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EVALUACION DE ISOESPINTANOL AISLADO DE
Oxandra cf. xylopioides (ANNONACEAE) SOBRE Spodopftera frugiperda
J.E. SMITH (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

Benjamin Alberto Rojano'; Sergio Andrés Montoya Martinez?;
Francisco Yépez Rodriguez® y Jairo Saez Vega*

RESUMEN

Se evalud el efecto biocida del isoespintanol extraido de Oxandra cf. xylopioides sobre el gusano
cogollero del maiz, Spodoptera frugiperda. El isoespintanol fue usado a concentraciones de 100
300 900 y 2700 ppm y aplicado por inmersion de hojas de maiz evaluando sobre larvas del
segundo instar. Se determino el porcentaje de mortalidad a las 24, 48 y 72 horas y se calculo la
DL50 y DLI0; el andlisis de mortalidad demostré que el isoespintanol tiene un efecto toxico,
siendo la dosis de 2700 ppm la que presenta mayor mortalidad. Se determiné una DL50 de
147,07 ppm y una DLI0 de 1394 ppm a las 48 horas postratamiento. Estos resultados permitirdn
avanzar en el estudio y aplicacion de insecticidas biologicos para el manejo integrado de plagas.

Palabras claves: [soespintanol, control biolégico, Spodoptera frugiperda, Oxandra cf xylopioides

ABSTRACT

EVALUATION OF ISOESPINTANOL ISOLATED FROM Oxandra cf. xylopioides (ANNONACEAE) ON
Spodoptera frugiperda).E. SMITH (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

The biocide effect of isoespintanol extracted from Oxandra cf xylopioides was evaluated on the
corn earworm Spodoptera frugiperda. Isoespintanol at concentrations of 100 300 900 and 2700
ppm was applied by foliar immersion of maize leaves and it was evaluated on larvae of the
second instar. Percentage of mortality at 24, 48 and 72 hours was determined and calculated its
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DL50 and DL90; the mortality analysis demonstrated that compound has toxic effects, being the
dose 2700 ppm the one that presented great mortality. A dose DL50 of 147.07 ppm and a DL90
of 1394 ppm to the 48 hours postreatment was determined. These results will allow to advance in
the study and application of biological insecticides directed to the integrated handling of plagues.

Key words: Isoespintanol, biological control, Spodoptera frugiperda, Oxandra cf xylopioides.

Los isopropilmetilfenoles, como el timol,
carvacrol, espintanol y la (£) schefflona,
estdn asociados con diferentes activi-
dades biolégicas como antiparasitarios,
antibacteriales, antifungicos, larvicidas,
tripanocida, leismanicida, antioxidantes,
entre otras (Hocquemiller et a/ 1991,
Bagamboula Uyttendaele y Debevere
2004, Delgado et al. 2004, Nkunya et al.
2004, Aeschbach et al 1994). El
isoespintanol (2-Isopropil-3,6-dimetoxi-5-
metilfenol) es un monofenol extraido del
extracto etéreo de las hojas de Oxandra
cf xylopioides (Annonaceae). Rojano et
al. 2007a, encontraron que este
compuesto a las 3 horas redujo en un
43 % la inflamacién inducida por
carragenina, en las patas de ratones.
Ademas, redujo la produccion de 1L-1p
(interleuquinas) en un 72 % e inhibid
significativamente la sintesis de mRNA
de IL-1B. De otro lado, el isoespintanol
es un buen antioxidante en diversos
ensayos /n vitro, como la capacidad
captadora del radical DPPH (Difenil
picril hidracilo), y se comporta ademas
como buen reductor en el método FRAP
(Ferric  reducing/antioxidant power)
(Rojano et al. 2007b).

Uno de los factores limitantes en la
produccion de maiz en Colombia es el
gusano cogollero Spodoptera frugiperda,
que ademads, ataca los cultivos de soya,
algodén, arroz, pastos, cana de azucar,
frijol y tabaco, ocasionando dafos
directos o indirectos en los cultivos y
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actua como trozador, comedor de follaje
y comedor de “mazorcas”. Este insecto
esta distribuido por todo el continente
americano y puede encontrarse desde el
nivel del mar hasta los 2600 m de altitud
(Garcia et al. 2002).

El uso indiscriminado de insecticidas
guimicos de amplio espectro para el
control de esta plaga, tales como
endosulfan, carbofuran, metamidofos y
clorpirifos (Clorinado, Carbamato y
organofosforados, respectivamente), ha
favorecido la seleccion de genes re-
sistentes a estos insecticidas, ademas
de ocasionar efectos negativos sobre la
fauna benéfica y de interferir con el
equilibrio biolégico (Pérez et al. 2004).
Por esto, en los ultimos afos, se han
usado insecticidas naturales que afectan
la biologia y el comportamiento alimen-
tario de plagas.

Son muchos los antecedentes de pro-
ductos naturales usados como biocidas,
especificamente monoterpenos. Por
ejemplo, Burt 2004, menciona que los
compuestos fenélicos como el carvacrol
y timol, son los principales responsables
de las propiedades antibacteriales de los
extractos vegetales de Sardinian thymus.
Isman Wan y Passreiter 2001, evaluaron
sobre Spodoptera /itura la actividad
insecticida de aceites esenciales de
Satureia hortensis, Thymus serpyllum y
Origanum creticum, encontrando que los
monoterpenos fendlicos, timol vy
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carvacrol, ademas de ser los mayores
constituyentes en Thymus y Satureia,
son los causantes de la accidn insecticida
sobre este insecto, produciendo mas de
90 % de mortalidad a las 24 horas.
Anderson et al. 1993, probaron una
mezcla de seis benzaldehidos y de cinco
terpenos como carvacrol, eugenol,
nerolidol, fitol y timol, evitando con estos
la oviposicion de Spodoptera littoralls.
Regnault y Hamraoui 1995, evaluaron la
actividad téxica de algunos monoter-
penos como: p-cimeno, a-pineno, ter-
pineol, cuminaldehido, cinnamaldehido,
anetol, carvacrol, timol, y eugenol sobre
Acanthoscelides obtectus, una plaga del
frijol (Phaseolus vulgaris), demostrando
que estos afectan tanto la reproduccion,
como la oviposicion y el desarrollo de
larvas. Todos los monoterpenos evalua-
dos mostraron efectos toéxicos; sin
embargo, el carvacrol, timol, eugenol, y
terpineol fueron identificados como los
compuestos mas eficientes en cuanto a
su efecto biocida. Passreiter et a/. 2004,
comentan que el grupo hidréfilo de los
compuestos fendlicos podria ser el
responsable de la actividad neurotoxica
del timol.

En este trabajo, se evaludé la accidon
biocida del isoespintanol sobre 5.
frugiperda, debido a la similitud estruc-
tural de este compuesto con el timol y
sus analogos, los cuales han presen-
tado una alta actividad biocida en
diferentes reportes.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Las hojas de Oxandra
cf xylopioides fueron colectadas en el
municipio de Monteria (Cérdoba) e
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identificadas por Francisco Javier Roldan
Palacio. Una contramuestra del especi-
men con radicado numero 037852 se
encuentra en el Jardin Botanico Joaquin
Antonio Uribe de Medellin (Colombia).
De otro lado, el follaje necesario tanto
para la alimentacion de la cria en
laboratorio como para los bioensayos se
obtuvo de un cultivo previamente
establecido en un lote de la Universidad
Nacional de Colombia, Sede Medellin.
Este cultivo se realizé a libre exposicion y
en forma escalonada.

Reactivos. La silica gel 60 (Merck 0,063-
0,200 mesh) fue usada para croma-
tografia de columna y para capa fina se
usaron placas de silica gel (Merck 60 F,,
0,2 mm); las placas fueron reveladas con
acido sulfurico, acido acético, agua
(60:20: 20) y calentadas a 100-110 °C. El
etanol, diclorometano y hexano usados
como solventes fueron obtenidos de
Merck (Alemania).

Extraccion del isoespintanol. Se hizo a
partir de las hojas secas y molidas de
Oxandra cf xylopioides (1,0 kg) con éter
de petroleo por percolacién, hasta agota-
miento y secadas por rotavaporacién
(100 g de extracto bruto). El extracto fue
sometido a diversas columnas cromato-
graficas (flash y por gravedad), eluyendo
con mezclas de hexano: CH,Cl, (95:5,
80:20, 70:30) y finalmente recristalizando
con hexano (15 g) (1,5 %).

El sélido obtenido fue identificado por
diferentes técnicas  espectroscopicas,
como RMNH', RMNC", COSY, HMBC,
HMQC, NOESY y masas; denominado (2-
isopropil-3,6-dimetoxi-5-metilfenol), iso-
espintanol (Figura 1) (Rojano et al.
2007a).
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Figura 1. Estructura del Isoespintanol

Material insectil. Para llevar a cabo el
bioensayo se establecié una cria de S.
frugiperda con el fin de obtener un
numero adecuado de larvas de segundo
instar y en Optimas condiciones para el
desarrollo de la evaluacién. Los insectos
requeridos para la cria fueron colectados
en el Municipio de Marinilla (Antioquia,
Colombia); las larvas fueron individua-
lizadas en recipientes de vidrio de 250
cc y alimentadas con follaje de maiz.
Una vez obtenidas las pupas, se
tomaron de 10 a 15 y se llevaron a
frascos de 2000 ml, utilizados como
camara de apareamiento y oviposicién
de los adultos. Estos ultimos fueron
alimentados con soluciones de miel al 20
%, por medio de un algodén empapado.
Los huevos obtenidos fueron llevados a
cajas de Petri, donde con hojas tiernas de
maiz se alimentaron las larvas de
primer instar. A estas, se les permitio
alimentarse en forma gregaria hasta el
inicio del segundo instar, momento en
el cual se dejaron aproximadamente por
cuatro horas sin alimentacién, asegu-
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rando que al momento de montar el
bioensayo se alimentaran del material
vegetal con las diferentes dosis
evaluadas (Yépez 2004).

Bioensayo. La metodologia que se
utilizd para evaluar la toxicidad de los
tratamientos  (100-300-900 y 2700
ppm de isoespintanol en etanol), con-
sistid en la inmersién por tres minutos,
de hojas de maiz en las diferentes
concentraciones de isoespintanol. Una
vez hecha esta inmersion se dejé secar
el tejido vegetal por aproximadamente
dos minutos, luego se colocaron las
hojas de maiz en cajas de Petri, a las
cuales se les agregé como sustrato una
solucién de agar a una concentracion
de 20 g/l (para propiciar una mayor
duraciéon del tejido vegetal). Posterior-
mente se colocé una larva de segundo
instar sobre la hoja para evaluar el
efecto del compuesto. Las lecturas del
bioensayo se realizaron a las 24, 48 y
72 horas, registrando el porcentaje de
mortalidad diaria para cada tratamiento.
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Los experimentos se realizaron en el
campus de la Universidad Nacional de
Colombia, Sede de Medellin, a 1560
msmn, 22 + 2 °C de temperatura y
aproximadamente con un 70 % de
humedad relativa, que corresponden a
la formacién ecolégica de bosque
humedo premontano (bh-Pm) (Garcia et
al 2002).

Andlisis estadlistico. Para la evaluacion
de las diferentes dosis (100-300-900 y
2700 ppm de isoespintanol en etanol)
se realizé un diseho completamente al
azar, el cual consistié de seis tratamien-
tos con cuatro repeticiones, incluidos los
testigos: testigo absoluto (inmersién en
agua destilada) y un blanco del solvente
utilizado (inmersién en etanol al 96 %).
Cada unidad experimental estuvo com-
puesta por 10 larvas de segundo instar.
Una vez obtenidos los resultados, se
sometieron a un analisis estadistico en
el programa SAS y para la deter-
minacion de la DL50 y DL90 se utilizé
la metodologia Log-Probit. Las com-
paraciones entre los efectos de los
tratamientos se hicieron mediante
analisis de varianza, con un nivel de
confianza del 95 %.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efectividad del compuesto. En la Tabla
1, se observa que a las 24 horas para
las dosis mas bajas (100 y 300 ppm)
hubo un porcentaje de mortalidad
nulo, mientras que para las dosis de
900 y 2700 ppm, el promedio de
mortalidad fue del 12,5 %. A las 48
horas para la dosis de 100 ppm se
registré un promedio de mortalidad del
25 %, 77,5 % para la dosis 300 ppm y

Rev.Fac.Nal.Agr.Medellin.Vol.60,No.1.p.3691-3702. 2007

para las dosis de 900 y 2700 ppm un
promedio de mortalidad del 75 %y 85 %
respectivamente. Hacia las 72 horas se
consiguié el 75 % de mortalidad para
la dosis mas baja, 87,5 % para la dosis
de 300 ppm, 92,5 % para 900 ppm y
un 100 % para la dosis mas alta. Se
aprecia que los mayores valores y los
gue presentan una mayor mortalidad
se obtienen con la dosis mas alta del
extracto. Las lecturas de evaluacion de
mortalidad larval post-tratamiento
realizadas a las 24 horas mostraron en
todos los bioensayos porcentajes nulos
de mortalidad o Unicamente porc-
entajes bajos en las dosis de 900 y
2700 ppm del compuesto evaluado. A
partir de las 48 horas se observd un
incremento gradual en la mortalidad
larval para todas las dosis. Esta variable
presentd los niveles mas altos en las
unidades tratadas con las mayores
dosis. El testigo y el blanco presentaron
un porcentaje de mortalidad de 7,5 % y
5 % respectivamente, a las 72 horas,
los cuales se pueden considerar
normales. Los resultados muestran que
el isoespintanol, presenta toxicidad
sobre las larvas de S. frugiperda al ser
comparados con los testigos. De esta
manera se evidenci6 la eficacia del
isoespintanol a concentraciones mayo-
res de 300 ppm, a partir de las 48
horas y se considera promisorio para el
control de esta larva de Lepidoptera. La
importancia del grupo hidroxilo (O-H)
en los compuestos fendlicos, se hace
evidente en la actividad antibacterial
del carvacrol y otros analogos; la
capacidad biocida de estos compuestos
se debe a la capacidad que tienen para
atravesar la membrana citoplasmatica y
provocar reacciones de intercambio de
protones, afectando el pH interno y
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disminuyendo asi, la sintesis de ATP. Se  carvacrol debe actuar de manera
puede pensar que el isoespintanol similar (Ultee, Bennik y Moezelaar
dada su similitud estructural con el 2002).

Tabla 1. Mortalidad de larvas de Spodoptera frugiperda en respuesta a la acciéon
biocida del isoespintanol.

Tiempo (Horas) 24 48 72

Tratamiento .. % % % % % %
Repeticiones

(ppm) Mortalidad Fuga Mortalidad Fuga Mortalidad Fuga

Testigo 1 0 10 0 0 10 0
2 0 0 0 0 0 0

3 0 10 0 10 10 0

4 0 0 0 0 10 0

Blanco 1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 10 0

3 0 0 0 0 10 0

4 0 0 0 0 0 0

100 1 0 10 30 0 60 10
2 0 20 10 0 70 0

3 0 10 20 0 90 0

4 0 0 40 0 80 10

300 1 0 10 80 0 90 0
2 0 10 90 0 90 0

3 0 20 60 0 80 0

4 0 10 80 0 90 0

900 1 10 0 60 0 100 0
2 20 20 80 0 80 0

3 0 0 100 0 100 0

4 20 10 60 0 90 0

2700 1 30 0 100 0 100 0
2 0 10 80 0 100 0

3 10 0 80 0 100 0

4 10 10 80 10 100 0
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Mortalidad de Spodoptera frugiperda.

Andlisis de varianza. En la Tabla 2, la
interacciéon tratamiento/hora resulté
ser estadisticamente significativa, por
lo tanto, existen diferencias entre los
tratamientos y las horas evaluadas
cuando se analizan en conjunto. La

explicacion de esta interaccién se
puede observar en la Figura 2, donde
la dosis de 2700 ppm no se diferencia
estadisticamente con la dosis de 900
ppm excepto a las 72 horas, en la que
muestra un  mejor desempeno,
aumentando significativamente |la
mortalidad.

Tabla 2. Analisis de varianza para las variables consideradas en la evaluacion de la
accion biocida del isoespintanol sobre larvas de Spodoptera frugiperda.

Prueba de efectos fijos tipo 3

Efecto GL Nu GL De Valor F P>F
Tratamiento 5 18 94,60 <.0001
Hora 2 36 163,2 <.0001
Tratamiento * hora 10 36 12,32 <.0001
1,8
—~ 16
@)
)
B 14
S‘): —— Blanco
o 1,2
©
® —m— Dosis 100
E 10
5 0
[7)] .
E 0.8 | — Dosis 2700
-l
® 06| —%—  Dosis 300
°
§ 0,4 e Dosis 900
0,2 _ @ Testigo
0 . T
24 48 72
Tiempo (horas)
Figura 2. Efecto del isoespintanol sobre larvas de Spodoptera frugiperda.
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Al evaluar la mortalidad a las 24 horas
(Tablas 3 y 4), se encontré que las
causadas por la dosis de 900 ppm vy
2700 ppm, se diferencian estadistica-
mente de las demas dosis y trata-
mientos; en esta hora de evaluacion
las dosis mas bajas se diferencian de
los testigos. A las 48 horas se
distinguen tres agrupaciones de
tratamientos, los que tiene la media
de mortalidad mas alta son las dosis
300, 900 y 2700 ppm, entre estas no
existen diferencias estadisticamente
significativas, pero al compararlos con
la dosis de 100 ppm, el blanco y el
testigo (Tablas 5 y 6). Finalmente, a las
72 horas, el tratamiento con mayor
porcentaje de mortalidad es el que
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presenta una mayor dosis, diferen-
ciandose estadisticamente de las otras
concentraciones evaluadas, que
también se diferencian de los trata-
mientos control.

Andlisis probit. Se tom6 como prueba
de ajuste del modelo la prueba de Chi
Cuadrado (Tabla 3), la cual indica que
entre mas cercana a “Uno”, mayor
ajuste de los datos. La prueba mostré
un ajuste satisfactorio en el sentido en
gue se acerca a uno; evidentemente,
el modelo ajustado no explica muy
bien la dosis letal media y noventa
(Tabla 4), debido a que las dosis no
han expresado su potencial de
mortalidad a las 24 horas.

Tabla 3. Prueba de ajuste a las 24 horas, para la accién biocida del isoespintanol

sobre larvas de Spodoptera frugiperda.

Prueba de Bondad de Ajuste

Estadistico Valor GL P > ChiSq
Pearson Chi-Square 8,7301 13 0,7930
L.R. Chi - Square 9,2414 13 0,7545

Tabla 4. DL50y DL90 a las 24 horas, del isoespintanol sobre larvas de Spodoptera

frugiperda.
Andlisis Probit sobre dosis
Probabilidad Dosis (ppm) Intervalos de confianza 95 %
0,50 2569 1663 5747
0,90 25867 9501 306621

A las 48 horas, el modelo no se ajusta
convenientemente a los datos (Tabla
5), es posible que se deban seleccionar
otros rangos de concentracidon para
evaluar regiones en el domino de las
dosis que puedan modelar mejor una
funcién de mortalidad probit. La
concentracién letall media a las 48
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horas (Tabla 6), se encuentra en la
region de dosis explorada con una
dosis media de 147,07 ppm, y un
intervalo de confianza del 95 % entre
26,76 ppmy 293,9 ppm. Este intervalo
se puede considerar demasiado alto,
debido a que se deben refinar los
métodos de evaluacion de mortalidad,
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aumentar el tamano de muestra y el
domino de las dosis estudiada. A las 72
horas, segun la prueba de Chi
Cuadrado (Tabla 7), el modelo se ajusta
convenientemente a los datos, sélo que
las concentraciones letales tiene muy
incrementado el término del error
puesto que las observaciones son muy

desviadas del promedio. Las dosis
letales se calcularon (Tabla 8), pero no
fue posible hacerlo para los intervalos
de confianza, ya que algunas
observaciones al transformarse a la
funcion probit fueron negativas y no
fue posible calcular el error estandar
para construir los intervalos.

Tabla 5. Prueba de ajuste a las 48 horas para la accién del isoespintanol sobre

larvas de Spodoptera frugiperda.

Prueba de Bondad de Ajuste

Estadistico Valor GL P > ChiSq
Pearson Chi-Square 30,5972 14 0,0063
L.R. Chi-Square 34,5224 14 0,0017

Tabla 6. DL50 y DL90 a las 48 horas del isoespintanol sobre larvas de Spodoptera

frugiperda.
Andlisis Probit sobre dosis
Probabilidad Dosis (ppm) Intervalos de Confianza 95%
0,50 147,0715 26,769 2939
0,90 1394 651,25 1304

Tabla 7. Prueba de ajuste a las 72 horas para la accién biocida del isoespintanol

sobre larvas de Spodoptera frugiperda.

Prueba de Bondad de Ajuste

Estadistico Valor GL P > ChiSq
Pearson Chi-Square 2,5579 12 0,9979
L.R. Chi-Square 3,3257 12 0,9928

Tabla 8. DL50 y DL90 a las 72 horas del isoespintanol sobre larvas de Spodoptera

frugiperda.
Analisis Probit sobre dosis
Probabilidad Dosis (ppm) Intervalos de Confianza 95%
0,50 80,35237 - -
0,90 101,76115 - -

Rev.Fac.Nal.Agr.Medellin.Vol.60,No.1.p.3691-3702. 2007
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Céspedes et al. 2005, aislaron de
Myrtillocactus geometrizans L (Cacta-
ceae), esteroles como peniocerol, mac-
dougalina y chichipegenina; los cuales
causaron mortalidad en S. frugiperda a
partir de 50 a 300 ppm, los com-
puestos fueron suministrados por
ingesta directa en una dieta especifica.
De igual manera, Vergara et al 1997,
utilizaron extractos de Melia azederach
(Melliaceae) con rangos muy amplios
(100-10000 ppm) de accion sobre S.
frugiperda, en este caso la aplicacién de
los compuestos fue similar a la empleada
en este trabajo. Al comparar con los
resultados obtenidos se puede sugerir
que el isoespintanol es un compuesto
con un alto potencial biocida contra 5.
frugiperda.

CONCLUSIONES

El 6ptimo de lectura de mortalidad
larval es a partir de las 48 horas post-
tratamiento, por presentar los por-
entajes de mortalidad mas consistentes.
Las larvas de S. frugiperda se afectan o
mueren cuando son alimentadas con
material vegetal expuesto con el isoes-
intanol; comparando contra blancos sin
el compuesto.

Los mayores porcentajes de mortalidad
de larvas de S. frugiperda se lograron
con las dosis mas altas (900 y 2700
ppm) de isoespintanol. Para calcular el
intervalo de confianza fue necesario
conocer el error estandar; por lo tanto,
se descarta el muestreo realizado a las
72 horas para determinar la DL50 vy
DL90 y se asumen como valores de
estas variables, los valores presentados
a las 48 horas, los cuales fueron de
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147,07 ppm y 1394 ppm, respectiva-
mente. Es necesario realizar un mayor
ndmero de ensayos, aumentando el
tamano de las muestras y el nUmero de
dosis estudiadas; ademas, se hace impor-
tante a futuro estudiar el metabolismo
del isoespintanol en S. frugiperda.
Estos resultados permitiran avanzar en
el estudio y aplicacion de plaguicidas
biolégicos como una contribucién a la
formulacion de wun programa de
manejo integrado de S. frugiperda,
para poder interpretar mejor el
mecanismo de accion.
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