del
extracto al 1.25, 2.5, 5, 10 y 20%. El bioensayo de repelencia se realizé6 mediante
un disefio experimental con olfatometro, con diez insectos sin diferenciacion
sexual de estadio adulto en cada ensayo. Los bioensayos de mortalidad se
realizaron en larvas neonatas (L1), usando placas de Petri con papel filtro

impregnado con 300uL del extracto, cada ensayo con 10 larvas en cada caja. Los



datos de los ensayos fueron registrados transcurridas 24 y 48 horas después de
realizados. Los resultados obtenidos porcentualmente en el ensayo de repelencia,
no representan un aporte al biocontrol de Tecia solanivora. En los ensayos de
mortalidad se observaron resultados prometedores al obtener mortalidad inicial del
20%, hasta el 100% de larvas, a las 48 horas de realizado el bioensayo. A futuro,
es necesario complementar estos ensayos, utilizando huevos y aplicando el
extracto en condiciones controladas en campo.

Palabras clave: Solanum tuberosum, Matricaria chamomilla, Tecia solanivora,

Extracto vegetal.
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ESTIMACION DE LA ACTIVIDAD INSECTICIDA DEL EXTRACTO VEGETAL DE
Matricaria chamomilla CONTRA Tecia solanivora, EN TUBERCULOS DE

Solanum tuberosum cv Parda pastusa

In Colombia, one of the most important crops is the potato (Solanum tuberosum).
This plant species is attacked by Tecia solanivora, a pest that damages the tube
and causes the greatest economic losses. Currently, the control is carried out with
agrochemicals, but this practice damage to the health of the farmer and
environmentally. The objective of the study was to evaluate the in vitro insecticidal
activity of plants of Matricaria chamomilla, against larvae L1 and adults of Tecia
solanivora. The methodology included the extraction of metabolites of Matricaria
chamomilla with methanol and chloroform, bioassays of repellency and mortality
using concentrations of the extract at 1.25, 2.5, 5, 10 and 20%. The repellency
bioassay was carried out by means of an experimental desing using an
olfactometer, with ten adult insects with out sexual differentiation in each assay.
The mortality bioassays were performed on neonatal larvae (L1), using Petri dishes
with filter paper impregnated with 300uL of the extract, each assay with 10 larvae
in each dish. The data of the assay were recorded after 24 and 48 hours after they
were performed. The results obtained percentually in the repellency test do not
represent a contribution to the biocontrol of Tecia solanivora. In the mortality

assay, promising results were achieved by obtaining the initial mortality of 20%, up
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to 100% of larvae, 48 hours after the bioassay. In the future, it is necessary to

complement these tests, using eggs and applying the extract under controlled
conditions in the field.

Keywords: Solanum tuberosum, Matricaria chamomilla, Tecia solanivora,
vegetable extracts.
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2. INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum), se ubica dentro de las tres plantas mas cultivadas
en el pais, razon por la cual es un producto de gran importancia economica. Como
toda variedad vegetal es atacada por insectos plaga como la polilla guatemalteca
(Tecia solanivora), lepidéptero que causa grandes pérdidas, las cuales se
atribuyen, no sélo al deterioro de la apariencia del tubérculo que reduce su valor
comercial y los ingresos de los cultivadores, sino al hecho de que los tubérculos
severamente afectados no se pueden utilizar para semilla ni para consumo

humano o animal™.

Con el fin de liberar los cultivos comerciales del ataque de los insectos, hay un uso
indiscriminado de agropesticidas de naturaleza quimica con uso fitosanitario, como
los neocotinoides, que son uno de los pilares para el manejo integrado de las
plagas, que atacan los cultivos de papa. Adicionalmente, agroquimicos causan
contaminacion quimica a suelos, aire y agua; es por esto, que su estudio es de
gran importancia “a fin de comprender cémo la tendencia actual de la
intensificacion agricola, podria estar afectando tanto a los servicios ecosistémicos
existentes, como a la agricultura futura, especialmente en términos de capacidad

de polinizacion™,

Colombia por ser un pais agricola por excelencia, necesita innovar en la creacion
de tecnologias que permitan que sus productos sean de mejor calidad; la papa es
uno de los productos mas simbdlicos del pais y “representa la mitad de la
produccion de tubérculos mundialmente, siendo Asia, Africa y América Latina los
mayores productores™. Por este motivo, se deben proponer nuevas alternativas
de productos fitosanitarios para el control de plagas, orientadas en el uso de
tecnologias que permitan obtener como producto final alimentos de la mas alta
calidad, sin residualidad de quimicos tdxicos para el ser humano y a la vez

generando una agricultura mas sostenible.



El presente proyecto se realizé con el fin de determinar si el extracto vegetal de
manzanilla alemana (Matricaria chamomilla) puede ser utilizada como insecticida
contra Tecia solanivora, proporcionando un producto con caracteristicas ideales,
controlando la infestacion por el lepidéptero, en los cultivos de papa (Solanum
tuberosum cv. Parda pastusa) y garantizar de esa manera la sostenibilidad de los

agricultores.

Matricaria chamomilla, fue elegida para el desarrollo de este trabajo de debido a
gue en el departamento de Cundinamarca, desde el afio 2008 el area sembrada
de plantas arométicas a nivel nacional se ha incrementado en un 279%, segun
datos del Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, siendo la manzanilla

alemana una de las mas comercializadas.



3. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad insecticida in vitro de extractos vegetales obtenidos a partir de
Manzanilla (Matricaria chamomilla) frente al manejo de Tecia solanivora, plaga que

afecta los cultivos de Solanum tuberosum cv Parda pastusa.

e Objetivos especificos

Obtener el extracto polar (metanolico) y apolar (cloroformico) de Manzanilla

(Matricaria chamomilla), para la determinacion de su actividad insecticida.

Realizar la evaluacion de la eficacia del extracto vegetal contra la polilla

guatemalteca, utilizando bioensayos de repelencia y mortalidad.



4. ANTECEDENTES

En Colombia, los plaguicidas se importan y emplean desde el afio 1962, pero su
sintesis interna se realiza desde 1985, con la producciéon de herbicidas y
fungicidas en 1995. Los plaguicidas no se han limitado solamente al uso agricola,
sino también, en el control de vectores de enfermedades como Fiebre Amarilla y
Dengue. Dentro del area agricola, se observa el uso indiscriminado de pesticidas,
situacion que es un riesgo para los seres vivos, el medio ambiente y efectos
adversos en especies no blanco. Al respecto, el ministerio de Ambiente y
Desarrollo Sostenible, propone regular su uso por medio de programas, que
renueven las actividades agricolas con la implementacion de estatutos, cuyo

objetivo es la seguridad de los recursos naturales y la salud humana®.

A continuacion, se describen algunos reportes:

Zekovic y colaboradores en 1994, en su publicacion “Chromatography in Our
Investigations of Camomile (Matricaria chamomilla L.)”, mediante técnicas
cromatograficas como HPLC, identificaron algunos de los compuestos volatiles y
no volatiles de la manzanilla. Entre los compuestos presentes se hallaron
compuestos pertenecientes al tipo flavonoides, los cuales cumplen funcién

antioxidante®.

En 2003 Porrini y colaboradores en su articulo “Prediccion de dafos de la polilla
guatemalteca Tecia solanivora (Povolny) 1973 (Lepidoptera: Gelechiidae) en el
Ecuador”, realizaron un estudio de campo con Tecia solanivora en el cual se
estimo el nimero de poblacion de adultos de esta polilla por medio de trampas de
feromonas y a través de la instalacion de una estacidbn meteoroldgica, se
recolectaron datos de temperatura, humedad relativa y precipitacion. Se logré
obtener datos de floracion del cultivo de papa, estos con el fin de predecir el
momento en que la hembra de la polilla no ha arribado al campo, la posible tasa
de infestacion y las decisiones que puede tomar el agricultor para la prevencion de

la contaminacion de los cultivos’.



En 2008 Rios y colaboradores en su publicacion “Actividad citotoxica y
leishmanicida in vitro del aceite esencial de manzanilla (Matricaria chamomilla)”,
evaluaron la actividad del aceite esencial de manzanilla en condiciones de
laboratorio en amastigotes de distintas especies. Adicionalmente determinaron la
actividad citotoxica de dicho aceite en células mamiferas de la linea promonocitica
humana U-937. Los resultados obtenidos fueron favorables para la accién
leishmanicida y para el efecto citotoxico del aceite, dejando soporte para el

desarrollo de nuevos medicamentosé.

Bilal y colaboradores en 2009, en su publicacion “Bio-Pesticides: New Tool for the
Control of Aedes (Stegomyia) albopictus(Culicidae: Diptera) in Pakistan” sugieren
la utilizacion de extractos de cinco tipos diferentes de plantas como estrategia para
el control de mosquitos ya que son de facil adquisicion y baja toxicidad. Los
aceites fueron extraidos por medio de destilacion a vapor y su actividad se estimé
siguiendo los protocolos de la OMS. Los resultados se obtuvieron en términos de
porcentaje de mortalidad para las cinco especies (Myristica fragrans, Citrus
sinensis, Matricaria chamomilla, Mentha spicata y Zingiber officinale). Entre estas
la planta que presentd mayor efectividad fue Citrus sinensis con un porcentaje de
mortalidad del 82%°.

Bosa y colaboradores en el 2011, en su articulo “Respuesta de Tecia solanivora
(Lepidoptera: Gelechiidae) a compuestos volatiles de papa, Solanum tuberosum”
estudiaron el efecto producido por los olores generados a partir de las partes
morfologicas de la planta de la papa, evaluando la conducta del insecto.
Examinaron compuestos emitidos por las flores y los tubérculos, siendo las flores
las que presentaron mayor respuesta antenal de Tecia solanivora. Estos ensayos
fueron llevados a cabo por medio de olfatbmetro. Los autores sugirieron que debe
realizarse la valoracion de distintos compuestos sintéticos de la planta de papa y

su combinacion?o,

En el afio 2012 Espinel y colaboradores mediante su publicacion “Experimental
mixtures of Phthorimaea operculella granulovirus isolates provide high biological
efficacy on both Phthorimaea operculella and Tecia solanivora (Lepidoptera:



Gelechiidae)” informaron sobre la capacidad insecticida que pueden tener la
mezcla de aislados de Granulovirus en el control de estas plagas. Este ensayo lo
realizaron al exponer los estadios larvales de los insectos con el virus. Ademas,
consideran este tipo de alternativas como viables para el desarrollo de
bioplaguicidas, aunque sugieren que se deben analizar muchos factores para

garantizar su viabilidad en una produccién industrial®®.

Con relacion a la toxicidad del uso de agroquimicos se encontraron dos trabajos
que reportan su efecto sobre las abejas. En 2013 Kasiotis y colaboradores en su
articulo “Pesticide residues in honeybees, honey and bee pollen by LC-MS/MS
screening: Reported death incidents in honeybees” desarrollaron el método LC-
ESI-MS / MS con el cual encontraron en los cuerpos de las abejas, 115 analitos
quimicos correspondientes a plaguicidas de diferentes clases. Con los resultados
obtenidos se lleg6 a la conclusion, que este método es una potencial herramienta
indicadora y de monitoreo en la determinacién de plaguicidas, cuando se
sospeche de la intoxicacién de abejas meliferas!? por insecticidas. Las abejas por
su nula selectividad hacia plantas especificas, permite que el proceso de
reproduccion mediado por la polinizacion se lleve a cabo en cientos de especies
vegetales, es alli, donde radica su importancia en los cultivos para incrementar el

lote de produccion.

En el otro estudio, Arena y Sgolastra mediante su estudio “A meta-analysis
comparing the sensitivity of bees to pesticides” en 2014 realizaron una
comparaciéon de sensibilidad a los pesticidas de las abejas meliferas y otras 19
especies mas que pertenecen al género Apis. La relacion de sensibilidad indicé
que Apis no mellifera se considera una de las especies mas sensibles a los
plaguicidas, en comparacion con otras especies de abejas. Sin embargo, no se
han encontrado datos que soporten este argumento!®. En efecto, se puede
evidenciar la manera en que los insecticidas pueden afectar a varias especies
entomopolinizadoras, generando su disminucién inconsciente, lo que limita la

fecundacion de plantas y a su vez la produccion de frutos y semillas.



Con relacion al manejo biolégico de insectos, Villamil J. y colaboradores en su
articulo “Actividad biolégica de hongos entomopatégenos sobre Premnotrypes
vorax Hustache (Coleoptera: Curculionidae)” en 2015, evaluaron el efecto
individual y combinado de dos aislamientos de Beauveria spp para ser
comparados con bioplaguicidas, los cuales emplearon disefios al azar y se
evaluaron los porcentajes de dafio, control y rendimiento en el momento de la
cosecha. Concluyeron que la unién de Metarhizium anisopliae y Beauveria
brongniartii (T6) fue el tratamiento mas efectivo por su bajo porcentaje de dafio,
mayor porcentaje de control sobre la plaga y la mejor produccion del tubérculo de
la papa, haciendo de este tratamiento una opcién a futuro para ser incluido dentro
del esquema de manejo integrado de plagas'4.

Jiménez C, Pantoja A., y Leonel H. en el afio 2016 en su publicacion “Riesgos en
la salud de agricultores por uso y manejo de plaguicidas, microcuenca “La Pila”
hacen énfasis en las implicaciones negativas que tiene el uso de insecticidas en la
salud de los trabajadores en el area rural, en especial a causa de no aplicar o
desconocer las medidas preventivas para su manejo. Los efectos mas frecuentes
son dolor de cabeza y estbmago, vomito e incluso diarrea, sin embargo, segun la
toxicidad, dosis y frecuencia de exposicion, los efectos pueden empeorar a
problemas de salud mas graves. Ellos emplearon métodos informaticos para
comparar los resultados obtenidos de dispersiones y evaluaron los riesgos por

contacto?>.

Teniendo en cuenta los antecedentes expuestos, con esta propuesta se espera
encontrar una alternativa amigable con el medio ambiente, que pueda ser utilizada
como insecticida para controlar la poblacion de Tecia solanivora y reducir los
efectos secundarios sobre el ambiente, la salud y la economia. Esto, debido al uso
que los agricultores hacen de agroquimicos y que esta causando la muerte de

Apis mellifera a los apicultores.



5. MARCO REFERENCIAL
5.1 Papa (Solanum tuberosum).

Solanum tuberosum, es una especie vegetal perteneciente a la familia Solanacea,
cuyo género tiene mas de 2.000 especies, las cuales son cultivadas alrededor del
mundo. “En Colombia las variedades mas utilizadas son: tuquerrefia o sabanera,
parda pastusa, pastusa suprema, rubi, salentuna, carriza, diacol capiro-r12, ICA
Gnica, ICA nevada, ICA Narifio, milenio-1, diacol Monserrate y para criolla

(Solanum phureja)”16,

5.2 Clasificacion taxondmica de Solanum tuberosum

Reino: Plantae

Clase: Angiospermae

Subclase: Dicotiledonea

Orden: Tubiflorales

Figura 1. Informacion tomada: Colecta, caracterizacion fenotipica, productividad de papas
nativas (Solanum tuberosum ssp andigena Juz et Buk) de zonas andinas en el centro del

pais. Tesis®.

Para este trabajo de grado en particular, se ha elegido el uso del cv. Parda
pastusa, ya que es uno de los cultivos de mayor importancia econémica y a su vez
de mayor calidad en el territorio nacional. Alli, se evaluo el efecto del extracto

vegetal y aceite esencial de Matricaria chamomilla sobre Tecia solanivora.
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5.3 Origenes e importancia

En informacion obtenida de la FAO, la papa tiene su origen en los Andes
Suramericanos durante la edad de bronce, cerca al lago Titicaca, el cual esta
ubicado a 3.800 m.s.n.m., entre la frontera de Bolivia y Per(. De acuerdo con
investigaciones antropolégicas realizadas, las comunidades que poblaban las
cercanias del lago Titicaca, adaptaron las especies silvestres de papa a su

alimentacion?’.

La importancia de cv Parda pastusa, radica en su capacidad de produccion, por
ser una variedad que posee la destreza para adaptarse entre los 2000 y 3500

m.s.n.m., sin necesidad de suelos fértiles muy laborados?8.

Ademas, se considera uno de los principales alimentos en la canasta familiar, cuyo
origen no se encuentra relacionado con los cereales, es un producto primordial por
su alto contenido en carbohidratos, buena calidad de sus proteinas “y por ser una
fuente facilmente digerible, virtualmente libre de grasas y con valores minimos de

azucares solubles frente a otras fuentes ricas en almidon”19:20,
5.4 Cultivo

Para el cultivo de papa, se recomienda que el terreno destinado sea de textura
fina y con porosidad del 50%, estas garantizan el drenaje y almacenamiento
hidrico para el buen desarrollo del tubérculo, ademas permite la aireacién de la
raiz. Asi mismo, se deben realizar surcos con profundidad de 40 cm, con el fin de

propiciar el buen desarrollo de la parte radicular de la planta?L.

En cuanto al desarrollo de cultivo, se deben tener en cuenta tres factores
fundamentales: “a) La cantidad de energia solar interceptada por el cultivo, b) la
eficiencia de la planta para la conversion de dicha energia en materia seca y c) la
eficiencia en la translocacion de la materia seca a los tubérculos”??. No solo son
los factores mencionados anteriormente indispensables para la planta, sino
también lo son las condiciones agroclimaticas (Tabla 1) a las cuales se debe

mantener el cultivo.



Tabla 1. Datos tomados de: Manual papa. Camara de Comercio de Bogota?™.

CONDICIONES AGROCLIMATOLOGICAS

Altura sobre el nivel del mar 2000-3500 m.s.n.m.

Temperatura Entre 12y 14° C

Humedad relativa 75-80 %

Requerimiento Hidrico Entre 600 y 800 mm al afio

Tipo de suelo Franco, pendiente maxima del 30 %
Rango de Ph Entre 55Y 7,0

5.5 Cultivo de papa en Colombia

Segun Fedepapa y el Fondo Nacional del Fomento de la Papa (FNFP), en el afio
2017 en Colombia se obtuvo una producciéon de 2.751.837 toneladas del
tubérculo, a partir de un area sembrada de 132.161 hectéreas, siendo el
departamento de Cundinamarca el que cuenta con mayor area sembrada y por lo
tanto con mayor produccion. El rendimiento promedio que se obtiene a nivel
nacional se encuentra en 21 toneladas por cada hectarea sembrada. Dentro de las
variedades comerciales en el pais, se encuentra que 4 de ellas (superior, diacol,

pastusa y criolla) representan el 50% del &rea sembrada®®.

Asi mismo, esta labor tiene un aspecto social en la cual aproximadamente 110.000
familias se dedican al cultivo de la papa, generando asi mas de 300.000 empleos
en clima frio, posicionando este alimento en el tercer lugar de importancia a nivel

mundial®®.
5.6 Plagas y microorganismos fitopatégenos de Solanum tuberosum

La papa, al igual que los demas organismos del reino plantae, tiene caracteristicas
propias que la hacen susceptible a la invasion por parte de microorganismos o
insectos plaga, que afectan las partes anatdmicas de la planta, generando en la
mayoria de los casos, pérdidas economicas al agricultor. A continuacion, se hace

una breve resefia de las plagas y enfermedades mas comunes de dicho cultivo:

e Gota o afiublo de la papa (Phytphthora infestans): "el afiublo de la papa es
causado por el Oomycetes Phytophthora infestans, comun en zonas con

temperaturas entre 15°C y 22°C y humedad relativa mayor al 80%"%?. Se
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caracteriza por presentar manchas alargadas, irregulares y necroticas que
se pueden presentar en hojas, tallos e incluso el tubérculo. Generalmente
se usan fungicidas para su tratamiento y se evita la humedad y el exceso
de fertilizacién nitrogenada como para su prevencion?3,

Gusano blanco (Premnotrypes vorax): insecto del orden coleoptera, “cuyas
larvas se alimentan de los tubérculos y los adultos del follaje”?.
Dependiendo su nivel de infestacidn este insecto le puede generar una
pérdida economica al agricultor entre un 20-50% del cultivo e incluso la
pérdida total del mismo, por tal motivo, ellos aplican insecticidas para su
control?®.

Polilla guatemalteca (Tecia solanivora): esta polilla es una de las plagas con
mayor impacto econdmico en el cultivo de papa. Las larvas de este
lepidoptero, al igual que el gusano blanco se alimentan del tubérculo, por
otra parte, aunque los adultos de Tecia solanivora no se alimentan de la
parte foliar, si pueden ovipositar sobre el tubérculo que esta en almacenaje,
si este se encuentra mal conservado.

Pudricion seca (Fusarium spp): enfermedad que afecta los tubérculos,
arrugandolos hasta momificarlos. Es generada por el hongo Fusarium spp,
su colonizacién se da por las malas condiciones de almacenamiento o
presentar lesiones en terrenos contaminados. Se usan fungicidas para su
tratamiento o remocién de malezas y rotacion del terreno para su
prevencion?4.

Sarna pulverulenta (Spongospora subterranea): la sarna de la papa es una
enfermedad causada por el protista Spongospora subterranea, dicha
enfermedad no solo afecta la parte radicular de la planta, sino que también
altera la parte externa de la papa generando pustulas y asi reduciendo

significativamente la produccion?’.

Tizén temprano (Alternaria solani): esta fitopatologia causada por el hongo
Alternaria solani, ataca toda la planta, aunque inicia sus manifestaciones en

las hojas mas viejas de la planta, pese contraerse en los primeros estadios



de la planta. Se caracteriza por presentar pequefas lesiones que con el

tiempo se van necrozando?®.
5.7 Polilla guatemalteca (Tecia solanivora).

Tecia solanivora, es un insecto del complejo polillas, perteneciente al orden
Lepidoptera, que atacan al cultivo de la papa (Solanum tuberosum L.). Es
conocida con varios nombres como: “polilla gigante, palomilla grande, polilla
centroamericana, gusano guatemalteco y principalmente como polilla

guatemalteca™!.

El periodo de actividad de los insectos adultos se ubica hacia horas muy
tempranas del dia o en la noche, esto se debe a su poca tolerancia a la luz solar,
por tal motivo, es posible hallarlos escondidos en lugares sombreados, inclusive

en el suelo o en el lugar designado para almacenar el tubérculo32.

En paises andinos, como Venezuela, Colombia y Ecuador en los cuales este
cultivo es primordial en la economia, esta plaga es considerada como una de las

mayores amenazas para los cultivos de papa.

5.8 Clasificaciéon taxondmica de Tecia solanivora

Orden: Lepidoptera

Sub Orden: Dytrisia

Superfamilia: Tineoideae

Familia: Gelechiidae

Figura 2. Informacién tomada de: Manual integrado de la polilla guatemalteca de la papa. CORPOICA®®
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5.9 Ciclo de vida

“El insecto tiene un ciclo de vida que pasa por varias etapas: huevo, larva, pupa y
adulto, la duracion del ciclo estd entre 54 a 96 dias y cada estado esta
determinado por las condiciones del ambiente. La polilla puede depositar de 150 a

360 huevos y puede dar hasta seis generaciones al afio, dependiendo de las

condiciones ambientales”32,

Tecia solanivora
DESCRIPCION Y CICLO BIOLOGICO

2 la puesta,
amarillento en la incubacién
y marrén oscuro en la
eclosion.

Figura 3. Tomada de: La polilla guatemalteca. Consejeria de agricultura, pescay desarrollo rural 66

5.10 Comportamiento y dafio a los cultivos de papa pastusa

El dafio generado por Tecia solanivora en los cultivos, sucede en su estadio de
larva, la cual se alimenta principalmente de los tubérculos de papa. A pesar del
deterioro que las larvas causan, aun no se han descrito los mecanismos por los
cuales las larvas son capaces de encontrar el tubérculo ya que dichos procesos
han sido muy poco estudiados®3. De alli la importancia de empezar a implementar

medidas de control integrado de plagas, diferente al uso de sustancias quimicas.
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5.11 Pérdida econGmica por Tecia solanivora

En Colombia, se reporta por primera vez esta plaga en el afio 1985, causando
infestaciones en cultivo del 90% y pérdidas hasta de un 25% en produccién y
100% en almacenamiento. Ell dafio en el producto inicia cuando “Las hembras de
T. solanivora depositan los huevos en el suelo, cerca de la base de las plantas de
papa o sobre los tubérculos en almacén. Una vez que la larva emerge, se orienta
hacia el tubérculo, raspa su superficie, penetra debajo de la epidermis y luego
barrena mas profundamente hasta formar galerias dentro del tubérculo,

permaneciendo en este hasta el momento de pupar”3.

Debido a esto, la polilla guatemalteca (Tecia solanivora) es considerada una de las
plagas que mayor impacto econdmico ocasiona a los cultivadores de papa,
consideradndose aun mas dafiina que el gusano blanco (Premnotrypes vorax). Por
este motivo se buscan alternativas eficaces para su control que a su vez sean

amigables con el ambiente3.
5.12 Control quimico de Tecia solanivora

Para su control, los agricultores generalmente emplean insecticidas de alta
toxicidad, los cuales aplican con una frecuencia entre 12 a 15 veces durante el
cultivo. Esta forma de manejar la plaga, ademas de ocasionar alzas en los costos
de produccion, también puede generar efectos secundarios a la salud humana de
quien lo aplica, impacto negativo sobre el medio ambiente e incluso la resistencia

a las sustancias quimicas, por parte del insecto plaga3® 6.
5.13 Control bioloégico de Tecia solanivora

Pese a que el uso de insecticidas es hasta el momento, la opcién mas eficaz para
combatir la plaga, existen otras alternativas que también pueden ser usadas en el
manejo eficiente y sostenible de la plaga, esto se puede lograr mediante el uso de

microorganismos entomopatégenos o semioquimicos®’.

Hasta el momento, en la literatura se reporta el uso de hongos del género Bacillus

y Metarhizium y virus del género granulovirus®” 2. Por otro lado, como



semioquimicos se han utilizado feromonas y kairomonas*®. Sin embargo, ninguno
de los métodos empleados y mencionados ofrece un nivel de mortalidad como la

tienen los insecticidas generalmente empleados.

5.14 Insecticidas

Los insecticidas son sustancias quimicas contaminantes que son empleadas para
el control de alguna poblacion de insectos. Generalmente son empleados para
combatir insectos transmisores de enfermedades y por agricultores para poder
salvaguardar sus cultivos, de plagas®®.

Las siguientes son aquellas caracteristicas que harian de un insecticida el

producto ideal, sin embargo, no se encuentran unificadas en un solo producto:

Gran especificidad, baja toxicidad en humanos y demas animales: un producto
qgue en tiempo prolongado de exposicidon no genere efectos secundarios, baja
dosis letal, bajo coste, de caracteristica latente, biodegradable y baja probabilidad

de generar resistencia®® 4%,
5.15 Tipos de insecticidas

Generalmente se les clasifica en inorganicos, sintéticos y biolégicos. Los
inorganicos fueron los primeros en utilizarse al provenir de elementos como
Plomo, Cobre y Arsénico, pero su uso ha disminuido por sus efectos negativos. En
cuanto a los sintéticos, son los producidos quimica e industrialmente y los favoritos
por su eficacia, aunque también tienen repercusiones adversas sobre el medio
ambiente. Y finalmente, los biol6gicos son obtenidos a partir de plantas o
microorganismos, a pesar de que no genere efectos secundarios, su uso aun no

es tan recomendado a causa de costos o efectividad“2.
5.16 Efectos secundarios de los insecticidas

Aungque pueden existir otras técnicas empleadas en la agricultura que generan
impacto negativo sobre el ambiente, el uso de insecticidas es una de las
asociadas a dicho dafio. Los insecticidas se emplean con el objetivo de matar

insectos plaga, pero pueden tener un efecto letal o subletal sobre insectos que son



beneficiosos, como los polinizadores*®. Las abejas se pueden contaminar de forma
indirecta al consumir polen y néctar. Las demas abejas del panal, como obreras,
larvas e incluso la reina, se pueden contaminar si abejas contaminadas llevan
residuos del quimico al panal, lo que va teniendo efectos negativos en las

poblaciones de abejas**.

Finalmente, cabe destacar que el uso de plaguicidas deberia estar acompafado
de capacitaciones o tener conocimientos previos, de tal manera que se puedan

emplear las medidas necesarias para que la exposicién sea minimizada®.
5.17 Manzanilla (Matricaria).

“‘Herbacea de hasta 40 cm, anual, ramificada, aromatica, tallo erecto; hojas
sésiles, divididas en lacinias lineares; flores en cabezuela reunidas en corimbo,
con disco grande, amarillo y en domo; ligulas blancas vueltas hacia abajo; olor

muy caracteristico”™?,

5.18 Clasificacion taxondmica de Matricaria chamomilla

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Sub familia: Asteroidae

ngra4.Hﬂormadéntomadade:eoLcom.Manmaﬂachamonﬂﬂa67

5.19 Tipos de manzanilla

Alrededor del mundo existen diversas variedades de manzanilla; sin embargo, solo
cuatro de ella son las mas conocidas: manzanilla alemana (Matricaria chamomilla),
manzanilla romana (Arthemis nobilis), manzanilla fina (Matricaria aurea),

manzanilla bastarda (Arthemis arvensis). Otras manzanillas un poco menos
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conocidas son: manzanilla amarga (Santolina chamaecyparissus), manzanilla
borriquera (Anacyclus clavatus) y manzanilla sin olor (Tripleurospermum

inodorum) 2,
5.20 Cultivo de manzanilla

Al momento de cultivar manzanilla, se deben tener en cuenta ciertos parametros
para su cultivo. Dichos parametros son: preparacion del terreno haciendo surcos a
los cuales se les debe agregar sustancias de proteccion y nutricibn necesarias;
siembra de 0,30 metros entre planta y planta; control de arvenses con cobertura
plastica para facilitar su remocion manual; fertilizacion con materia organica o
dado el caso con fertilizacion quimica, pero se debe tener en cuenta el tipo de
suelo; la cosecha es obtenida aproximadamente 4 meses después, sin embargo,
puede variar segun las condiciones ambientales; la poscosecha y secado se

realiza cortando desde el tallo y dejando secar a temperatura ambiente®3.

5.21 Manzanilla alemana (Matricaria chamomilla)

“‘Planta herbacea, posee el tallo erguido, ramificado, redondo, hueco y puede
crecer cerca de 50 cm de altura; tiene un aroma ligeramente mas suave que la
manzanilla romana; hojas finamente divididas y floracion que aparece hacia el final

de la primavera hasta final del verano@.

5.22 Propiedades de la manzanilla alemana

La Matricaria chamomilla o manzanilla alemana, es una de las plantas mas
antiguas empleadas con fines medicinales en Europa, y actualmente se utiliza en
la medicina fitoterapéutica para aliviar problemas digestivos, como sedante y
antiespasmaodico, estos ultimos actuando por via topica. También le adjudican al

aceite esencial capacidad antiinflamatoria, cicatrizante, analgésica y antiviral>*,
5.23 Extracto vegetal

Se define a un extracto vegetal, como el compuesto obtenido mediante procesos
fisico-quimicos a partir de sustancias presentes en los tejidos conformacionales de

la planta®t. Los extractos vegetales, poseen la presencia de algunos metabolitos



no volatilizables, los cuales pueden ser agrupados en compuestos fendlicos,
nitrogenados y terpenoides, cuya presencia le confiere al extracto propiedades

plaguicidas®’.
5.24 Concentracion de extracto vegetal por rotoevaporador

El fundamento de la rotaevaporacion se basa en aplicar energia térmica, a tal
punto que la presion de vapor interna iguale a la presion de vapor externa y se
empiece a evaporar, es decir hasta que la sustancia a analizar alcance su punto
de ebullicion. Lo que favorece a esta técnica, es la aplicacion de vacio al sistema,
ayudando a que el analito alcance su punto de ebullicion a temperaturas inferiores,

debido a la igualacién de presiones en menor tiempo“.

5.25 Uso del extracto vegetal como insecticida

El control de plagas con extractos vegetales ha sido una técnica empleada desde
tiempo atras con resultados positivos, negativos y neutros. Pero dichas practicas
fueron reemplazadas desde la implementacion de insecticidas sintéticos*®. El
resurgimiento de estas alternativas sostenibles en pro de satisfacer la necesidad
de hallar nuevos compuestos biorracionales, con el objetivo de mantener la plaga
bajo control sin provocar problemas, permite impulsar el uso de extractos

vegetales como una alternativa que puede darle solucién a estos problema®®.



6. Disefio metodologico
6.1 Universo, poblacion y muestra
Universo

El universo de esta investigacion es la polilla guatemalteca (Tecia solanivora) y los

extractos de Manzanilla.
Poblacion

La poblacién son las larvas y adultos de Tecia solanivora y los extractos vegetales
de Matricaria chamomilla.

Muestra

Estadios de larva neonata y de adulto de Tecia solanivora, los cuales fueron
obtenidos a través de cria in vitro en la Universidad Colegio Mayor de
Cundinamarca y extractos de Matricaria chamomilla en diferentes

concentraciones.
6.2 Hipodtesis, variables e indicadores
Hipotesis

Los extractos de Matricaria chamomilla tienen capacidad insecticida, haciendo

repelencia o causando mortalidad de Tecia solanivora.
Variables

La variable dependiente para este estudio fueron las concentraciones del extracto
de Matricaria chamomilla.

La variable independiente fueron los estadios de larva neonata (L1) y adultos de

Tecia solanivora.



Indicadores

NUumero de larvas neonatas (L1) y adultos de Tecia solanivora muertos y las
Concentraciones de Matricaria chamomilla que demostraron porcentaje de muerte

o repelencia.
6.3 Técnicas y procedimientos
Recolecciéon del material vegetal

La especie vegetal utilizada (Matricaria chamomilla), se obtuvo en la plaza Samper
Mendoza, la cual “es en América Latina la primera plaza dedicada al comercio de
plantas, considerada patrimonio inmaterial de la localidad de Los Martires”>®, en

Bogota.
Tratamiento del material vegetal

El material se dejo secar por 60 dias a temperatura ambiente en el invernadero de
la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, con temperaturas que oscilaron
entre 22-25°C.

Figura 5. Secado del material vegetal (Matricaria chamomilla). Foto tomada por los autores

Posterior al secado de la muestra vegetal, se realizo triturado manual (Figura 6) y
se elabord una preparacién en la cual se utiliz6 como solvente polar Metanol (440

mL). Se cubri6 el material vegetal (82,07 gr) en su totalidad con el fin de extraer la
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mayor cantidad de extracto posible a partir del material vegetal. Simultaneamente
se realizo la misma preparacion utilizando como solvente apolar Cloroformo (470

mL) y material vegetal (82.07 gr). (Figura 7)

<

Figura 6. Picado del material para su maceracion en solvente, en nuestro caso Metanol y Cloroformo.
(Foto tomada por los autores)

Figura 7. Maceracion del material vegetal (Matricaria chamomilla) en Metanol y
Cloroformo por 24 horas. (Foto tomada por los autores)
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Transcurridas 24 horas, las muestras fueron filtradas para la separacion del
material vegetal del extracto (Figura 8), la maceracion del material vegetal se
sumergié nuevamente en el respectivo solvente, durante 24 horas con el fin de
obtener metabolitos menos volatiles. Los extractos se concentraron por separado
en rotoevaporador (Figura 9) y se llevaron a viales de vidrio cuyo volumen es de
aproximadamente 5 mL, los cuales fueron expuestos al ambiente, con el fin de
lograr la evaporacion del solvente sobrante (Figura 10), finalmente se

almacenaron a 4°C, hasta la preparacion de las soluciones.

Figura 8 . Filtracion del extracto vegetal obtenido luego de 24 horas en maceracion.

(Foto tomada por los autores)
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Figura 9. Concentracion de filtrado del extracto de Matricaria chamomilla en
rotoevaporador.

(Foto tomada por los autores)

Figura 10. Viales de almacenamiento del extracto. (Foto tomada por los autores)
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Los parametros para realizar las concentraciones de los extractos se presentan en

la tabla 2 y tabla 3:

Tabla 2. Condiciones de peso del material vegetal, volumen de solvente, vacio, temperatura y
revoluciones, utilizadas en la extraccion del extracto metandlico de Matricaria chamomilla.

Agrupado por los autores.
EXTRACCION METANOLICA
1ra extraccion (10 ABRIL 2018) 2da extraccion {20 ABRIL 2018] 3ra extraccion
Manzanilla lgr) 8207 [Manzanilla jgr) 82,07 [Manzanilla jgr) 32.07
Volumen metanol 440mL  |Wolumen metanol 311 mL  [Volurnen metanol {mL) 330

Condiciones del Rotoevaporador

Condiciones del Rotoevaporador

Condiciones del Rotoevaporador

Tara Balon (or) 172,53 |Tara Balon fzr) 172,79 |Tara Balon (or) 171,08
Vacio 230 mbar | Vacio 227 mhar_|Vacio 220 mbar
Temperatura I5C Temperatura IE°C Temperatura B,9°C
Revoluciones 72rpm_ |Revoluciones O rpm_ |Revoluciones 0 rpm
VIAL WIAL V1AL
Pesosin tapa lgr) | 10,22 |Peso sin tapa (gr] | 10,2 Peso sin tapa lgr) | 10,15
EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO
Peso (20 abril 2018) | 51lgr |Peso | 4,53gr  |Peso | 4,43gr

Tabla 3. Condiciones de peso del material vegetal, volumen de solvente, vacio, temperatura y
revoluciones, utilizadas en la extraccion del extracto Cloroférmico de Matricaria chamomilla.

Agrupado por los autores

EXTRACCION CLOROFORMO

1ra extraccion 2da extraccion
hlanzanilla (gr) 8207  [Manzanilla (gr) 82.07
Volurmen cloroformo 470 mL  [Volumen cloroformo 258 mL
Condiciones del Rotoevaporador Condiciones del Rotoevaporador
Tara Balon for) 173,69 |Tara Balon lgr) 173,69
Vacio 354 mhbar | Vacig 300 mibzar
Ternperatura 36°C Ternperatura 36°C
Revoluciones S0 rpm  [Revoluciones S0 rpm
VIAL VIAL
Peso sin tapa lar) | 10,15 Peso sin tapa lar) | 10,2
EXTRACTO EXTRACTO
Peso | M. A Peso | 3 158r




7. BIOENSAYOS

1. Obtencién de huevos de Tecia solanivora.

Los huevos de Tecia solanivora (Figura 11) se obtuvieron por donacién de la
Corporacién Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA). A partir de
alli, se inicié la cria de Tecia solanivora en las instalaciones de la Universidad
colegio Mayor de Cundinamarca. Las condiciones para la cria del insecto fueron:
temperaturas que oscilaran entre 16 y 18°C y humedad entre 47 y 52%. Los
huevos fueron humedecidos con frecuencia para garantizar los niveles requeridos

de humedad por parte del insecto.

Figura 11: Observacion de huevos de Tecia solanivora al estereoscopio

Cria de Tecia solanivora

Siguiendo el protocolo sugerido por AGROSAVIA en la visita realizada a sus

instalaciones. Los pasos a seguir para el desarrollo de la cria fueron:

1. Los huevos se dejaron incubar en la caja de Petri con permanente

humedad hasta eclosionar y observar la presencia de larvas neonatas.
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A B

Figura 12. Huevos de Tecia solanivora, almacenados en condiciones para su desarrollo, se realiza
lectura de temperatura y humedad diariamente. A y B. Cajas de Petri en las cuales se almacenan las
servilletas de las cAmaras de ovoposicion.

2. Se elabor¢ la camara de cria, empleando una cubeta plastica transparente, con

arena, dos soportes y rejilla, en la cual se ubican los ejemplares de papa pastusa.

Figura 13. Larvas en estadio L1 sobre la papa en camara de incubacion para la infestacion de Papa
(Solanum tuberosum cv Parda pastusa).

3. Las larvas neonatas (L1) fueron trasladadas aleatoriamente con precaucion a
ejemplares de papa pastusa los cuales se dispusieron en la cAmara de cria con el
objetivo de que entren en el tubérculo y puedan continuar con su proceso de
metamorfosis. Las servilletas de las camaras de oviposicion también fueron

puestas sobre la papa hasta que se dejo de observar la presencia de larvas

neonatas.

Figura 14. Se observan larvas entrando y saliendo del tubérculo, asi como tuneles de entrada
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4. En la semana tres después de disponer las larvas en la papa, se observo la
deformacion del tubérculo (Figura 15A) con presencia de aberturas generalizadas
correspondientes a los tuneles ocasionados por las larvas L4 (Figura 15B), las
cuales migran del interior del tubérculo al medio externo para empupar.

e Losinstares larvales L2 y L3 se desarrollan dentro del tubérculo.

Figura 15. A Deformacién del tubérculo B. Larva (L4) de Tecia solanivora al estereoscopio, regiéon
dorsal de la larva (Rojo- Purpura)

5. Las larvas de ultimo instar aprovecharon la arena de la camara de cria para la
formacion de la pupa, en la cual se llevd a cabo la parte final de la

metamorfosis hasta estadio adulto.

Figura 16. Camara para el albergue de los adultos después de pasar por estadio de pupa
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6. Para la semana 5, los adultos emergidos se albergaron en la camara de

adultos, la cual fue elaborada en vidrio y su entrada fue cubierta con velo suizo.

7. Los adultos se recolectaron sin diferenciacion sexual en frascos de plastico con
boca ancha.

Imagen 17. Camaras de ovipostura en las cuales se ponen alrededor de 15 adultos entre hembras y

machos, en la base de la cdmara se instala una servilleta y velo suizo para la estimulacion del aparato
ovopositor de la hembra. Los tacos de algodén observados en la fotografia contienen agua-miel para
alimentacion de los adultos de Tecia solanivora.

8. Los huevos obtenidos en la cAmara de oviposicion se dispusieron nuevamente

en camara de incubacion para continuar con la cria (Figura 12).

Durante las cinco semanas de cria, se realizd lectura de temperatura y humedad
relativa diariamente, donde se obtiene el siguiente comportamiento como se
muestra en la Figura 18. Las mediciones se hicieron con un termohigometro
Thermometer TA218.
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Figura 18. Variacién de la temperatura y humedad relativa durante la cria de Tecia solanivora.
Temperatura de 21, 30,2°C y humedad relativa de 43, 83,9%

En la figura 18 se puede observar que la temperatura mantuvo su variacibn muy
cercana a la media, en comparacion con la humedad relativa registrada, cuyos
datos presentaron mayor dispersion durante el periodo registrado.
Independientemente de los cambios registrados, estas condiciones fueron

aceptadas por Tecia solanivora durante la cria in vitro.

Bioensayo de repelencia

Para evaluar la actividad repelente del extracto crudo concentrado de Matricaria
chamomilla, se empled la técnica utilizada por Castillo y colaboradores en su
publicacién “Actividad bioldgica in vitro del extracto de Capsicum chinense Jacq
contra Bemisia tabaci Genn”. La elaboracion del olfatdmetro se realizé de la
siguiente manera:

1. Se tomaron dos frascos de 200 mL aproximadamente, los cuales se

taparon con dos circunferencias de papel filtro.
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2. Se unieron los frascos por medio de un tubo de plastico transparente de 10
cm de longitud y 6 mm de diametro.

3. En el frasco numero 1 se situé un papel filtro impregnado con 300uL del
extracto metanodlico al 20%, se debe esperar 30 minutos para la
evaporacion del solvente, posteriormente se ubicaron 10 adultos de Tecia
solanivora sin distincion sexual. De la misma manera se realiz6 el extracto
cloroférmico y los controles.

El frasco nimero 2 se dej6 vacio.

Los ensayos se evaluaron a las 24 y 48 horas después de poner en
contacto los insectos con el extracto, se observo la cantidad de insectos
gue migraron al recipiente que no contenian extracto cuyos datos eran de

importancia estadistica.

Figura 19. Olfatémetro para bioensayo de repelencia

6. El indice de repelencia (IR) se calculo teniendo en cuenta la formula usada por

Salvador y colaboradores en el afio 200756.

indice de _ 2+ (%hinsectos en el ensayo)
repelencia (Yeinsectos en el ensayo + %insectos en el testigo)

*el nllmero dos es usado como una constante.
Dénde:
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Se considera que el extracto es repelente si su IR es <1; Neutro si es = 1, es decir

gue no presenta actividad repelente o atrayente; Atrayente si el IR es >1.

Bioensayo de mortalidad

Para evaluar la actividad insecticida de los extractos crudos concentrados,

metandlicos y cloroférmicos obtenidos de Matricaria chamomilla, se prepararon

cinco soluciones con diferentes concentraciones (1.25, 2.5, 5, 10 y 20%) diluidos

con metanol y cloroformo, se siguié la metodologia propuesta por la OMS (WHO

1981)°’. Los ensayos de mortalidad se elaboraron de la siguiente manera:

1.

Se utiliz6 papel filtro estéril de aproximadamente 5.0 cm de didmetro y se
les agregd 300uL de cada concentracion del extracto por separado, luego
se dispusieron en la base de su respectiva caja de Petri estéril.

A partir de agregado el extracto, se debia esperar 30 minutos con el
objetivo de evaporar el solvente y la correcta distribucion del extracto en el
papel filtro.

Finalizados los 30 minutos, se expusieron por separado grupos de 10 larvas
en estadio L1 a las cinco concentraciones de cada extracto.

Luego cada caja de Petri fue tapada y almacenada a temperatura ambiente
privadas de la luz (Figura 20).

Los bioensayos, se evaluaron a las 24 y 48 horas de exposicion, para
determinar la mortalidad larval. Las larvas fueron consideradas muertas al
no reaccionar al contacto fisico.

El montaje de los controles (Figura 21) fue realizado de la misma forma
gue los extractos a evaluar. Como control positivo se uso el agroguimico de
marca comercial Regent® (200g/L) cuyo principio activo es el fipronil y

como control negativo se us6 agua destilada.



Figura 20. Bioensayos de mortalidad. A. Ensayos con extracto metandlico. B. Ensayos con el extracto
cloroférmico

Figura 21. Controles de los bioensayos de mortalidad. Control negativo (ctrl-), control positivo (ctrl+),
control de metanol (ctrl CHsOH) y control de cloroformo (ctrl CHCI3) respectivamente.
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8. Resultados

Los extractos vegetales, se han convertido en una alternativa con numerosas
aplicaciones, entre ellas se encuentran su actividad antimicrobiana, actividad
antioxidante, actividad plaguicida y actividad insecticida, siendo esta ultima el
objetivo de este trabajo. El material vegetal utilizado para la obtencion del extracto
vegetal de Matricaria chamomilla (Manzanilla alemana), se adquirié en la Plaza de
Mercado Samper Mendoza, ubicada en la localidad de Los Martires. Este lugar
presta sus servicios de comercializacion de hierbas aromaticas a los visitantes,
generalmente desde las 3:45 am hasta las 5 pm. La gran mayoria de las
aromaticas que se distribuyen en este lugar, especialmente la manzanilla, es
traida del municipio de Chipaque, el cual esta conformado por 23 veredas y “se
localiza al oriente del departamento de Cundinamarca, en la provincia Oriente, a
una distancia de 27 km de Bogota y a una altura de 2400 m.s.n.m”?°, ademas
cuenta con una temperatura promedio de 14°C, siendo conveniente debido a que
la “manzanilla es una especie que se da en clima frio/seco, (10-18°C). La altitud
recomendada para su cultivo se encuentra entre los 2000 y 2600 m.s.n.m”,

La compra del material vegetal, se llevo a cabo en el mes de Septiembre de 2018,
sin tener en cuenta las condiciones agroclimaticas del lugar de cultivo. Se
adquirieron alrededor de 5 Kg de manzanilla con un valor promedio de 0,89 USD
(equivalentes a 3000 COP) por kilo de aromatica.

Con el fin de evaluar la actividad insecticida del extracto de Matricaria chamomilla,
se desarrollaron dos tipos de ensayos (repelencia y mortalidad) utilizando adultos
y larvas neonatas respectivamente de Tecia solanivora. A continuacion se

describen cada uno de los ensayos realizados.



8.1 Bioensayo de repelencia

A continuacion, en la tabla 4, se presentan los resultados del Bioensayo de

repelencia:

Tabla 4. Porcentaje de repelencia e indice de repelencia a las 48 horas. Agrupado por los autores.

Bioensayo de Repelencia
Horas Porcentaje a las 24 horas | Porcentaje a las 48 horas | Indice de Repelencia*

Conirel MNeg. (Agua 0%, 1 I
destilada)
Conirel de metanol 0% I
Conirol de cloroformo 0% 1 e
Exiracio de Matricaria chamomilla (Metanol)

0% | 0% 0% 1
Exiracio de Matricaria chamomilla (Cloroforme)

0% | 10% 0%, 032

* indice de repelencia calculado a las 48 horas

El porcentaje de repelencia, se obtuvo teniendo en cuenta la cantidad de insectos

que se alejaban de la camara del olfatometro en la que se encontraba el extracto.

El extracto cloroformico de Matricaria chamomilla, presento el mayor porcentaje

de repelencia con el 30% (3 individuos) de los insectos a las 48 horas. Para este

caso, el indice de repelencia obtenido fue de 0,82.

En la figura 22, se observa que el extracto de mayor eficacia en repelencia para

Tecia solanivora es el extracto cloroférmico, con un porcentaje de repelencia del

30%, mientras que el extracto metandlico no generd ningun efecto a las 24 y 48

horas.



% BIOENSAYO DE REPELENCIA
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Figura 22: Proporcién de repelencia de Tecia solanivora a extracto metandlico y cloroférmico de
Matricaria chamomilla

En los ensayos de repelencia no se realiz6 control positivo, debido a que a la
fecha no se encuentra registrado ante el ICA un producto comercial con actividad
repelente aplicado contra Tecia solanivora en tubérculos de Solanum tuberosum.

Sin embargo, comercialmente se encuentra un producto con registro ICA nimero
4536 de nombre “ALISIN”, clasificado como insecticida organico (toxicidad tipo V),
cuyo principio activo es la combinacion del extracto de ajo (Allium sativum) y
extracto de aji (Capsicum anuum). La ficha técnica del producto registra tener
actividad repelente sobre Tecia solanivora, no obstante en los registro del ICA no
se encuentra autorizado para su aplicacién en esta plaga, por otro lado, si esta
autorizado en el control de afido negro (Macrosiphoniella sanborni), broca del café
(Hypothenemus hampei) y cochinilla (Dysmicoccus brevipes) en cultivos de

pompom, café y pifia respectivamente8869,

pag. 49



8.2 Bioensayo de mortalidad

En la tabla 5, se muestran los resultados del bioensayo de mortalidad:

Tabla 5. Porcentaje de mortalidad de los extractos Metandlico y Cloroférmico a las 24 y 48 horas.
Agrupado por los autores

........................................... Bioensayo de Mortalidad =
%o de larvas muertas
Hor as 14 48
Control Neg. { Agua destilada) (%4 (%
Control Pos. (Regent) 10004 100054
Metanol 4004 1 i,
Clarolormo 600G 1 0010
Extracto Mamicaria chamonmilia I::FL‘IPI alm]_:l
1,25% 3% Q0%
2. %% S0% 100%
5 0% Bl 100054
10% 8% 100%
20% S 100%,
Extracto Maticaria chamomidia (Clorolorma)
1,25% 2% 0%
2,5% S BR%
o, ] 1 (0%
10% %% 100%,
20% %% 100%

Teniendo en cuenta los datos agrupados en la tabla 5, todas las concentraciones
de extractos empleados independientemente de su solvente generaron mortalidad
en larvas neonatas de Tecia solanivora. Como era de esperarse, de aquellas
soluciones que estaban menos concentradas se obtuvo un recuento menor que
aguellas con mayor concentracion de metabolitos. Cuantitativamente con respecto
a los solventes empleados, el extracto metandlico no difiere mucho del extracto
cloroférmico en cuanto a su capacidad insecticida a las 24 (figura 26) y 48 horas
(figura 27).

Asi mismo, los controles de solvente fueron aquellos con los que se realiz6 la
maceracion del material vegetal, para la extraccion de los metabolitos. Al
comparar el resultado de los controles de solvente a las 24 horas, con los datos
obtenidos con los extractos en el mismo periodo de tiempo, se observa que el
porcentaje de mortalidad por parte de los extractos es igual o superior al 60% a

partir de concentraciones del 5%, es decir igualan o superan la mortalidad maxima
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obtenida por los controles a las 24 horas, razén por la cual la mortalidad se puede
asociar al extracto.

En cuanto a los datos obtenidos a las 48 horas, se evidencia que la mortalidad
tanto en los controles de solvente como en los extractos es del 100%, estos

resultados pueden estar asociados a factores externos al ensayo.

CONTROLES

100
a0
&0
a0

20

Corntrol negativo Corntrol Postivo Metanol Cloroformno
[Aguadestiladas)

B2 horss W43 hores

Figura 23. Resultado controles bioensayo de mortalidad

El extracto metandlico de Matricaria chamomilla concentrado al 20% fue el que
presentd el mayor porcentaje de mortalidad frente a las larvas neonatas de Tecia
solanivora, en contraste, la concentracion de 1,25% fue la que produjo el menor
porcentaje de mortalidad. A pesar, de las variaciones que mostraron los
resultados, lo positivo para el ensayo es que todas las concentraciones produjeron
mortalidad larvaria con un rango del 20%-90% a las 24 horas y del 70-100% a las
48 horas (figura 24).
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Figura 24: Proporcion de mortalidad de Tecia solanivora a extracto metandlico de Matricaria
chamomilla

Como se puede observar en la figura 25 los extractos cloroformicos empleados,
también tuvieron efecto de mortalidad en las larvas neonatas, incluso la menor
concentracion. Estos resultados no tuvieron grandes diferencias al compararlos

con los de mortalidad por el extracto metandlico.

Extracto Cloroformico de Matricaria Chamaomilia

100

&0
&
4
2
0 [#5]
1,25 25 s 10 20

B 24 horas W45 horas

[}

[}

o

Figura 25: Proporcién de mortalidad de Tecia solanivora a extracto cloroférmico de Matricaria
chamomilla
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En la figura 26, se observa que la capacidad insecticida del extracto metandlico a
las 24 horas, comparada con el extracto cloroférmico tiene una variacion del 10%,
exceptuando la concentracion al 5%, cuya diferencia es del 20%, lo que nos indica
que la capacidad de mortalidad del extracto cloroférmico no se aleja
considerablemente de los datos porcentuales alcanzados por el extracto

metandlico.

Extracto Metanolico VS Extracto Cloroformico en
24 horas

100
a0
a0
gi m
u Bl
£ 50
540
.
0
- i
0
15 25 5 10 g

Concentracion

M Metanol ECloroformo

Figura 26: Comparacion del extracto metandlico y el extracto cloroférmico en ensayos de mortalidad a
las 24 horas.
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En la figura 27, se observa que la capacidad insecticida del extracto metandlico a
las 48 horas, en las concentraciones 1,25, 2,5 y 20% no aumentaron
considerablemente comparadas con el extracto cloroférmico. Por otra parte, las
concentraciones del 5% y el 10% presentaron el mismo porcentaje de mortalidad,
estos resultados pueden estar asociados a la influencia de los factores ajenos al

ensayo.

Extracto Metanolico VS Extracto Cloroformico en
48 horas

a0

0

0
1,75 25 g 10 0

Concentracion

w5
] ]

Parcentajet)
o
(o)

M Metanol B Cloroformo

Figura 27:Comparacion del extracto metandlico y el extracto cloroférmico en ensayos de mortalidad a
las 48 horas.
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9. DISCUSION

Las alternativas biologicas de manejo de plagas, estan orientadas a disminuir el
dafio a la salud de las personas y a la salud ambiental. Las estadisticas muestran
que los agroquimicos tipo neocotinoide como el fipronil han ocasionado dafios
irreparables a insectos polinizadores y al agricultor. Una alternativa amigable para
el ambiente, es el uso de extractos vegetales y sus metabolitos en el control de
insectos plaga. Esta caracteristica biocontroladora que se le esta atribuyendo a los
extractos es de gran importancia debido a los componentes fitoquimicos que se
pueden extraer de estos y en especial los multiples usos que se les pueden dar.
En el caso de esta investigacion, se valoraron los posibles usos de repelencia y
mortalidad del extracto de Matricaria chamomilla utilizando tallo, hojas y flores en

conjunto.

En los bioensayos de repelencia, los controles realizados con los solventes no
presentaron ningun efecto de repelencia sobre la muestra estudiada, del mismo
modo, el extracto metandlico de manzanilla al 20% no produjo efecto repelente
sobre los insectos. A diferencia de los controles y el extracto metandlico; donde el
100% de los insectos se ubican en la camara central del olfatdbmetro, el extracto
cloroférmico empleado, tuvo la capacidad de generar repelencia en el 30% de los
insectos, los cuales migraron a la cdmara que carecia de solucion repelente en su
interior. En este sentido, el estudio realizado por Castillo y colaboradores en
2012%, en el cual utilizaron seis concentraciones de extracto etandlico de
Capsicum chinense, se encuentro que los seis tratamientos elaborados del
extracto resultaron efectivos para repelencia en los adultos de Bemisia tabaco,
siendo las concentraciones de 40 y 50% las mas efectivas. El indice de repelencia
calculado a las 48 horas (tabla 4), ilustra cuan efectivo puede llegar a ser el
extracto en contacto con la poblacién a analizar. En el presente experimento, un
resultado de 0,82 para el extracto cloroférmico al 20%, nos indica que el extracto

posee leves propiedades de repelencia frente a Tecia solanivora, por consiguiente,



el extracto no podria ser considerado un buen repelente para este Lepidoptero, ya
que no evitaria la colonizacion por parte de la plaga. Adicionalmente, en el estudio
de Castillo y colaboradores®’, en el afio 2012 todos sus tratamientos obtuvieron un
indice de repelencia menor a 1, siendo las concentraciones de 40% y 50% las que
obtuvieron el indice de repelencia (0,11) mas cercano a cero, presentando mayor
actividad repelente, frente a las demas concentraciones estudiadas, incluso, en

comparacion con los extractos de Matricaria chamomilla.

El indice de repelencia indica que el extracto cloroformico al 20% de Matricaria
chamomilla es el Unico que presenta diferencia con respecto a los ensayos control
y al extracto metandlico, los cuales no poseen efecto alguno sobre el insecto
(Tecia solanivora). Estos resultados son diferentes a los obtenidos por Tomczyk y
Suszko en 2011%°, quienes probaron el extracto etandlico de Matricaria chamomilla
en una poblacién de acaros y obtuvieron datos estadisticamente significativos de
repelencia, propiedad que le atribuyen a los terpenoides presentes en esta planta
y confirman con los datos reportados en la literatura sobre sus efectos conocidos

de repelente e incluso acaricida.

Goémez y Poveda en 2009%°, evaluaron con ensayos en campo la efectividad
repelente del extracto de ajo, pimienta y la combinacién de ambos frente a Tecia
solanivora. Los extractos en su composicién Unica no ejercieron algun tipo de
repelencia hacia el Lepiddptero. Sin embargo, su combinacion logré generar
menor cantidad de plantas infestadas, lo que los autores traducen a que dicha
combinacion posee propiedades repelentes. Ademas, los extractos de manzanilla
metandlico y cloroformico aparentemente no afectaron la oviposicion, puesto que
en el presente trabajo se obtuvieron los huevos para continuar con la cria in vitro

de los adultos expuestos a los extractos en los ensayos de repelencia.

También con relacion al ensayo de repelencia, se ha determinado que existe
atraccion de la polilla por la planta huésped, debido a la interaccion que tienen

ciertas sustancias quimicas con los érganos receptores del insecto para dichos



compuestos. Esto es confirmado por Bosa y colaboradores en 201119, quienes
identifican que la papa puede secretar compuestos volatiles como feromonas y
kairomonas que pueden de una u otra forma influir en el comportamiento de los
insectos. Por una parte, se cree que las flores emiten compuestos atrayentes para
insectos polinizadores e insectos plaga, por otro lado, estos compuestos volatiles
de la flor se pueden asociar con la repelencia mediante el blogueo de
quimioreceptores, afectando la percepcion quimica que utilizan las polillas para
orientarse sobre esta estructura de la planta, ya que, durante su ciclo de vida, las
flores no son de preferencia para el insecto. Teniendo en cuenta esto, y los
resultados obtenidos, es posible que el extracto metandlico de manzanilla, no
afecte de algun modo los 6rganos receptores de Tecia solanivora, y por lo tanto no
genera ningun tipo de repelencia en el insecto. En relacion a esto, el extracto de
cloroformo tiene algun tipo de metabolito repelente, pero que requiere de

concentraciones mas elevadas, para potenciar su efecto.

En cuanto a los ensayos de mortalidad, se observa en la tabla 5 como los 2
extractos trabajados y sus diferentes concentraciones presentan porcentaje de
mortalidad en larvas de Tecia solanivora, siendo el extracto metandlico el que
presenta mayor efectividad. Asi mismo en el estudio de Bilal y colaboradores en el
20099, obtienen porcentajes de mortalidad en larvas de Aedes albopictus con los 5
extractos utilizados. Todos los extractos de este estudio fueron realizados con Eter
como solvente, siendo el mas efectivo el extracto de C. Sinensis con altos
porcentajes (82%) de mortalidad, seguido del extracto de manzanilla con el 70%
de mortalidad. Para el caso de nuestra investigacion se utilizaron dos solventes
Metanol y Cloroformo con los cuales se obtuvieron porcentajes de mortalidad muy

similares.

En estudios realizados por Pérez y colaboradores en el afio 20173, quienes
evaluaron la actividad insecticida de extractos liquénicos de Physcia sp en larvas
de Tecia solanivora, encontraron que los extractos estudiados no presentaron el

mismo comportamiento para las concentraciones evaluadas, pero se pudo



confirmar que hubo actividad insecticida para las larvas de Tecia solanivora. Asi
mismo, en los ensayos realizados en el presente trabajo, la actividad insecticida
no se evidencid de la misma manera en todos los extractos evaluados. Sin
embargo, no se generaron diferencias significativas en cada uno de ellos y se
pudo demostrar capacidad insecticida por encima del 20% para el extracto

cloroférmico y del 30% para el extracto metandlico.

Aguirre y colaboradores en 2018%, logran obtener extractos etandlicos de
diferente especies de la familia Asteraceae, los cuales presentan porcentajes de
mortalidad en larvas de Aedes aegypti mayores al 50% en concentraciones de 500
y 1000%. Posteriormente, realizaron una marcha fitoquimica para la obtencién de
los diferentes metabolitos secundarios que pueden estar implicados en esta
propiedad. Los resultados evidenciaron, que el extracto metandlico de Matricaria
chamomilla (Asteraceae) en concentraciones de 5, 10 y 20 % obtuvieron mejor
rendimiento que el extracto cloroférmico al presentar porcentajes de mortalidad
mayores al 50%. Aunque el presente trabajo no realizé la marcha fitoquimica, los
investigadores recomiendan que, a futuro, se realice el tamizaje fitoquimico para
establecer los posibles metabolitos que estarian produciendo la actividad larvicida

en este extracto.

En este sentido, y segun la revision literaria sobre manzanilla, realizada por Ompal
y colaboradores en el afio 2011%%, los compuestos quimicos mas importantes y
cuya presencia es mas frecuente son aquellos pertenecientes a los grupos de los
flavonoides, sesquiterpenos, poliacetilenos y cumarinas, ademas de estos pueden
estar presentes otros metabolitos secundarios. Lo anterior es confirmado en el afio
2018 por Aguirre y colaboradores®® al informar que las plantas de la familia
Asteraceae tienen metabolitos quimicos (cumarinas, flavonoides, terpenos,
alcaloides y esteroles) los cuales son utilizados como potenciales larvicidas.
Adicionalmente, ellos sostienen que la sintesis de estos metabolitos se ve
afectada por el género y la especie de Asteracea y la obtencion esta determinada

por el solvente usado para el extracto. De modo que los extractos empleados en



el presente trabajo tienen algunos metabolitos de los que mencionan los
investigadores citados por los resultados obtenidos en la actividad larvicida que se

ve evidenciada sobre Tecia solanivora.

Especies de la familia Asteraceae, tienen la capacidad de sintetizar monoterpenos
de tipo piretrinas que tienen funcion de insecticida natural sin generar riesgo a los
mamiferos. Asi lo reportan Vitto y Petenatti en el afio 2015%, quienes mencionan
qgue la modificacién quimica de este producto natural da lugar a la elaboracion de
compuestos sintéticos con mayor actividad insecticida. De alli la importancia de
poder identificar los metabolitos que esta generando esta actividad insecticida, con
el objetivo de poder saber si la planta en estudio posee monoterpenos de tipo

piretrina o algun otro metabolito que le confiera esta capacidad insecticida.

Los aceites esenciales, se han propuesto como una alternativa para el manejo
bioldgico de Tecia solanivora, en el estudio de Ramirez y colaboradores del afio
2010 utilizaron los aceites esenciales de muestras vegetales pertenecientes a la
familia Lamiaceae, con los cuales buscaban comprobar su actividad insecticida en
los estadios de huevo, larva y adulto, donde finalmente solo el estadio de huevo se
vio seriamente afectado por el aceite esencial. Los estadios larval y adulto no
sufrieron dafios de relevancia. Por el contrario, los extractos vegetales al tener
metabolitos mas estables en su composicion tienen la capacidad de generar
mortalidad del 100% de las larvas neonatas a las 48 horas, en casi la totalidad de
los ensayos realizados, teniendo en cuenta que el estadio larval posee una
composicién morfologica relativamente mas resistente a la de los huevos, es
posible que el extracto también posea propiedades ovicidas para Tecia solanivora,
actividad que también debe ser determinada a futuro.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran, que la implementacién de
los extractos vegetales son una alternativa a futuro como posibles controladores

de plagas a nivel agrénomo.



10. CONCLUSIONES

1. Se realizd la obtencion del extracto de Manzanilla (Matricaria chamomilla)
utilizando metanol y cloroformo, que segun su polaridad son capaces de extraer
diferentes metabolitos presentes en la especie vegetal y que le confieren

caracteristicas repelentes e insecticidas

2. En los bioensayos de repelencia realizados, los extractos demostraron
capacidad repelente del 30% lo que demuestra su bajo potencial para controlar el
insecto plaga, esto se demuestra en el porcentaje de tubérculos dafiados. Por esta
razén, se podria concluir que su uso, por si solo, no representa un mecanismo de

biocontrol adecuado.

3. Los ensayos de mortalidad aplicando el extracto metandlico y cloroférmico
permitieron demostrar que en su composicion poseen metabolitos que le atribuyen

propiedades larvicidas contra Tecia solanivora.

4. Los resultados obtenidos permiten inferir que, la actividad insecticida de los
extractos evaluados pueden ser una alternativa bioldégica para controlar la
infestacion de Tecia solanivora. Para ello, es necesario complementar el estudio,
con bioensayos en campo, asi como evaluar que no produzca efectos téxicos para
insectos benéficos ni para el agricultor utilizando las pruebas bioldgicas que
recomiendan para cualquier producto con actividad plaguicida.



RECOMENDACIONES

Se recomienda instaurar nuevos estudios en campo que permitan poder confirmar
la actividad insecticida del extracto y poder evaluar que no produzca efectos

toxicos para insectos benéficos ni para el agricultor.

Ademas, se sugiere realizar el tamizaje fitoquimico mediante técnicas de
separacion de soluciones, con el objetivo de poder identificar aquellos metabolitos
que estan presentes en el extracto y asi poder atribuirle la caracteristica

insecticida al metabolito correspondiente.
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