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Resumen general

En Ecuador se siembra un promedio de 100.000 ha al afio de maiz (Zea mayz L.) de
variedades de “maiz duro suave” o “dulce”, cuyo principal destino es el consumo humano
local cotidiano en fresco. EI maiz tiene varias plagas de control obligatorio como el gusano
del choclo, Heliothis zea (L.) (Lepidoptera: Noctuidae), especie polifaga que genera
pérdidas econémicas importantes en muchos paises. El control més extendido se basa en la
aplicacion de insecticidas sintéticos, cuyo uso continuado ha resultado en el desarrollo de
resistencia por parte de los insectos y en la presencia de residuos toxicos para las personas y
el ambiente. Ante este escenario, el INIAP (Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias) de Ecuador ha propuesto reducir el uso de estos insecticidas mediante un
manejo integrado para las plagas del maiz de las variedades denominadas dulces. Entre las
alternativas disponibles estan los extractos boténicos para el control de plagas agricolas.
Estos presentan ventajas como insecticidas naturales debido a su degradacion en el
ambiente, selectividad, bajo impacto en las plantas e insectos benéficos, a que
practicamente no generan plagas resistentes, y son raramente toxicos para el ser humano y
mamiferos. En esta misma linea estan los bioinsecticidas como Bacillus thuringiensis
Berliner (0 Bt), un género de bacterias comunes en el suelo, y que se usa para el control
selectivo de cuncunillas. En este estudio se evaluo en laboratorio el efecto antialimentario
de extractos acuosos de hojas de Schinus molle (L.) (Anacardiaceae) y Artemisia
absinthium (L.) (Asteraceae) al 100 y 50% v/v de las concentraciones maximas obtenidas.
También se evaluo el efecto toxico de S. molle y A. absinthium al 100 y 50% v/v, solos y en
mezcla con B. thuringiensis var. kurstaki, sobre larvas de tercer estadio. Finalmente, con
estos ultimos tratamientos, aplicados sobre estilos frescos en un ensayo de campo de maiz
suave, se evaluo la infestacion y el dafio causado por las larvas en mazorcas (choclos)
frescas a la cosecha en el Canton Chambo, Provincia de Chimborazo, Ecuador.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El maiz en Ecuador

El género Zea comprende varias especies de gramineas de origen americano, de las cuales
el maiz, Zea mays (L.) (Poales, Poaceae) es el cereal de mayor volumen, crecimiento de
produccion y valor econdmico a nivel mundial (Watson y Dallwitz, 1992). Segun Pigali
(2001), en 2020 se requeriran 837 millones de ton de maiz a nivel global, un 50% mas de lo
consumido en 1995 y particularmente 123 millones de ton en América Latina, un 62% mas
en relacion a ese mismo afo.

Originario de América Central, el maiz es una planta herbacea anual de 200 a 450 cm de
altura, con tallos en forma de cafia con entrenudos, y hojas de laminas anchas, planas, sin
nervadura transversal. Presentan las estructuras sexuales separadas y en el mismo tallo
(plantas monoicas). En la panoja apical (inflorescencia masculina), cada florecilla tiene tres
estambres donde se desarrolla el polen. Las mazorcas (inflorescencias femeninas),
localizadas en las yemas auxiliares de las hojas, son espigas cilindricas, cubiertas por hojas
envolventes o chalas (brécteas); en estas espigas se insertan espiguillas con flores
funcionales con un ovario simple, las que emiten estilos que emergen por el extremo
superior de las bracteas, en los que germina el polen. En condiciones de mucha luminosidad
y baja densidad de plantas se generan hasta dos mazorcas productivas por tallo (Watson y
Dallwitz, 1992).

El maiz se cultiva en todo el Ecuador, excluyendo los paramos, subparamos y zonas
superiores a los 3.000 msnm de altitud. Se estima que ingreso al pais hace unos 5.000 afios
a.c. y la causa de las 23 razas de maiz existentes se deberia a las altitudes bajas y medias de
la Cordillera de Los Andes y a la hibridacion interracial (CIMMYT, 1988).

Segun los grupos varietales descritos por Sturtevant (1899) estan presentes en la dieta de
Ecuador 4 grupos varietales: Z. mays var. amylo saccharata (maiz dulce), Z. mays var.
everta (canguiles), Z. mays var. indurata (morocho) y Z. mays var. amylacea (maiz suave).
El INIAP (Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias) ha desarrollado
hibridos mejorados de maiz adaptados al Ecuador, a partir de dichos grupos varietales y
ademéas de otros grupos extranjeros, con buen rendimiento y resistencia a plagas y
enfermedades.

Se escogi6 para el estudio al hibrido denominado INIAP 101, desarrollado por la Estacion
Experimental Santa Catalina en el periodo 1971 a 1979 que tiene como progenitor la
variedad “Cacahuazintle” de México. Esta variedad estd adaptada a los valles centrales de
la region interandina entre los 2.400 a 3.000 msnm, de un rendimiento promedio de 215
sacos/ha en choclo y 4 t/ha en seco. El grano es grande, harinoso, blanco y coronta del
mismo tono. EI grano tiene elevado contenido de azlcar, se cosecha en estado lechoso, se
come fresco antes que se endurezca y se vuelva rico en almidon (INIAP, Estacidn
Experimental Santa Catalina, 2003). Este tipo de maiz forma parte de los denominados



“duros suaves” que se diferencian de los “duros secos,” usados para la alimentacion de
ganado, aves y otros.

El Ecuador anualmente produce un promedio de 717.949 t de maiz duro seco, en especial
en las provincias costeras, y 43.284 t de maiz duro suave, principalmente en las provincias
de la sierra ecuatoriana. Recién en el 2013 el pais ha satisfecho su consumo interno de
maiz duro seco con su propia produccion (Agencia Publica de Noticias del Ecuador y
Suramérica ANDES, 2013). Desde 2002 a 2009 se sembr6 un promedio de 100.000 ha de
maiz duro suave, siendo su principal interés el consumo local que estad a cargo de
productores que poseen menos de 2 ha (INEC, 2010).

El gusano del choclo

Heliothis zea (L.) (Lepidoptera: Noctuidae) o su sinénimo Helicoverpa zea, tiene varios
nombres vulgares debido a que dafia diversos cultivos en el mundo; en Ecuador, su estado
larvario se conoce como gusano del choclo; en Chile como gusano elotero, gusano del
tomate (Artigas, 1994). Los adultos son polinizadores y de habitos nocturnos, en estado de
larva se alimentan de diferentes plantas y algunos géneros constituyen plagas para la
agricultura. EI género Heliothis tiene tres especies de importancia agricola, H. armigera
(Hubner), H. virescens (F.) y H. zea (Fitt, 1989).

Heliothis zea se encuentra en Estados Unidos, México, Centroamérica y Sudamérica
(Artigas, 1994). La especie H. armigera con frecuencia ha sido identificada por error con
H. zea debido a que también se localiza en América (Fitt, 1989; Artigas, 1994).

Los adultos de H. zea son mariposas de tamafio medio de 25 a 42 mm de envergadura alar,
el primer par de alas es amarillento y paralelo al borde externo hay una franja obscura a lo
largo de la cual se ordenan en hilera ocho puntos negros diminutos. EIl segundo par de alas
es semejante al primero con abundantes areas obscuras. No tienen microespinas en el sector
abdominal. Las larvas son pardo amarillento con 3 bandas longitudinales obscuras;
presentan cambios de color a rojizo, marrén, anaranjado, amarillo y verde; es comun
encontrarlas en mazorcas de maiz (Artigas, 1994).

Varios Noctuidae plaga afectan cultivos agroforestales en Ecuador. Segun registros del
Museo de Entomologia del Departamento de Biologia de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador y publicaciones locales se
tendrian 25 especies de las cuales 7 afectan al maiz, entre ellas: H. zea, Spodoptera
eridania Cramer, S. frugiperda Walker (gusanos soldado), S. ornithogalli Guenée, Mocis
latipes Guenée (falso medidor), Agrotis ipsilon Hufnagel (gusano cogollero y del choclo),
Dargida grammivora Walker (gusano cogollero) (Guevara y Granda, 2009; Guevara y
Mogolldn, 2011).

Heliothis zea es una especie activa durante todo el afio en climas tropicales y subtropicales
y al aumentar la latitud al norte o al sur, se restringe a los veranos. En EE.UU. puede tener
2 a 7 generaciones y su ciclo de vida se completa en 30 d a 34°C (Capinera, 2001). El
Ecuador, al ubicarse en la latitud 0°, pertenece a la zona intertropical, donde predomina el
clima tropical y al no tener como limitante la diapausa invernal, la reproduccion es continua
(Fitt, 1989). En Chile se dan dos generaciones, las hembras oviponen en primavera y



principios de verano. La duracién media de una generacion es 30 a 40 d en zonas templadas
(Artigas, 1994).

En EE.UU se considera como una de las plagas mas costosas debido a la cantidad de dafio y
a la variedad de cultivos que afecta. Presenta dafio directo al follaje principalmente en las
partes florales, en lino devora las hojas, flores y capsulas; en maiz, los granos; en
algodonero, el capullo y en alfalfa, los brotes tiernos, flores y semillas; en tomates hacen
orificios en el fruto. El dafio en el maiz es critico pues las larvas jovenes se alimentan de los
estilos e interfieren con la polinizacién, y dan lugar al desarrollo de hongos patdgenos
(Capinera, 2001). Cabe destacar que el Servicio Ecuatoriano de Sanidad Agropecuaria
(SESA) lista a todo el género Heliothis como cuarentenario para EE.UU. (SESA, 2008).

Cada hembra adulta de H. zea pone entre 500 a 3000 huevos. En el maiz los pone en los
estilos, “pelos de choclo”. Los huevos son verde pélido y eclosan luego de 3 a 8 d de
incubacion, las larvas siguen el estilo hasta llegar a los granos, no toleran la proximidad de
otra larva y cuando han adquirido su desarrollo maximo, hacen un orificio en las hojas
(chalas) del choclo y se descuelgan por medio de un hilo de seda hasta llegar al suelo donde
forman pupas y se entierran hasta 8 cm de profundidad. Las larvas més jovenes no son
canibales y se pueden alimentar juntas inicialmente. Sin embargo a medida que se
desarrollan se vuelven agresivas, y matan y devoran a otras larvas. Por ello s6lo se
encuentran pocas larvas en la mazorca a la cosecha (Artigas, 1994; Capinera, 2001). En
Chile, de estas pupas surgen los adultos si todavia es verano o permanecen en pupa hasta la
primavera siguiente (Artigas, 1994).

A pesar que numerosos enemigos naturales han sido identificados, por lo general, no
disminuyen la poblacion ni los dafios causados por la larva (Capinera, 2001). En Chile se
sefiala como principal controlador bioldgico al hemiptero Orius insidiosus (Hemiptera:
Anthocoridae) que devora los huevos de H. zea (Artigas, 1994) y en Ecuador se ha
reportado la existencia de Orius spp. como enemigo natural de H. zea en el maiz
(Monserrate, 2009).

Manejo del gusano del choclo en el cultivo de maiz en Ecuador

La manera mas extendida de control de esta plaga es el uso de insecticidas sintéticos como
carbaril, deltametrina, endosulfan, metomil, lambdacialotrina y permetrina, que se aplican
al aparecer los estilos del maiz y con una segunda aplicacién después de 7 d en Argentina
(Flores, 2010). En Chile, estos insecticidas se aplican al asomar los primeros estilos, y se
repite cada 4 d hasta que los estilos se secan (Larrain, 1988). En Ecuador se usan ademas
clorpirifés, cipermetrina, tiametoxam y profenoles (Ecuaquimica, 2014), y en Chambo, el
canton agricola donde se hizo el ensayo de campo, se hace una primera aplicacion de un
producto o de una mezcla de dos insecticidas al aparecer los estilos, una segunda después
de 15 d y una tercera 15 d antes de la cosecha (Capelo 2012 com.pers?).

El control de H. zea en la mayoria de cultivos depende de insecticidas. Sin embargo, la
especie ha desarrollado resistencia a varios plaguicidas en distintas partes del mundo. El
desarrollo de resistencia esta influido por factores genéticos, ecolégicos, etoldgicos y

Lsr. Jorge Capelo, Presidente del Centro Agricola de Chambo.



agronémicos que afectan a la poblacion de insectos expuesta a plaguicidas (Fitt, 1986).
Actualmente se conoce que esta plaga ha desarrollado resistencia a insecticidas
organoclorados, organofosforados y piretroides (Fitt, 1986; Abd-Eghafar et al., 1993). La
resistencia a insecticidas reduce la eficacia del ingrediente activo, lo que lleva al uso de
aplicaciones mas frecuentes o la bdsqueda de insecticidas mas toxicos. Los costos de la
resistencia son dificiles de estimar y rara vez se incorporan en los presupuestos de
estrategias de manejo de plagas (Fitt, 1986).

Dado este problema, el INIAP ha propuesto una serie de alternativas para la reduccién del
uso de insecticidas en el Ecuador, entre las que estdn programas de manejo integrado de
varios cultivos. Asi para el manejo integrado del maiz esta institucion recomienda una serie
de semillas producidas por sus mismos laboratorios, abonos naturales combinados con
fertilizantes quimicos y practicas culturales. Para el manejo de plagas y enfermedades
sugiere productos quimicos de baja toxicidad con el medio. Para el manejo del gusano del
choclo (H. zea) recomienda poner tres gotas de aceite de cocina sobre los estilos apenas
aparezcan, 8 d después una segunda aplicacion y luego a los 15 d de la primera aplicacion
(Pefiaherrera, 2011). Sin embargo, debido a la presién de la plaga, los agricultores locales
usan varios productos quimicos y plaguicidas para lograr rentabilidad en el cultivo.

Extractos botanicos

El uso indiscriminado de plaguicidas resulta en residuos toxicos para las personas, animales
y alimentos, y la contaminacion de agua y suelos (Devine et al., 2008), y ha generado una
preocupacion creciente sobre su efecto en la salud humana y ambiental (Leotau et al.,
2010). En este panorama, la reduccion en el uso de insecticidas orgénicos sintéticos por
medio del uso de otras alternativas ha estimulado el desarrollo de nuevas lineas de
investigacion.

Nuevas lineas que consideran los metabolitos secundarios de las plantas. Las plantas,
ademas de los productos del metabolismo primario como azUlcares, aminoacidos, proteinas
y lipidos, generan una amplia gama de metabolitos secundarios que les permiten cumplir
sus funciones bioldgicas como polinizacion, dispersién de semillas, proteccion contra
desequilibrios ambientales como el estrés climatico e incluso como defensa contra la
invasion de microorganismos y animales mordedores. La amplia gama de metabolitos se
agrupa segun su contenido en: aquellos que contienen nitroégeno, terpenoides, compuestos
fendlicos y finalmente acetilénicos. Aquellos metabolitos que afectan el crecimiento, salud,
comportamiento o poblacion de otro organismo se conocen como aleloquimicos
(Schoonhoven et al., 2005).

Entre las alternativas para la reduccion en el uso de insecticidas de sintesis estan los
extractos botanicos, que desde hace miles de afios han sido fuentes de aleloquimicos, para
el control de plagas agricolas (Philogene et al., 2010). Los extractos de plantas presentan
ventajas como insecticidas naturales debido a su accién rapida y degradacion en el
ambiente, selectividad, bajo impacto en las plantas e insectos benéficos, practicamente no
generan plagas resistentes, y son raramente toxicos para el ser humano y mamiferos
(Regnault-Roger, 2004), por lo que se han propuesto como opciones mas seguras para la
salud humana (Mansaray, 2000; Ottaway, 2001).



En general, los extractos de las plantas afectan al ciclo completo de los insectos, pudiendo
causar repelencia frente a su alimento, reduccion en su alimentacion (efecto
antialimentario), mortalidad, retraso en el crecimiento y desarrollo, bloqueo en la muda de
ninfas y larvas y suspension de ovoposicion (Rodriguez, 1998). Ademas se ha probado que
los extractos pueden afiadirse a una sustancia toxica para mejorar o potenciar la toxicidad
de compuestos de actividad ya conocida (Philogene, 2003).

Para insectos plaga de presencia constante en un cultivo, la degradacion rapida de los
extractos en el ambiente puede ser una limitacion. Por ejemplo, el extracto de las semillas
de neem, Azadirachta indica Juss (Meliaceae), tiene una vida media de 20 h después de su
aplicacion sobre una hoja (NRC, 1992). Sin embargo, algunos extractos del género Ryania
(Liliaceae) mantienen en el campo una persistencia sobre hojas de 3 a 5 d después de su
aplicacion (Weinzeirl, 1998).

Extractos de plantas procedentes de la familia Piperacea, Meliaceae, al igual que los
extractos de Allium y varias cruciferas, se han probado para el control de insectos plagas
dando resultados promisorios (Arnason, et al., 2003; Auger y Thibout, 2003; Celis et al.,
2008), y se proponen como alternativas para el manejo de plagas (Isman, 2006; Celis et al.,
2008). Sin embargo, pocos estudios han determinado su efectividad en un cultivo de
campo.

Bacillus thuringiensis como bioinsecticida

Otra alternativa para la reduccion del uso de insecticidas orgénicos de sintesis es el uso de
la bacteria Gram positiva que pertenece a la familia Bacillaceae Ilamada Bacillus
thuringiensis Berliner (o Bt) que habita en el suelo y que se usa para el control selectivo de
insectos. Bacillus thuringiensis se encuentra en el mercado en la categoria de insecticida
bioldgico con varios nombres comerciales como Dipel y Thuricide. Este biopesticida se
considera seguro con el ambiente porque no ofrece peligros para los seres humanos, vida
silvestre, polinizadores o insectos beneficiosos, tiene bajo efecto residual y toxicidad
selectiva (Sauka y Benintende, 2008).

El bioinsecticida basado en B. thuringiensis debe ser ingerido para tener efecto. Durante la
esporulacién las cepas de Bt producen la proteina endotoxina delta o Cry, que al ser
ingerida por las larvas se solubilizan en el intestino medio y liberan protoxinas, que al
entrar en contacto con proteasas intestinales dan lugar a una toxina activa que atraviesa las
membranas epiteliales al causar lisis celular y poros en el tejido intestinal, impide la
asimilacion y retiene compuestos vitales, lo que lleva a la muerte del insecto (Roh et al.,
2007; Sauka y Benintende, 2008).

Hay varias cepas o variedades especificas para el control de distintos grupos de insectos
gue se desea controlar. Por ejemplo, B. thuringiensis var. israelensis (serotipo H-14) es
activa contra larvas de mosquitos, la var. kurstaki actta sobre orugas defoliadoras, la var.
tenebrionis sobre larvas de coledpteros, la var. aizawai sobre orugas defoliadoras de
hortalizas y vid, y la var. San Diego sobre larvas de escarabajo de la patata, y sobre larvas y
adultos de escarabajo del olmo (Sauka y Benintende, 2008). Bacillus thuringiensis var.
kurstaki (Btk) afecta un grupo amplio de orugas, desde el gusano de la seda Bombyx mori L.



(Bombicidae), a la polilla de la manzana Cydia pomonela L. (Tortricidae), H. zea y el
gusano del tomate Helicoverpa armigera Hubner (Noctuidae), el gusano barrenador
europeo del maiz Ostrinia nubilalis Hibner (Crambidae), S. frugiperda y otros lepiddpteros
(Roh et al., 2007; Sauka y Benintende, 2008).

Propuesta

Dada la importancia del cultivo de maiz suave y la creciente resistencia a plaguicidas
convencionales de H. zea, en este trabajo se evaluara la efectividad de extractos acuosos de
hojas de S. molle y A. absinthium, solos y en mezcla con Btk, en laboratorio y en un cultivo
de maiz fresco en el Cantén Chambo, Provincia de Chimborazo, Ecuador.



EFECTO DE EXTRACTOS DE Schinus molle (L.) Y Artemisia absinthium (L.),
SOLOS Y EN MEZCLA CON Bacillus thuringiensis (Berliner), SOBRE Heliothis zea
(Boddie)

En un ensayo de laboratorio se determiné el efecto antialimentario de extractos acuosos de
hojas de Schinus molle (L.) y Artemisia absinthium (L.) al 100 y 50% v/v de las
concentraciones maximas obtenidas, sobre larvas de tercer estadio de Heliothis zea
(Boddie), una plaga importante en maiz para consumo fresco en muchos paises. También se
evalud en laboratorio el efecto tdxico de ambos extractos al 100 y 50% v/v, solos y en
mezcla con Bacillus thuringiensis Berliner var. kurstaki (Btk) al 50% sobre las larvas.
Finalmente, las concentraciones de ambos extractos se aplicaron sobre estilos frescos en un
ensayo de campo, donde se evalud el nimero de larvas de H. zea y el dafio causado en
mazorcas frescas a la cosecha en el Canton Chambo, Provincia de Chimborazo, Ecuador.
En los ensayos de laboratorio para los efectos antialimentario e insecticida se us6 un disefio
aleatorizado, y en el de campo uno en blogues completamente aleatorizado; en este ensayo,
ademas de los tratamientos indicados arriba se us6 un testigo sin tratar y un tratamiento
estdndar (en Ecuador) con el insecticida comercial Nockeo® (tiametoxan +
lambdacialotrina). El extracto acuoso de S. molle al 100 y 50% v/v tuvo efecto
antialimentario de 45,2 y 48%, respectivamente y el de A. absinthium al 100 y 50% v/v
ningun efecto (0%). En el ensayo del efecto insecticida en laboratorio, los extractos de S.
molle al 100 y 50% v/v y S. molle en mezcla con Btk al 50% causaron mortalidad de 20, 28
y 44%, respectivamente, al igual que A. absinthium al 100 y 50% v/v y A. absinthium 100%
v/v en mezcla con Btk al 50% (24, 40 y 28% de mortalidad, respectivamente) a 15 dda. Los
extractos acuosos de hojas de S. molle y A. absinthium solos y en mezcla con Btk no
disminuyeron significativamente el dafio causado por las larvas de H. zea, pero los
extractos de S. molle 100% v/v, S. molle 100% v/v en mezcla con Btk 50% y Btk 100% v/v
redujeron significativamente el nimero promedio de larvas detectadas a la cosecha en 20
mazorcas frescas en el campo, 3,4; 4,8 y 4,4, respectivamente. Estos resultados motivan,
previo a pruebas del efecto residual y fotodegradacion, y mejoras en técnicas de aplicacion
en el campo, a continuar con la evaluacién de extractos botanicos en mezcla con Btk con el
fin de reducir el uso indiscriminado de insecticidas convencionales.

Palabras clave

Efecto antialimentario, efecto insecticida, extractos acuosos, gusano del choclo, Zea mays.



EFFECT OF Schinus molle (L.) AND Artemisia absinthium (L.) EXTRACTS,
APPLIED SINGLY AND MIXED WITH Bacillus thuringiensis (Berliner), ON
Heliothis zea (Boddie)

Abstract

The antifeeding effect of water extracts from Schinus molle (L.) y Artemisia absinthium
(L.) were determined in the laboratory at 100 and 50% of the maximum concentrations
obtained, on third stage Heliothis zea (Boddie) larvae, an important pest of fresh corn in
many countries. The toxic effect on those larvae of both extracts at 100 and 50%, alone and
mixed with Bacillus thuringiensis Berliner var. kurstaki (Btk) at 50% were also determined.
Finally, the concentrations of both extracts were applied to the fresh ear corn styles in a
field trial in Canton Chambo, Provincia de Chimborazo, Ecuador, were the number of H.
zea larvae and the damage caused on fresh corn ears were determined at harvest. In the
laboratory test for the antifeeding and insecticide effects a random design was used, and a
completely random block design was used in the field trial, were besides the treatments
indicated above, an untreated control and a standard treatment (in Ecuador) with the
commercial insecticide Nockeo® (tiametoxan + lambdacyalotrin). The S. molle water
extract at 100 and 50% v/v had 45.2 and 48% antifeeding effect, respectively, and that from
A. absinthium at 100 and 50% v/v had no effect (0%). In the insecticide test in the
laboratory, 15 days after application, the water S. molle extracts at 100 and 50% v/v, and S.
molle mixed with Btk at 50% caused 20, 28, and 44% mortality, respectively, similarly to A.
absinthium at 100 and 50% v/v, and A. absinthium 100% v/v mixed with Btk at 50% (24,
40, and 28% mortality, respectively). The water extracts from S. molle and A. absinthium,
singly or mixed with Btk did not decrease significantly the damage caused by H. zea larvae,
but the S. molle extract at 100% v/v, and at 100% v/v mixed with Btk at 50% or 100% v/v
reduced significantly the average number of larvae detected at harvest on 20 fresh corn ears
in the field, 3.4, 4.8, and 4.4, respectively. These results prompt, after tests of residual
effect and light degradation, and improvements in the application techniques in the field, to
continue evaluating plant extracts mixed with Btk with the goal of reducing the
indiscriminate use of conventional insecticides.

Key words

Antifeeding effect, corn earworm, insecticide effect, water extracts, Zea mays.
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Introduccion

Caracteristicas de la plaga y su control

El gusano del choclo, Heliothis zea (Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae), es una plaga de
importancia primaria en maiz fresco (Zea mays L.) en Chile (Artigas, 1994) y Norteamérica
(Capinera, 2001). En Ecuador tiene incidencia elevada, es perjudicial en todas las regiones
agricolas, y estd bajo control obligatorio (Ministerio de Agricultura y Ganaderia de
Ecuador, 1986). También afecta a otros cultivos, como el tomate (Lycopersicon esculentum
Mill.), poroto (Phaseolus vulgaris L.) y garbanzo (Cicer arietinum L.) (Artigas, 1994).

Extractos de Schinus molle y Artemisia absinthium como alternativas de control

Los extractos botanicos del pimiento de Bolivia, falso pimentero o molle, Schinus molle L.
(Anacardiaceae), han demostrado tener efecto repelente y téxico en insectos plaga a través
de sus metabolitos secundarios (Huerta et al., 2010). De igual forma, el ajenjo, Artemisia
absinthium L. (Asteraceae), ha presentado propiedades antialimentarias y tdxicas contra
insectos plaga (Gonzalez-Coloma et al., 2012).

Schinus molle es un arbol originario de Peru, que se encuentra en toda la region andina de
Ameérica. Contiene, principalmente en hojas y frutos, sustancias activas como mono y
sesquiterpenos, taninos, alcaloides, flavonoides, saponinas, acido linoleico, oleorresinas, y
su efecto toxico y repelente se ha demostrado sobre algunos insectos (Ferrero et al., 2006,
2007; Abdel-Sattar et al., 2009). En los tltimos afios se ha confirmado en laboratorio la
toxicidad y repelencia sobre el escarabajo de la hoja del olmo Xanthogaleruca luteola
Muiller (Coleoptera: Chysomelidae) (Huerta et al., 2010).

Artemisia absinthium es una planta de tamafio medio, 90 cm como méaximo, de ramas
blancas, hojas pecioladas verde claro en el haz y plata en el envés, de olor intenso, que se
ha usado desde antiguo como insecticida por su propiedad desinfectante (Derwich et al.,
2009). El uso de los extractos de A. absinthium se recomienda dentro del manejo integrado
de plagas en Asia Central (Maredia y Baributsa, 2007). Su aceite tiene efecto acaricida
sobre Tetranychus urticae Koch (Prostigmata: Tetranychidae) (Chiasson et al., 2001), y
efecto toxico y repelente sobre el noctuideo Spodoptera frugiperda J.E. Smith
(Lepidoptera: Noctuidae) (Knaak et al., 2013). Ademas, sus metabolitos secundarios han
demostrado efecto insecticida sobre afidos, como Aphis spiraephaga Miiller (Hemiptera:
Aphididae) (Brudea, 2007).

Bacillus thuringiensis var. kurstaki como bioinsecticida

Entre las formulaciones disponibles en el mercado esta Dipel® WG, cuyo principio activo
es B. thuringiensis var. kurstaki Berliner (Btk), cuyo efecto insecticida se ha demostrado,
por ejemplo, contra noctuideos plagas como Spodoptera littoralis Boisduval, Heliothis
virescens F. (White et al., 1999; Kamel et al., 2010) y H. zea (Roh et al., 2007).
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Extractos en mezcla con B. thuringiensis var. kurstaki

Las dos alternativas indicadas arriba pueden mezclarse para formar una tercera, donde los
extractos botanicos aplicados junto con Btk pueden convertirse en otra opcion de control de
H. zea. Por ejemplo el efecto de los extractos de hojas de boldo, Peumus boldus Molina
(Monimiaceae), en mezcla con Btk se ha estudiado contra larvas de S. frugiperda y H. zea,
con resultados variables (Silva, 2010).

Propuesta

En este estudio se evaluo el efecto antialimentario e insecticida de extractos acuosos de
hojas de S. molle y A. absinthium, solos y en mezcla con B. thuringiensis, en comparacion
con un insecticida como control positivo de uso convencional utilizado en Ecuador,
Nockeo®, una mezcla de tiametoxam y lambdacialotrina, en ensayos de laboratorio y
campo para el control de las larvas de H. zea. Para ello se evalu6 el efecto antialimentario
de los extractos a dos concentraciones y el efecto insecticida de los extractos, solos y en
mezcla con Btk en ensayos de laboratorio; mientras que en el ensayo de campo se evaluo la
infestacion de larvas de H. zea y el dafio producido en 20 mazorcas de parcelas con los
mismos tratamientos elaborados para el ensayo del efecto insecticida.

Hipotesis
Los extractos botanicos de S. molle y A. absinthium, solos o en mezcla con B. thuringiensis,
tienen efectos antialimentario e insecticida sobre H. zea en maiz.

Objetivos
Objetivo general

Determinar el efecto antialimentario e insecticida de los extractos de S. molle y A.
absinthium, solos y en mezcla con B. thuringiensis, en el control de larvas de H. zea en
maiz fresco en ensayos de laboratorio y campo.

Objetivos especificos

«  Determinar el efecto antialimentario de extractos acuosos de S. molle y A. absinthium
en larvas de tercer estadio de H. zea en laboratorio.

»  Determinar la mortalidad causada por extractos acuosos de S. molle y A. absinthium,
solos y en mezcla con B. thuringiensis, en larvas de tercer estadio de H. zea en
laboratorio.

» Evaluar el efecto de los extractos acuosos de S. molle y A. absinthium, solos y en
mezcla con B. thuringiensis en el nimero de larvas por mazorca a la cosecha de maiz
fresco y el nivel de dafio de estas larvas en choclos en parcelas experimentales.
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Materiales y métodos

Obtencidn de hojas y preparacion de extractos de S. molle y A. absinthium

Se montaron ensayos preliminares con hojas de S. molle colectadas del 2 al 4 de enero de
2013 en el Campus de la Facultad de Ciencias Agronomicas de la Universidad de Chile
(33°34'13" S, 78°39'08" O) en Santiago, Chile, y su preparacion se realiz6 en el Laboratorio
de Quimica de la misma institucién.

Para los ensayos las hojas de S. molle y A. absinthium se obtuvieron del 22 al 24 de junio
de 2103 en la Ciudad de Riobamba (1°40'00" S, 70°37'56" O), Ecuador, y los extractos para
los ensayos de laboratorio y campo se prepararon en el Laboratorio General de la Escuela
de Biologia de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador, Quito, Ecuador.

La elaboracion de los extractos se hizo segin el método descrito en Huerta et al. (2010),
con algunas modificaciones. Las hojas de S. molle se obtuvieron en el parque “21 de Abril”
de la ciudad de Riobamba, mientras que las hojas de A. absinthium se obtuvieron en el
mercado “Mayorista” de la misma ciudad en junio y julio de 2013. Las hojas de ambas
especies se separaron del raquis y se secaron al ambiente a una temperatura promedio de
22+7°C hasta que se sintieran quebradizas a la presion con los dedos, a los 7 d para S. molle
y 15 d para A. absinthium (Figura 1 a, b). Una vez secas, se molieron con un molino
eléctrico de cuchillos (Moulinex A320R1, China) y se tamizaron en un colador para la
obtencion del polvo (Figura 1c). Para lograr la mayor concentracion posible de los
extractos, se considerd en el polvo de hojas de S. molle una relaciéon de 1 a 5 (100 g de
molle por 500 mL de agua destilada) y en el de A. absinthium de 1 a 18 (100 g de ajenjo por
1.800 mL de agua destilada), en vasos de precipitacién de 1.000 mL (Figura 1d).

Las mezclas depositadas en los vasos se llevaron a un agitador magnético térmico (Cimarec
c/c) y se agitaron por 1 h a 37°C y 23 h a temperatura ambiente (25°C) y se dejaron reposar
hasta observar una division en una fase liquida superior y otra densa inferior (Figura 1e). La
fase liquida se filtr6 a través de papel filtro Whatman 1. Luego se repartieron 12 mL de
liquido en tubos plasticos y se centrifugaron (Talletop Centrifuge-plc series, Taiwan) a
1.500 rpm durante 15 min (Figura 1f). EI sobrenadante o solucion madre de los extractos se
vacio en un vaso de precipitacion de 1.000 mL. En total, de 100 g de polvo de S. molle se
obtuvieron 250 mL de extracto y 100 g de polvo de A. absinthium rindieron 900 mL de
extracto puro Estos extractos se refrigeraron a 5°C y se consideraron extractos puros al
100% v/v. Este proceso se repitio tantas veces como fue necesario para los ensayos.
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Figura 1. Preparacion de extractos acuosos de molle, S. molle, y ajenjo, A. absinthium; (a)
hojas de S. molle, (b) hojas de A. absinthium, (c) hojas secas trituradas y cernidas de S.
molle, (d) polvo fino de hojas de S. molle y A. absinthium, () mezclas de agua y polvo fino
de S. molle y A. absinthium en agitadores magnéticos térmicos, (f) sobrenadante liquido
filtrado y centrifugado para obtener extractos puros de S. molle y A. absinthium.

Ensayos de laboratorio
Lugar de estudio

Los ensayos para evaluar el efecto antialimentario e insecticida se hicieron en el
Laboratorio de Ciencias del Colegio San Felipe de la Ciudad de Riobamba, en colaboracion
con el Laboratorio General de la Escuela de Biologia de la Facultad de Ciencias Exactas de
la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador, Quito, Ecuador, desde junio hasta octubre
de 2013.

Crianza de H. zea

Se hizo una crianza de H. zea a fin de disponer de una cantidad suficiente de individuos
para desarrollar los experimentos de los efectos antialimentarios e insecticidas en
laboratorio. Para esto se colectaron alrededor de 300 larvas en diversos estadios larvarios en
una parcela de maiz sin aplicaciones de insecticidas durante junio y se llevaron al
laboratorio en pequefios recipientes de plastico individuales con estilos de maiz y luego se
alimentaron diariamente con granos frescos de maiz hasta el estado de pupa (Navarro y
Dorestes, 1982) a 50+10% HR, 22+7°C y fotoperiodo de 12 h de luz. Las pupas luego se
pusieron en frascos con suelo solarizado, humedecido cada tres dias hasta la emergencia de
los adultos (Figura 2 a, b).
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Figura 2. Crianza de H. zea, (a) colecta de larvas en choclos en predio agricola de Chambo,
(b) crianza con dieta de granos tiernos de maiz suave, (c) cAmara de apareamiento, (d)
apareamiento, (e) masa de huevos feértiles, (f) larva de tercer estadio de H. zea.

Para el apareamiento se puso igual nimero de machos y hembras en frascos plasticos
grandes con tapa con malla de ventilacion y una mazorca con los estilos frescos al
descubierto, miel diluida en agua al 10% v/v en un recipiente plastico pequefio que se
renové diariamente para la alimentacion de los adultos (Waldbauer et al., 1984) (Figura
2c). Estos frascos se expusieron a la radiacién solar a 22+7°C por 10 h y en la noche se
guardaron en el laboratorio a 12+3°C. Desde el apareamiento (Figura 2d), las hembras
depositaron los huevos (Figura 2e) en los estilos de maiz, sobre papel encerado, o en la
malla de ventilacion.

Estos huevos se pusieron en frascos de vidrio etiquetados por fecha y al cabo de ~5 d se
produjo la eclosion y de inmediato las larvas se alimentaron con brotes frescos de alfalfa
hasta que pasaran al segundo estadio larvario, cuando se alimentaron con una dieta basada
en granos hasta ser utilizadas en los ensayos (Anexo ).

La larvas se manipularon con un pincel nimero 0, procurando usar su misma seda para el
traslado y de este modo evitar el dafio por manipulacién. Una vez llegadas al tercer estadio
larval, aproximadamente 7 d después de la eclosién (Zufiga et al., 2011), las larvas (Figura
2f) se sometieron a ayuno por 6 h y se llevaron a los recipientes de plastico para exponerlas
a los respectivos tratamientos.
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Ensayo del efecto antialimentario
Tratamientos y disefio experimental

En el Cuadro 1 se presentan los tratamientos que se evaluaron en el ensayo del efecto
antialimentario en laboratorio.

Cuadro 1. Tratamientos de laboratorio evaluados en el ensayo del efecto antialimentario
sobre larvas de tercer estadio de H. zea con sus concentraciones y volimenes usados.

Tratamientos Concentraciones (% Vv/v) Volumen usado (mL)
S. molle 100 10
S. molle 50 10
A. absinthium 100 10
A. absinthium 50 10

Las soluciones producidas se consideraron extractos puros de S. molle y A. absinthium, es
decir, a la mayor concentracién posible (100% v/v). Para obtener la concentracion del 50%
v/v, a 5 mL de cada extracto puro (100% v/v) se afiadieron 5 mL de agua destilada y se les
agito.

Se tomd como modelo el ensayo de Rossetti et al. (2008), con algunas modificaciones. Se
utilizé un disefio completamente aleatorizado con 4 tratamientos en una prueba de opcion al
azar y 15 repeticiones (1 placa Petri cada uno). La unidad experimental del ensayo consistio
en 1 larva de tercer estadio en una placa Petri con 1 grano de maiz fresco que se sumergio
previamente en el tratamiento (Cuadro 1) y 1 grano de maiz fresco sobre el cual no se
aplico nada (control). La variable evaluada fue el peso fresco consumido del grano tratado
y del control después de 24 h, en una balanza de precision Boeco BBL-52 (Alemania) de
1,5 kg de capacidad y + 0,01 g de sensibilidad.

Manejo del experimento

Para la aplicacion se pusieron 10 mL de cada uno de los extractos y concentraciones en
frascos de 50 mL y se sumergieron en ellos 15 granos frescos de maiz por 1 min. Luego,
estos granos se dejaron secar sobre papel filtro al ambiente por ~5 min. Los 15 granos
correspondientes al primer tratamiento y del testigo sin tratar se pesaron. Las placas Petri se
rotularon con el tratamiento respectivo y marcaron con las letras T y C el extremo donde se
deposito el grano tratado y sin tratar, pesados previamente.

Para cada tratamiento, se selecciond al azar una larva y se puso en el centro de cada placa
Petri, individualmente para evitar que se mordieran o se comieran entre ellas.

Ademas se pusieron 15 granos en placas Petri aparte, para registrar el peso promedio que
perderia un grano de maiz por deshidratacion en 24 h como factor de correccion.
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Evaluacion del efecto antialimentario

El porcentaje de maiz consumido se evalu6 un dia después de la aplicacion (1 dda),
registrando el peso de los granos tratados y sin tratar con la balanza de precision para
establecer el peso del grano de maiz consumido por la larva de H. zea de tercer estadio,
descontando la deshidratacion al promedio del peso consumido de los granos tratados y sin
tratar.

Con este consumo, se determind el indice de inhibicion alimentario (11A) con la formula de
Defago et al. (2006),

1A% = (1-T/C) x 100,

donde T y C son los consumos promedio de los granos tratados y control, respectivamente.
En caso de lecturas negativas se considerd un efecto nulo (0,0).

Analisis de los resultados

Para verificar diferencias estadisticas entre las medianas de los granos tratados y no
tratados, los pesos obtenidos se analizaron con estadistica no paramétrica, usando la prueba
de rangos con signo para muestras apareadas de Wilcoxon, con el programa estadistico
InfoStat version 2102 (Di Rienzo et al., 2012).

Ensayo del efecto insecticida
Tratamientos y disefio experimental

En el Cuadro 2 se presentan los tratamientos que se evaluaron en el ensayo del efecto
insecticida.
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Cuadro 2. Tratamientos de laboratorio evaluados en el ensayo del efecto insecticida con
sus ingredientes activos y volimenes/dosis aplicados sobre larvas de tercer estadio de H.
zea.

Tratamientos Ingredientes activos Vollimenes Dosis
usados

Testigo Ninguno 0

S. molle 100% v/v Extracto botanico 10 mL

S. molle 50% v/v Extracto botanico 10 mL

A. absinthium 100% v/v Extracto botanico 10 mL

A. absinthium 50% v/v Extracto botanico 10 mL

Dipel® WG (Btk) 100% Btk 10 mL 1,8 g/L

Dipel® WG 50% Btk 10 mL 09¢g/L

S. molle 100% v/v + Dipel® WG 50% Extracto y Btk 10 mL 0,9 g/L

A. absinthium 100% v/v + Dipel® WG 50% Extracto y Btk 10 mL 0,9 g/L

Nockeo® Tiametoxam y lambdacialotrina 10 mL 0,6 mL/L

Para mejorar el cubrimiento y efecto humectante en los granos, a todas las soluciones de los
tratamientos se les bajo el pH hasta ~5 con el producto comercial Indicate 5, recomendado
para obtener un mejor rendimiento de los bioinsecticidas segun el fabricante.

A continuacion se presentan algunas caracteristicas de los productos utilizados:

Dipel® WG (Valent BioScienciences Corporation, USA, distribuido por ANASAC, Chile)
es un insecticida bioldgico microbiano cuyo principio activo es la bacteria B. thuringiensis
var. kurstaki (Btk), en una formulacion de granulos dispersables en agua, que actla por
ingestion, sobre todo en los primeros estadios larvarios de lepidopteros plaga. Es
compatible con la mayoria de insecticidas, fungicidas y productos coadyuvantes. Se
recomienda mezclarlo bien y no presenta riesgo para el ambiente. Incompatible con
sustancias con pH menor a 3 6 mayor a 10. La repeticion de las aplicaciones depende de la
tasa de crecimiento de una planta, actividad de la plaga, lluvias y otros factores, y
generalmente van de 3 a 14 d. Para la aplicacion de Dipel® WG en cultivos en crecimiento
se recomienda afadir dispersantes y adhesivos a la mezcla de agua y granulos. Los
dispersantes ayudan a reducir la tension superficial de la solucion y logran un mayor
cubrimiento de la superficie de interés y los adhesivos hacen que la solucién se aferre mejor
a la planta y lo protege del lavado por lluvia o la descomposicion por la luz solar. Se usoé la
dosis recomendada por el fabricante de Dipel® WG 100% (Valent BioScienciences
Corporation, 2005) y con la mitad se prepar6 el tratamiento Dipel® WG 50%.

Nockeo® es un insecticida agricola (Parijat Industries, India, importado y distribuido por El
Agro, Ecuador), cuyos principios activos son el tiametoxan (141 g/L) y lambdacialotrina
(106 g/L). El tiametoxan es un neonicotinoide sistémico de efecto residual elevado, actla
por contacto directo, también es absorbido rapidamente y transportado a toda la planta
donde actla en el estdmago de los insectos succionadores o masticadores, interfiriendo la
transmision nerviosa entre neuronas; mientras la lambdacialotrina es un piretroide también
de alto efecto residual cuya principal accion es por contacto y altera el sistema nervioso del
insecto causando paralisis y muerte. La vida media de estos principios activos en
superficies de plantas es de 5 d. Es un producto moderadamente peligroso. Se uso la dosis
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recomendada por el fabricante (Syngenta, 2009). Las formulas de los principios activos se
presentan en el Anexo II.

Indicate 5 (Marketing ARM International, importado y distribuido por Ecuaquimica,
Ecuador) es un coadyuvante humectante liquido que permite regular el pH del agua de
aspersion; ademas acttia como surfactante que reduce la tension superficial de una solucion,
e indica el pH mediante cambio de color. Su ingrediente activo es acido fosforico 25% e
inertes 75% p/p (Marketing ARM International, s/a)

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado con 10 tratamientos (incluyendo el testigo
sin aplicacion y un producto estandar que contenia tiametoxam y lambdacialotrina usado en
la agricultura ecuatoriana) y 5 repeticiones (10 placas Petri constituyeron una repeticion y
en cada una se utilizé s6lo una larva de tercer estadio para evitar que se mordieran e
hicieran dafo).

Manejo del experimento

La unidad experimental consistio en 10 larvas de tercer estadio larvario con 10 granos de
maiz fresco sobre los que se aplicé el tratamiento respectivo por inmersién; luego de 24 h
se anoto a diario por 15 d el porcentaje de mortalidad en cada tratamiento.

Para cada tratamiento se prepararon 10 mL en los que se sumergieron 10 granos de maiz
fresco organico por 1 min, luego se dejé secar al ambiente en papel filtro por 7 min, en
seguida se depositaron con pinzas en placas Petri y se introdujo en cada una, una larva de
tercer estadio de H. zea (5 a 10 mm de longitud), después de un ayuno de 6 h.

El grano de maiz se cambid diariamente por un grano fresco organico sin tratamiento
durante los 15 d de evaluacion.

Evaluacion y criterio de mortalidad

Las larvas se observaron diariamente por 15 d para registrar la mortalidad. Si las larvas no
se movian a pesar de un leve roce con un pincel nimero 0 y se observaba coloracién
negruzca se consideraban muertas.

Andlisis de los resultados

Como en la evaluacion hubo una baja mortalidad en el testigo, no fue necesario corregir la
mortalidad (Busvine, 1980). Los porcentajes de mortalidad acumulada de las larvas de H.

zea se normalizaron mediante transformacion de Bliss (arcoseno +/%mortalidad /100 ) para
cumplir los supuestos de homocedasticidad y normalidad de las pruebas paramétricas. Se
realizd el ANDEVA vy al detectarse diferencias significativas se aplicé la prueba de Tukey
con un nivel de confianza del 95% para comparaciones entre las medias de los tratamientos
mediante el programa InfoStat version 2012 (Di Rienzo et al., 2012).
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Ensayo de campo
Lugar del estudio

El cultivo comercial se situ6 en el Cantén Chambo, Provincia de Chimborazo, Ecuador @
42'32" S; 78 35'52" W) a 2.500 msnm y temperatura promedio de 15°C y rodeado de una
plantacion de tomate de arbol y coles.

Manejo agricola del cultivo

El manejo agricola del cultivo de maiz para la evaluacion del efecto de los extractos
botanicos en combinacion con Btk lo hizo el Sr. Jorge Capelo, presidente del Centro
Agricola del Canton Chambo, Chimborazo, Ecuador, entre junio a noviembre de 2013, en
un terreno de 2.457 m? de su administracién, quién siguié las recomendaciones de
Pefiaherrera (2011), avaladas por el Instituto Nacional Autonomo de Investigaciones
Agropecuarias INIAP de Ecuador, para el Manejo Integrado del Cultivo del maiz Suave,
con algunas modificaciones.

La siembra se hizo el 14 de junio, en un terreno (Figura 3 a) surcado a la dimension
recomendada de 80 cm entre hileras (Figura 3b), dando como resultado 79 “wachos” o
lineas de siembra (Figura 3c). Se abono con 40 sacos de gallinaza (abono organico sugerido
por el mismo INIAP) segun requerimientos para el cultivo (Figura 3d) y se sembraron dos
semillas por golpe a una distancia de 50 cm. Se escogid para la siembra la semilla de maiz
var. INIAP-101 Blanco Harinoso Precoz, recomendada para la zona del ensayo; se
utilizaron 7,73 kg de semilla.

Figura 3. Manejo y evaluacion del ensayo de campo, Cantén Chambo, Provincia de
Chimborazo, Ecuador: (a) preparacion previa con tractor, (b) separacion de 80 cm entre
surcos, (c) formacion de surcos (d) aplicacion de abono de gallinaza (e) planta a los 13 d de
siembra, (f) primera aplicacion de Neem-X, (g) riego por surcos, (h) aplicacion de los
tratamientos con atomizador manual a los estilos frescos de maiz, (i) evaluacién en
laboratorio del dafio de H. zea en mazorcas cosechadas.
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El 28 de junio, cuando la mayoria de las semillas germinaron y tenian tres hojas verdaderas
(Figura 3 e), se hizo una primera aplicacion de tres productos al follaje y suelo con bomba
de espalda, para estimular el crecimiento de las raices y prevenir el dafio de insectos (Figura
3 f). Para ello se utilizaron en dosis comerciales los siguientes productos: para fertilizar, el
producto Bioplus® (producto obtenido por la descomposicion anaerdbica de alfalfa,
higuerilla, con auxinas, giberelinas y oligoelementos) a 0,5 L/100 L de agua; para estimular
el crecimiento de las plantas, Rootmost (extracto de algas con micronutrientes, hidratos de
carbono y promotores de crecimiento) a 0,5 L/100 L de agua; Yy el insecticida Neem-X a 0,5
L/100 L de agua. El principio activo del Neem-X (Marketing ARM International,
importado y distribuido por Ecuaquimica, Ecuador) es la azadiractina, metabolito
secundario presente en las semillas del arbol de neem (Azadirachta indica), que controla
mosca blanca, minadores, afidos, lepidopteros y coledpteros, y actia como regulador de
crecimiento, por lo que las larvas y ninfas no pasan al estado adulto. El insecticida Neem-X
requiere un pH de 4,5 a 5,5, por lo que se utiliz6 el producto Indicate 5, recomendado como
surfactante para lograr un mejor cubrimiento.

El 12 de julio se hizo una segunda aplicacion de Neem-X a la misma dosis anterior, segun
la recomendacion del fabricante.

El 18 de julio se aplicd el herbicida atrazina (Atrapac® WG 90, Drexel Chemical
Company, USA, importado y distribuido por Agripac, Ecuador) para controlar las malezas
en post-emergencia, un herbicida sistémico selectivo en granulos dispersables en agua en
dosis de 900 g/100 L de agua. Para ésta y las aplicaciones siguientes se utilizé una bomba a
motor de espalda de alta presion.

Para prevenir y disminuir el efecto de las heladas y enfermedades producidas por hongos, el
5 de agosto se hizo una nueva aplicacion. Se usé Leili 2000 (Beijing Leili Agrochemistry
Co., Ltda China), un producto fertilizante, bioestimulante que posee macro Yy
micronutrientes y protege del estrés en dosis de 500 mL/100 L agua. Se us6 ademas el
fungicida Tilt® (Singenta, importado y distribuido por Ecuaquimica), un producto
sistémico en base a propiconazol en dosis de 50 mL/100 L de agua.

El 9 de agosto se aplico abono de guano de cuy y se hizo el primer aporque manual,
contratando tres obreros a jornada completa por dos dias.

El 3 de septiembre se realizo otra aplicacion de productos para prevenir el efecto de las
heladas y enfermedades producidas por hongos, bacterias y el dafio de insectos. Para lo
primero se usdé un complemento nutricional en base a macro y micronutrientes aplicados
via foliar. Los productos usados fueron CaBoron (Leili, China) 120 mL/100 L de agua, y
Nutri-Leaf 20-220-20 (Miller, USA) 500 g/100 L de agua. Para prevenir el dafio de hongos,
bacterias e insectos se utilizé Brillante azul (Zhejiang Heben Pesticide Chemicals Co., Ltd.
China, distribuido por El Agro), fungicida sistémico protectante en polvo mojable cuya
formulacién es metulax 80 g/kg, mancozeb 640 g/kg, e inertes 280 g/kg. Ademas se uso el
fungicida Tilt y para insectos Curacron (Syngenta, Colombia, distribuido por
Ecuaquimica), cuyos principios activos son profenoles 500 g/L, y 47,7/L g de una mezcla
de hidrocarburos; este producto es un insecticida de contacto y accion estomacal con efecto
translaminar, y se aplicé segin recomendacion del fabricante a 100 mL/100 L de agua.
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El 10 de septiembre, para el engrose de las mazorcas, ademas de aporcar, se aboné con 50
kg de Ferpacific® (Fepacific s.a, Ecuador), que contiene urea con 46% de nitrégeno y 10
kg de Rosafert 12-12-17 (Rosafert, Bélgica) cuya formulacién es 12-12-17 S + 2MgO +
22505 + oligoelementos. Este es un fertilizante complejo granular que es absorbido
inmediatamente por la planta. Ambos abonos se mezclaron y distribuyeron en forma
homogénea a lo largo del cultivo.

El riego por surco del cultivo se hizo cada 15 d preferentemente entre las 7:00 y 9:00 AM
(Figura 3g). Al cultivo no se le aplicé ningin otro producto hasta la aparicion de los
primeros estilos de las mazorcas (24 de septiembre), donde se asperjaron los tratamientos
contra el gusano del choclo.

Tratamientos y disefio experimental

Se evaluaron los extractos y productos aplicados en el ensayo del efecto insecticida en
laboratorio pero con dosis diferentes (Cuadro 3).

Cuadro 3. Tratamientos de campo para la evaluacion del efecto de los extractos de S. molle
y A. absinthium, solos y mezclados con B. thuringiensis var. kurstaki (Btk), sobre H. zea en
parcelas experimentales con maiz de grano suave INIAP-101 en Chambo, Chimborazo,
Ecuador.

Tratamientos Ingredientes activos Volumenes Dosis
usados

Testigo Ninguno 0

S. molle 100% v/v Extracto botanico 200 mL

S. molle 50% v/v Extracto botanico 200 mL

A. absinthium 100% v/v Extracto botanico 200 mL

A. absinthium 50% v/v Extracto botanico 200 mL

Dipel® WG 100% Btk 200 mL 1,8¢g/L

Dipel® WG 50% Btk 200 mL 0,9g/L

S. molle 100% v/v + Dipel® WG 50% Extracto y Btk 200 mL 0,9 g/L

A. absinthium 100%v/v + Dipel® WG 50%  Extracto y Btk 200 mL 0,9 g/L

Nockeo® Tiametoxam y lambdacialotrina 200 mL 0,60 mL/L

Se utiliz6 un disefio en bloques completamente aleatorizado con 10 tratamientos y 5
repeticiones. El factor de bloqueo fue la direccion del riego. Cada parcela o repeticion
constituyd una unidad experimental de 2 m de ancho x 2,5 m de largo, con 4 filas de
siembra con aprox. 56 plantas, aprox. 112 grupos de estilos y 20 mazorcas colectadas a la
cosecha para registrar el niumero de larvas encontradas y evaluar el dafio después de la
aplicacion de los tratamientos. Las parcelas se separaron por una hilera entre parcelas
(Figura 4).
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Figura 4. Disefio y unidad experimental del ensayo; (a) esquema del ensayo, (b) elementos
de la unidad experimental o parcela.

El 15 de septiembre se delimitaron con cintas plasticas las parcelas que recibirian después
los tratamientos. Se incluyeron algunas parcelas para evitar efectos de borde, en las que no
se aplicd ningln producto durante la aspersion de los tratamientos para asegurar una
presidn constante de la plaga. En cada blogue se asignaron aleatoriamente los tratamientos
(Figura 4).

Manejo del experimento.

Desde la aparicion de los primeros estilos en las plantas de maiz (24 de septiembre), se
hicieron aplicaciones cada 4 d con los tratamientos indicados en el Cuadro 3 hasta el 8 de
noviembre, en total 13 aplicaciones. Para cada aplicacion se prepararon 200 mL de
solucion, siguiendo el mismo proceso que el descrito para el ensayo insecticida de
laboratorio. Para la aplicacion se utilizaron atomizadores pequefios de 200 mL de capacidad
con los cuales se mojo cada grupo de estilos con 0,4 mL de solucién del tratamiento
preparado para la aplicacion (Figura 3 h).

El 12 de noviembre se colectaron 20 mazorcas al azar de cada una de las parcelas
experimentales y guardaron en bolsas etiquetadas con la referencia de cada parcela.

Evaluacion y analisis del experimento

La evaluacion se hizo en laboratorio el 13 y 14 de noviembre. Para evaluar la presencia de
larvas de H. zea en las parcelas experimentales, se cont6 el numero de larvas vivas en 20
mazorcas en cada una de las repeticiones de cada tratamiento. Los promedios se analizaron
mediante ANDEVA vy al detectarse diferencias significativas se aplicé la prueba de Tukey
con un nivel de confianza del 95% para comparaciones entre las medias de los tratamientos
mediante el programa InfoStat version 2012 (Di Rienzo et al., 2012).

Simultaneamente, para evaluar el dafio de larvas de H. zea en mazorcas en las parcelas
experimentales, se examind y registro el dafio de las 20 mazorcas de cada repeticion segun
los criterios de evaluacion (Figura 5).
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Figura 5. Criterios para la evaluacion de los tratamientos segun niveles de dafio de H. zea
en choclo a la cosecha. Nivel 0: Mazorca sin dafio. Nivel 1: dafio leve del estilo, penetra
hasta 1 cm desde el apice, no alcanza a afectar granos. Nivel 2: dafio moderado de la
mazorca, penetra hasta 2 cm desde el apice, galeria pequefia, logra afectar 1 a 3 granos.
Nivel 3: dafio medio de la mazorca, penetra hasta 3 cm desde el apice, galeria grande,
afecta 4 a 6 granos. Nivel 4: dafio severo de la mazorca, penetra hasta 4 cm, afecta 7 a 9
granos. Nivel 5: dafio muy severo de la mazorca, penetra mas de 5 cm, afecta 10 0 méas
granos. Escala modificada desde Arretz et al. (1976).

En la evaluacion del porcentaje de mazorcas dafiadas se consideraron los niveles 2 hasta 5,
el nivel 1 no se consider6 pues solo afecta al estilo, sin dafiar a los granos y por tanto no
representa una disminucion del valor comercial. En el porcentaje de mazorcas dafiadas y
penetradas se incluyo los niveles 1 hasta 5, dado que las larvas llegaron a afectar el estilo, y
ademas los granos (Figura 5). La intensidad de dafio (IDD) se calculé mediante la formula
de Townsed y Heuberger (1945):

Ny X1+ N2+ Ny ®x3+Ny x4+ N x5
n

IDDN(l—E-} =
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donde N5 corresponde al nimero de mazorcas encontradas en el nivel del dafio (1 hasta
5) (Figura 5). Y “n” al nimero de mazorcas evaluadas (20). En intensidad de dafio se

considero el nivel 1 debido a que interesaba evaluar el dafio en toda la mazorca (Salazar,
2011).

Los promedios en porcentaje se normalizaron por transformacion de Bliss para cumplir con
los supuestos de homocedasticidad y normalidad de las pruebas. Se hizo el ANDEVA vy al
detectarse diferencias significativas se aplicé la prueba de Tukey con un nivel de confianza
del 95% para comparaciones entre las medias de los tratamientos mediante el programa
InfoStat version 2012 (Di Rienzo et al., 2012).
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Resultados

Efecto antialimentario

Los resultados del ensayo para evaluar el efecto antialimentario de los tratamientos
aplicados por inmersion sobre granos de maiz suave sobre larvas de tercer estadio de H. zea
se presentan en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Efecto antialimentario de los extractos acuosos de hojas de S. molle y A.
absinthium en varias concentraciones en el alimento de larvas de tercer estadio de H. zea en
una prueba de opcion al azar. Cada valor corresponde al promedio (%) de 15 repeticiones
(% error estandar).

Maiz consumido (%o) Efecto
Extractos (v/v)  Control sin tratar Granos tratados ~ antialimentario (%)
S. molle 100% 49 +£0,010a* 2,6+0,004a 45,2
S. molle 50% 6,9 +0,013a 3,3+ 0,006 a 48,8
A. absinthium 100% 7,6 +£0,010 a 8,5+ 0,008 a 0,0
A. absinthium 50% 3,8+£0,005a 8,1+ 0,007 a 0,0

* Promedios en una fila con la misma letra no son diferentes significativamente (P< 0,05),
segun prueba de rango con signo para muestras apareadas de Wilcoxon.

Tanto los granos tratados con extractos de hojas de S. molle al 100 y 50% v/v como A.
absinthium al 100 y 50% v/v no presentaron diferencias significativas en el consumo de
larvas de tercer estadio de H. zea con respecto al control sin tratar segun la prueba de
Wilcoxon (Cuadro 4).

Los extractos acuosos de hojas de S. molle y A. absinthium tuvieron diferente efecto
antialimentario. Los extractos de S. molle tuvieron un efecto antialimentario similar entre
45 y 49%, mientras que el efecto de A. absinthium en ambas concentraciones fue nulo
(Cuadro 4).

Efecto insecticida

Los resultados del ensayo para evaluar el efecto insecticida de los tratamientos aplicados
por inmersion de 1 min de granos de maiz sobre larvas de tercer estadio de H. zea se
presentan en la Figura 6.
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Figura 6. Mortalidad acumulada (%) de larvas de H. zea por efecto de los extractos de
hojas de S. molle y A. absinthium, solos y en mezcla con B. thuringiensis var. kurstaki,
durante 15 d de evaluacion.

En la Figura 6 se aprecia una muerte rapida de casi todas las larvas de tercer estadio de H.
zea el primer dia en el tratamiento con tiametoxan + lambdacialotrina, que alcanz6 su
méaximo acumulado el dia 7, mientras las larvas que no recibieron ninguna aplicacion
tuvieron una supervivencia constante hasta el dia 14, cuando comenzaron a morir. El
tratamiento con Btk al 100% present6 un aumento constante de la mortalidad de las larvas
de H. zea a lo largo de los 15 d de evaluacion, al igual que Btk al 50%, aunque en este
tratamiento el porcentaje de mortalidad acumulada final fue menor, como se esperaba por la
menor concentracion. Al 15 dda los extractos de S. molle y A. absinthium al 100% vl/v,
solos y en mezcla con Btk al 50%, presentaron una mortalidad acumulada menor al efecto
de Btk al 100 y 50%.

En el Cuadro 5 se presentan los resultados de mortalidad a 1, 8 y 15 dda, que se analizaron
estadisticamente.
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Cuadro 5. Mortalidad promedio (% % error estandar) de larvas de H. zea por efecto de los
extractos acuosos de S. molle y A. absinthium, solos y en mezcla con B. thuringiensis var.
kurstaki (Btk), a 1, 8 y 15 d después de la aplicacion (dda) en laboratorio.

Dias después de la aplicacion (dda)

Tratamientos

1 8 15
Testigo 00+£00 c¢c* 0000 c 40+18 ¢
S. molle 100% v/v 40+18 ¢ 16,0 £ 3,3 bc 20,0+6,1 bc
S. molle 50% v/v 0,0£0,0 ¢ 24,0+6,6 bc 28,0+6,6 bc
A. absinthium 100% v/v 12,0+£2,2 bc 24,0+6,6 bc 24,0+6,6 bc
A. absinthium 50% v/v 320+46 b 400+40 b 400+40 b
Btk 100% 8022 ¢ 52,0+4,6ab 64,0+18ab
Btk 50% 40+£18 ¢ 32,0+2,2 bc 480+36 b
S. molle 100% v/v+ Btk 50% 0,0+00 c 320+2,2 bc 440+33 b
A. absinthium 100% v/v+ Btk 50% 40+18 ¢ 20,0+4,0 bc 28,0+2,2 bc
Tiametoxan + lambdacialotrina 76,0+00a 92,0+18 a 92,0+18 a

* Promedios en una columna con la misma letra no son diferentes significativamente
(P<0,05) segun prueba de Tukey.

A 1 dda tiametoxan + lambdacialotrina se diferencio significativamente del testigo sin
aplicacion al obtener una mortalidad de 76%, seguido del extracto de A. absinthium al 50%
con 32% (Cuadro 5).

A 8 dda tiametoxan + lambdacialotrina continu6 presentando diferencias significativas con
el testigo sin aplicacion, y la mortalidad acumulada aumento a 92%. El tratamiento con Btk
100% y A. absinthium 50% v/v le sigui6 en eficacia, con 52 y 40% de mortalidad,
respectivamente. El resto de los tratamientos no presentd diferencias significativas con el
testigo sin tratar (Cuadro 5).

A 15 dda tiametoxan + lambdacialotrina y Btk 100% causaron la mayor mortalidad en
comparacion con el testigo, 92 y 64%, respectivamente. También, los tratamientos con Btk
50%, S. molle 100 % v/v + Btk 50% y A. absinthium 50% v/v, difirieron estadisticamente
del testigo, con 48, 44 y 40%, de mortalidad, respectivamente (Cuadro 5).

Efecto en el nUmero de larvas detectadas y dafio en mazorcas

El nimero de larvas de H. zea de diferentes estadios encontrados en la evaluacién de las
mazorcas frescas en el campo se presenta en el Cuadro 6.
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Cuadro 6. Numero de larvas de H. zea (promedio + error estandar) en 20 mazorcas tratadas
por aspersion con atomizador manual cada 4 d desde la aparicion de los primeros estilos de
maiz de grano suave INIAP-101 en el Cantén Chambo, Provincia de Chimborazo, Ecuador.

Tratamientos

NUmero promedio de larvas en 20 mazorcas

Testigo 100+18 a*
S. molle 100% v/v 48+13 bc
S. molle 50% v/v 54+0,8 abc
A. absinthium 100% v/v 50+1,2 abc
A. absinthium 50% v/v 56+1,0 abc
Btk 100% 44+05 bc
Btk 50% 5,6 +0,9 abc
S. molle 100% v/v + Btk 50% 34+09 ¢
A. absinthium 100% v/v + Btk 50% 8,6 £1,0 ab

Tiametoxan + lambdacialotrina 26+09 ¢

* Promedios en una columna con la misma letra no son diferentes significativamente (P <
0,05) segun prueba de Tukey.

Los tratamientos que presentaron diferencias significativas en el promedio de larvas
detectadas a la cosecha de choclos con el testigo sin tratar fueron tiametoxan +
lambdacialotrina, S. molle 100% v/v + Btk 50%, Btk 100% y S. molle 100% v/v con un
promedio de 2,6; 3,4; 4,4y 4,8, respectivamente (Cuadro 6).

Los resultados obtenidos en la evaluacion del dafio de mazorcas después de aplicar los
tratamientos con un aspersor manual en los estilos frescos del maiz cada 4 d después de la
primera aparicion hasta 4 d antes de la cosecha se presentan en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Mazorcas dafiadas, mazorcas dafiadas y penetradas (porcentajes promedio +
error estandar) e intensidad del dafio causado por larvas de H. zea en estilos de maiz tratado
de grano suave INIAP-101 en el Canton Chambo, Provincia de Chimborazo, Ecuador.

Tratamientos Mazorcas Mazorcas dafladas  Intensidad de
dafadas (%) y penetradas (%) dafo
Testigo 410+£70a* 61,0+6,0a 18+0,3a
S. molle 100% v/v 50,0+6,9a 64,0+6,8a 20+0,3a
S. molle 50% v/v 57,0+6,4a 69,0+5,3a 22+03a
A. absinthium 100% v/v 56,0+6,9a 710+49a 21+0,2a
A. absinthium 50% v/v 52,0+49a 61,0+56a 20+0,2a
Btk 100% 58,0+6,8a 65,0+50a 20+0,3a
Btk 50% 68,0+ 8,3a 730+x75a 28+05a
S. molle 100% v/v + Btk 50% 46,0+49a 55,0+4,7a 18+0,2a
A. absinthium 100% v/v + Btk 50% 540+73a 68,0+6,8a 24+04a
Tiametoxam + lambdacialotrina 140+40 b 21,0+43 b 06+01 b

* Promedios en una columna con la misma letra no son diferentes significativamente
(P<0,05) segun prueba de Tukey.
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En relacion a las mazorcas dafiadas, dafiadas y penetradas y la intensidad de dafio, solo el
tratamiento de tiametoxam + lambdacialotrina obtuvo un dafo significativamente menor al
testigo sin aplicacion. Los tratamientos de extractos solos y combinados con Btk no se

diferenciaron del testigo sin aplicacion (Cuadro 7).
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Discusioén

Efecto antialimentario

La mayoria de las plantas hospederas tienen metabolitos inhibitorios de alimentacion o
deterrentes para insectos que no son sus huéspedes habituales. Los insectos mondfagos y
oligéfagos son maés sensibles a estos deterrentes que los insectos polifagos. Los dos
primeros grupos solo tolerarian sustancias deterrentes de uno o ciertos grupos botanicos
mientras que el Gltimo grupo toleraria de varios grupos (Schoonhoven, 2005). Por lo tanto,
al comparar el efecto antialimentario de los extractos acuosos de hojas de S. molle y A.
absinthium sobre larvas de H. zea con otros insectos hay que considerar su habito
alimentario.

La tolerancia a sustancias deterrentes seria caracteristica de larvas de H. zea. Tanto los
granos tratados con extractos de hojas de S. molle al 100 y 50% v/v como A. absinthium al
100 y 50% v/v no presentaron diferencias significativas en el consumo de larvas de tercer
estadio de H. zea con respecto al control. Ademas el efecto antialimentario de los extractos
de hojas de S. molle al 100 y 50% v/v fue 45,2 y 48,8%, respectivamente; porcentajes
menores si se comparan con el efecto antialimentario de extractos acuosos de hojas de S.
molle sobre adultos de X. luteola, donde un rango de concentracion (2,5; 3,0; 4,3 y 5,6%
p/v) causé diferencias significativas con el control y un efecto antialimentario superior a
98,32% (Huerta et al., 2010), lo que sugiere que ante el mismo extracto hay grados
diferentes de efecto antialimentario entre especies de insectos. Asi, las larvas polifagas de
H. zea tolerarian una mayor variedad de sustancias deterrentes, como las presentes en S.
molle, mientras los adultos mondfagos de X. luteola no la tolerarian.

Heliothis zea también toleraria otro tipos de extractos de plantas debido a su condicion
polifaga. Al comparar el efecto antialimentario del extracto de S. molle en ambas
concentraciones sobre el tercer estadio larvario de H. zea con el estudio de Silva et al.
(2013) sobre el efecto antialimentario del extracto de hojas P. boldus sobre larvas de tercer
estadio de H. zea se observan resultados similares. Con los extractos acuosos de hojas de P.
boldus en concentraciones desde 0,50 a 8% p/p, el efecto antialimentario vari6 entre 37,7 y
57,3%, sin diferencias significativas entre las concentraciones. Esta tolerancia a sustancias
disuasivas explicaria también el efecto antialimentario nulo de los extractos acuosos de A.
absinthium.

En resumen, las larvas polifagas de H. zea tendrian una mayor tolerancia a sustancias
disuasivas de plantas que no son sus huéspedes como S. molle y A. absinthium y esto
explicaria por qué consumieron indistintamente granos de maiz tratados con los extractos y
granos sin tratar, por lo que no se encontraron diferencias significativas con respecto a su
control en las varias concentraciones aplicadas.
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Efecto insecticida
Extractos de S. molle y A. absinthium

Los resultados obtenidos indican en general un efecto menor de los extractos acuosos de S.
molle y A. absinthium sobre la mortalidad de larvas de H. zea que el resto de tratamientos.
El extracto de A. absinthium 50% v/v caus6 una mortalidad promedio larvaria significativa
(40%). Este efecto fue manifiesto a 1 dda (32%), se mantuvo al 8 dda (40%) y continud
hasta 15 dda. Cabe resaltar que este nivel de mortalidad no se obtuvo con la concentracion
mayor del extracto de A. absinthium, la que causé apenas 24% de mortalidad promedio a 15
dda. Los porcentajes de mortalidad promedio producidos por estos extractos sobre insectos
son menores a los de otros estudios (Brudea, 2007; Huerta et al., 2010; Chiffelle et al.,
2013). Una vez mas, los rangos de asociacion de los insectos con sus plantas hospederas
podrian explicar las diferencias.

En este estudio, el extracto acuoso de S. molle 100% v/v causé una mortalidad promedio
del 16% al dia 8 de evaluacion. Esta cifra es inferior a la mortalidad promedio producida
por extractos acuosos de S. molle al 5,6% p/v sobre el adulto de X. luteola, de 27,8% al dia
4 de evaluacién (Huerta et al., 2010), y muy inferior al 67 y 63% de mortalidad obtenidos
con extractos acuosos de hojas jovenes y nuevas, respectivamente, sobre el tercer estadio
larvario de X. luteola con la concentracion de 4,3% p/v (Chiffelle et al., 2013).

La mortalidad causada por el extracto acuoso de A. absinthium sobre larvas de H. zea fue
menor si se compara con otros insectos plaga. Por ejemplo, este extracto produjo en el
presente estudio s6lo 24% de mortalidad promedio de H. zea al 8 dda, mientras que en el
trabajo de Brudea (2007), el extracto acuoso de A. absinthium obtenido a partir de 25 g/L
agua sobre Aphis spiraephaga caus6 80% de mortalidad al 4 dda.

En el caso de S. molle 100 y 50% v/v, hubo tan solo 20 y 28% de mortalidad acumulada, y
para A. absinthium 100 y 50% v/v niveles de mortalidad de 24 y 40%, respectivamente, al
15 dda. Este porcentaje menor de mortalidad también se encontrd al utilizar extracto acuoso
de hojas de boldo (P. boldus) contra H. zea en ensayos de laboratorio donde se obtuvo solo
30% de mortalidad con la mayor concentracion (8% v/v) (Silva et al., 2013).

La especie polifaga H. zea muestra también tolerancia y poca sensibilidad a sustancias
toxicas presentes en los extractos de S. molle, A. absinthium y P. boldus, plantas no
hospederas, lo que explicaria el menor porcentaje de mortalidad obtenido en comparacion
con los producidos por el extracto de S. molle y A. absinthium sobre las especies monéfaga
y olig6faga como X. luteola y A. spiraephaga, respectivamente.

Se debe considerar que esta relacion de asociacion de insectos con su planta hospedera y
grado de tolerancia no siempre se cumple. Por ejemplo, Silva et al. (2013) encontraron 75%
de mortalidad con 8% v/v de concentracion del extracto de hojas de P. boldus sobre el
tercer estadio larvario de la polifaga S. frugiperda, mientras a la misma concentracion el
extracto de hojas de P. boldus causé solo 30% de mortalidad en larvas de H. zea del mismo
estadio.
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Segun Silva et al. (2013), al tratar las larvas con extracto acuoso de P. boldus, el tamafio,
didmetro, peso de las larvas y nimero de ellas que llegan al estado de pupa disminuyé a
medida que aumento la concentracion del extracto; también registré una mayor demora de
las larvas en comenzar a pupar. Las mayores concentraciones de los extractos de S. molle y
A. absinthium no reflejaron porcentajes promedio superiores de mortalidad. Por tanto para
tener una comprension méas completa del efecto insecticida de estos Gltimos extractos a
diferentes concentraciones sobre H. zea, se deberia continuar con estudios que incorporen
otras variables, como peso y tamafo de las larvas, nimero de larvas que pupan, tiempo en
pupar, tamafio de los adultos, etc.

Bacillus thuringiensis var kurstaki

Los promedios de mortalidad producidos por Btk 100 y 50% aumentaron en el tiempo y
variaron con la concentracion. Las concentraciones de Btk de 100 y 50% produjeron un
porcentaje promedio menor de mortalidad (8 y 4%, respectivamente), sin diferencias
significativas con el control al 1 dda. Posteriormente la concentracion mayor de Btk 100%
tuvo diferencias significativas con el testigo (52%) al 8 dda, finalmente ambas
concentraciones tuvieron diferencias significativas con el testigo (64 y 48%,
respectivamente) al 15 dda.

Cabe sefialar que segin recomendacion de los fabricantes, Btk actia mejor con los estadios
mas tempranos de desarrollo, y expresamente sefialan el I*' y 2% estadio, lo que lleva a
pensar que al trabajar con esos estadios se hubieran obtenido porcentajes de mortalidad
mayores.

Extractos de S. molle y A. absinthium en mezcla con Btk

Al ponerse en contacto los compuestos con accidn sinérgica, en este caso los extractos de S.
molle y A. absinthium con Btk, cuya toxicidad es conocida, como resultados posibles se
tenia: ninguna interaccion, la mezcla no produciria ningun efecto aditivo, sinergismo, en
que el efecto de la mezcla es superior a la suma de cada efecto individual y antagonismo, en
que el efecto es menor de lo previsto (Philogéne, 2003).

Al comparar la mortalidad promedio de las larvas de H. zea causada por el extracto de S.
molle 100% v/v y por Btk 50% con la mezcla de S. molle 100% v/v + Btk 50% (20, 48 y
44%, respectivamente) no hubo un aumento en el promedio de mortalidad acumulada
producto de la mezcla, lo que indicaria que no hubo un efecto aditivo del extracto sobre
Btk. También al comparar la mortalidad causada por el extracto de A. absinthium 100% v/v
y por Btk 50% con la mezcla de A. absinthium 100% v/v + Btk 50% (24, 48 y 28%) no se
evidencia un aumento en la mortalidad producto de la mezcla lo que indicaria que tampoco
hubo algun efecto aditivo del extracto sobre la efectividad de Btk. En sintesis, la interaccion
entre el extracto de S. molle y A. absinthium con Btk no aumenté el efecto de Btk. Silva
(2010) tampoco encontré un efecto de potenciacion entre del extracto de P. boldus sobre
Btk al evaluar la mortalidad de S. frugiperda.
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Cabe mencionar que algin experimento con un disefio factorial que considere mas
concentraciones de los extractos y de Btk puede representar mejor las relaciones posibles
entre los extractos evaluados en mezcla con Btk.

Aunque los extractos solos de S. molle 100 y 50% v/v no aumentaron significativamente la
mortalidad promedio, si lo hizo la mezcla de S. molle 100% v/v + Btk 50%. Esto sugiere
que el Btk 50% presente en la mezcla fue lo que produjo tal aumento.

Efecto en el nimero de larvas de H. zea a la cosecha

Los tratamientos que presentaron diferencias significativas en el promedio de larvas
detectadas a la cosecha de choclos con el testigo sin tratar fueron tiametoxan +
lambdacialotrina, S. molle 100% v/v + Btk 50%, Btk 100% y S. molle 100% v/v, con
promedios de 2,6; 3,4; 4,4 y 4,8, respectivamente. Estos resultados indican la influencia de
la concentracion de S. molle y Btk para disminuir significativamente la infestacion de larvas
de H. zea en las mazorcas. El extracto de S. molle Unicamente a la mayor concentracién
utilizada, causdé una disminucion significativa de la infestacion, indicando que la
concentracion fue un factor importante para reducirla. También se obtuvo una disminucion
significativa al aplicar Btk en la dosis recomendada por el fabricante, indicando
nuevamente que la concentracion fue clave para disminuir la infestacién de forma
significativa.

En cambio, con el extracto acuoso de hojas A. absinthium, solo y en mezcla con Btk, no se
produjeron diferencias significativas con el control, lo que indica que el extracto acuoso de
hojas de A. absinthium, bajo el modo de aplicacion realizado, no son una opcién a
considerar para reducir la infestacion de larvas de H. zea en condiciones de campo.

Efecto en el dafio de larvas de H. zea en choclos a la cosecha
Extractos de S. molle y A. absinthium

Los extractos de S. molle y A. absinthium al 100 y 50% v/v, no redujeron
significativamente el dafio causado por larvas en H. zea en mazorcas a la cosecha. Si bien
los extractos acuosos de hojas de S. molle al 100%, disminuyen significativamente el
namero de larvas detectadas a la cosecha de choclos en campo; pero con este tratamiento, el
dafo debido a las larvas no difiri6 estadisticamente del testigo. Varias pueden ser las causas
bioldgicas o de aplicacion de los extractos usados que pudieron influir en estos resultados.

Desde el punto de vista bioldgico cabe sefialar: alta poblacion del insecto en la zona de
cultivo; la especie muestra preferencia por la ovoposicion en estilos de maiz; tolerancia a
sustancias toxicas; ausencia de enemigos naturales, efecto lento de los extractos y Btk;
minima presencia para causar dafio importante; son algunos elementos a considerar para
explicar por qué los extractos empleados y sus mezclas con Btk no lograron reducir
significativamente el dafio en mazorcas producido por las larvas de H. zea.

Como se menciond, la presencia e intensidad de dafio en mazorcas puede ser explicada por
una mayor presion de una plaga que es tipica de regiones tropicales y subtropicales (Fitt
1989). H. zea en Ecuador tiene varias generaciones en un afio, esta distribuida ampliamente
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y tiene gran incidencia en los cultivos de maiz de variedad suave (Ministerio de Agricultura
y Ganaderia de Ecuador, 1986).

Ademas, las larvas prefieren estructuras vegetales con mayor contenido en nitrégeno, como
el que se concentra en los estilos del maiz (Fitt, 1989), lo que hizo que su presencia sea
todavia mayor en las parcelas experimentales.

En el ensayo de mortalidad de laboratorio, la especie polifaga H. zea mostré que es
tolerante y poco sensible a sustancias tdxicas presentes en los extractos de S. molle y A.
absinthium, lo que explicaria la presencia de larvas en numero suficiente para dafiar
gravemente las mazorcas en las parcelas en las que se aplico. En observaciones de campo
se muestra cdmo una sola larva en mazorcas cosechadas puede realizar un dafio importante
(Figura 5).

Cabe destacar también que se encontraron larvas (2,6% en 20 mazorcas) en el tratamiento
donde se aplico tiametoxam + lambdacialotrina. Esto indica la habilidad de las larvas de
escapar a la accion de los compuestos quimicos usados. Se ha demostrado la resistencia
desarrollada por H. zea a numerosos insecticidas clorados, fosforados y piretroides en
diversas partes del mundo, incluso hasta niveles que han causado el colapso en los sistemas
agricolas (Fitt 1989; Abd-Elghafar et al., 1993). Se destaca que uno de los graves
problemas del control de H. zea en el maiz es precisamente el ingreso répido del primer
estadio larvario desde los estilos frescos al interior de la mazorca, donde esta a salvo de la
accion de insecticidas de contacto o sustancias que afecten su alimentacion (Flores, 2010).

Los compuestos neonicotinoides y piretroides son eficaces pero poco selectivos. Estos
compuestos son los principios activos de varios insecticidas que se usan en el cantén
Chambo para el control del gusano del choclo y probablemente sean los responsables de la
disminucion de la poblacion de enemigos naturales de H. zea. En el campo durante las
aplicaciones no se observé en los estilos la presencia de Orius, hemiptero que si bien no
reduce el dafio, si decrece la poblacion de huevos de H. zea.

En laboratorio, recién a 15 dda, Btk 100% v/v, Btk 50%, S. molle 100 % v/v + Btk 50% y A.
absinthium 50% v/v, difirieron estadisticamente en mortalidad con el testigo (64, 48, 44 y
40%, respectivamente). Esto indica el efecto toxico lento y paulatino de los extractos y Btk
sobre las larvas de H. zea. En el campo, si las larvas consumieron los estilos tratados y Bik,
todavia tuvieron tiempo de entrar y dafiar gravemente las mazorcas antes de morir.

El dafio causado por larvas de H. zea en las parcelas experimentales también pudo deberse
al generalmente bajo efecto residual de los extractos, fotodegradacion y sensibilidad a la
temperatura, y a la diferente composicion de los extractos (Philogéne et al., 2003; Isman,
2006). Aqui se hicieron aplicaciones cada 4 d debido a que estudios anteriores proponian
un efecto residual de hasta 5 d, pero no se determiné este efecto ni la fotodegradacién de
los extractos de S. molle y A. absinthium sobre los estilos en parcelas de maiz antes de su
aplicacion. Si el efecto residual de los extractos no fue semejante al de los extractos de hoja
del género Ryania, que permanecen hasta 5 d después de la aplicacion, sino igual o menor
al del extracto de semillas de neem, cuya actividad es de unas 20 h después de su
aplicacion, entonces quedaron casi 3 d sin ninguna proteccion.
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Otro aspecto a considerar en el menor desempefio de los extractos botanicos en ensayos de
campo es precisamente la calidad de los extractos. Los extractos crudos a menudo
contienen bajas concentraciones de ingredientes activos y sin cuantificacion adecuada. Por
lo cual el potencial insecticida del extracto puede variar segin el tiempo y a la posicion
geografica de la planta de donde se obtiene el extracto. La estandarizacién del producto se
apunta como un aspecto a trabajar todavia en la mayoria de los extractos botanicos
sugeridos como opciones repelentes e insecticidas (Isman, 2006).

Bacillus thuringiensis var. kurstaki

Tampoco Btk en las dos concentraciones utilizadas redujo significativamente el dafio en
mazorcas. La baja persistencia en el ambiente de Btk y tiempo de accion de la proteina Cry,
la aplicacion directa del producto, dosis, tiempo de intervalo de la aplicacion, presion y
comportamiento de las larvas, entre otros factores, pueden explicar por queé el bajo control
que ejercid sobre las larvas de H. zea en condiciones de campo.

La baja toxicidad residual de Btk en las parcelas puede deberse a que las proteinas Cry, que
se degradan en el ambiente, tuvieron un efecto activo corto. Se conoce que las esporas de
Btk pueden inactivarse por la accion de la luz ultravioleta a las 48 h, y una de las nuevas
lineas de investigacion en torno a Bt consiste en el desarrollo de bacterias recombinantes
con genes Cry o cepas de Bt modificadas con otros genes distintos a las endotoxinas delta
con el objetivo de aumentar la toxicidad residual (Sauka y Benintende, 2008). Otras
soluciones para mejorar el efecto residual de Bt ha sido encapsular las toxinas en materiales
que las protejan de altas temperaturas como el carboximetil-celulosa (Cokmus y Elcin,
1995), afiadir pigmentos fotorreceptores como Rojo Congo, o encapsularlos en almidones o
harinas para protegerlos de la luz ultravioleta (Ragaei, 1999) y pueden retener hasta 12 d el
50% de su actividad insecticida. Algunos estudios han encontrado un aumento significativo
en la persistencia de la actividad de una formulacion de Btk con almidon con respecto a la
formulacién comercial. En ensayos de campo se encontré que luego de 72 h de la
aplicacion, la actividad del producto comercial descendia en 50%, mientras que la
formulacion con almidén mantenia una actividad de 70% de mortalidad sobre H. armigera
(Singh et al., 2007).

Para la aplicacion de Dipel® WG en cultivos en crecimiento se recomienda afiadir
dispersantes y adherentes a la mezcla de agua y granulos (Valent BioSciences, 2005). Si
bien se uso el Indicate 5 para mejorar el cubrimiento, no se us6 una sustancia adherente que
lograra una mejor fijacion de los tratamientos usados y protegerlos de la lluvia y de la
radiacion solar. Estos adherentes también se recomiendan para insecticidas botanicos y
pudieron ayudar también para un lograr una mayor permanencia activa de Btk. Este
adherente no se usO debido a que no fue posible conseguirlo en el mercado local. La
aplicacion directa del producto comercial, sin adherente ni formulaciones como las arriba
anotadas, en una zona de alto indice de radiacion ultravioleta como es el Canton Chambo
(17-18 UVI), con altas temperaturas (hasta 30 °C), explicaria la corta e insuficiente
actividad insecticida de Btk para reducir el dafio en mazorcas.

También se debe considerar la dosis usada y el tiempo de aplicacion como factores que
influyeron en los resultados. Segun recomendaciones de los fabricantes para que Btk tenga
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efecto, los depositos activos de Dipel® WG presentes en los estilos deben ser ingeridos por
las larvas y para que esto sea posible en caso de alta presion de la poblacion de la plaga, se
requieren dosis mayores de las indicadas en la etiqueta. En el ensayo se uso sélo la dosis
recomendada por Valent BioSciences (2005); posiblemente una dosis mayor de granulos
dispersables de Dipel® WG pudo haber dado mejores resultados. Los fabricantes de Dipel®
WG recomiendan que en un cultivo en crecimiento las aplicaciones deben hacerse entre 3 a
15 d (Valent BioSciences, 2005). Si bien se considerd hacer aplicaciones con intervalos
cortos, cada 4 d pudo ser insuficiente debido a la presion alta y constante de la plaga y al
efecto residual corto del producto.

Ademéas hay que considerar que durante el tiempo en que los estilos se mantuvieron
frescos, alrededor de 1 mes, hubo una eclosion continua de huevos, y muchas larvas, cuyo
habito es introducirse de inmediato bajo las chalas de la mazorca, pudieron no ingerir los
depdsitos activos de Dipel® WG y por tanto la proteina Cry no causo su muerte y las larvas
causaron el mismo nivel de dafio que el producido en la parcelas sin aplicacion.

Extractos de S. molle y A. absinthium en mezcla con Btk

Si los extractos botanicos de S. molle y A. absinthium y Btk tuvieron un breve tiempo de
accion sobre las larvas de H. zea se explicaria la incapacidad de estos productos de reducir
significativamente el dafio en mazorcas en campo. En campo no se registr6 un efecto
aditivo de los extractos sobre H. zea que lograra la disminucién significativa del dafio
producido por las larvas en mazorcas a la cosecha.

Extractos botanicos y Btk como una opcion dentro del manejo integrado de H. zea en
el campo

La alta presion de H. zea en una zona agricola importante como el Canton Chambo,
Provincia de Chimborazo, Ecuador, donde se cultiva maiz de la variedad duro suave
(choclos) para el consumo humano en parcelas pequefias (menores a 2 ha), ha llevado a la
utilizacion de mezclas de insecticidas piretroides, neonicotinoides y fosforados cada vez
con mayor frecuencia en las aplicaciones, con riesgos para la salud humana y ambiental.

El extracto de S. molle 100% v/v, y S. molle 100% v/v + Bkt 50%, y Btk 100%,
disminuyeron significativamente el nimero de larvas de H. zea en las mazorcas, aunque no
evitaron el dafio a la cosecha. Se podrian hacer nuevos ensayos de aplicacion de los
extractos en mezcla con Btk, tomando en cuenta el efecto residual, fotodegradacion,
adherentes, y dosis mayores de Btk que las propuestas por el fabricante para el control del
H. zea en el Canton Chambo, Ecuador. Ademas, al disminuir significativamente el nimero
de larvas de H. zea en las mazorcas, este extracto y su mezcla con Btk podrian ser
evaluados en otros cultivos agricolas hospederos de la plaga, como tomate, tabaco, algodén,
etc.

Por otra parte, en un sistema de manejo integrado de plagas en el maiz, la sola utilizacion
de extractos botanicos y Btk puede ser insuficiente. Se requieren mas estrategias, orientadas
a evitar la ovipostura, la eclosion de los huevos en los estilos y el desarrollo de las larvas
para disminuir significativamente el dafio en los choclos y de este modo reducir el uso de
insecticidas para controlar el dafio causado por H. zea.



37

Conclusiones

La hipotesis planted que los extractos botanicos de S. molle y A. absinthium, solos o en
mezcla con Btk, tenian efectos antialimentarios e insecticidas sobre H. zea en maiz para
consumo fresco. A continuacion se concluye en base a los resultados de laboratorio y
campo.

Los extractos acuosos de hojas de S. molle y A. absinthium no presentan efectos
antialimentarios estadisticamente significativos sobre el tercer estadio larvario de H. zea en
laboratorio, por lo que la hipotesis se rechaza.

Solo los extractos acuosos de hojas de S. molle 100 % v/v + Btk 50% y A. absinthium 50%
v/v tuvieron efectos insecticidas significativos sobre el tercer estadio larvario de H. zea en
laboratorio, por lo que se acepta parcialmente la hip6tesis. Para tener una comprensién mas
acabada del efecto insecticida de los extractos de S. molle y A. absinthium sobre H. zea se
deberia continuar esta linea de investigacion con estudios que incorporen otras variables,
como peso y tamafio de las larvas, numero de larvas que pupan, tiempo en pupar, tamafio
de los adultos, etc.

Los tratamientos con el extracto acuoso de hojas de S. molle y Btk, solos y en mezcla,
disminuyeron significativamente el nimero de larvas detectadas a la cosecha de mazorcas
frescas en el campo. Esta informacidn abre las puertas a evaluar estos tratamientos en otros
cultivos agricolas hospederos de la plaga, como tomate, alfalfa, pimiento, etc.

Los tratamientos con el extracto acuoso de hojas de S. molle, A. absinthium, solos y en
mezcla con Btk, no disminuyeron significativamente el dafio causado por larvas de H. zea
en mazorcas frescas en el campo.

En base a las conclusiones y a la discusion desarrollada se considera que el dafio producido
por H. zea en mazorcas de consumo humano podria reducirse en forma sostenible mediante
el uso de extractos botanicos en mezcla con Btk en el campo, previas pruebas del efecto
residual y de fotodegradacion e implementacién de técnicas de aplicacion de los extractos
acuosos de hojas de S. molle y A. absinthium y de Btk en una zona tropical con una presion
alta y contante de la plaga en el campo, como elemento a considerar dentro del manejo
integrado.
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ANEXQOS

ANEXO I. Dieta utilizada para la crianza de larvas de H. zea en condiciones de laboratorio.

Mezcla para 2 kg (30-40 potes)

Ingrediente Cantidad Unidad
Agar 40 g
*Polenta 112 g
*Chuchoca 100 g
*Germen de trigo 71 g
*Levadura de cerveza 75,5 g
*Leche descremada en polvo 10 g
Acido Benzoico 45 g
*Acido Ascorbico 10 g
Pantiban (vitaminas) 2-5 mL
*Amoxicilina 500 2 g
Nistoral 28 gotas
Formalina al 37% 2,5 mL
Agua (destilada) 1,5 L
*Metilparabeno (preservante) 0,5-1 g

*Se mezcla en seco.

El agua se pone en el microonda durante 20 min. A los 2-3 min. se agrega agar-agar
y se deja nuevamente continuar en el tiempo, revolver cada cierto tiempo.

El Acido benzoico se diluye en alcohol (2-3 mL en una botella pequefia) antes de
agregarlo a la mezcla.

A la mezcla en seco se le agrega el agar listo, Nistoral, Ac. Benzoico y la formalina
(precaucion al agregarla ya que los vapores irritan los 0jos).

La altura de mezcla en los potes es de 1 cm. Esterilizar todos los implementos con
alcohol antes de ser usados.

Duracion aproximada de la dieta 30 d.

Se recomienda poner la mezcla seca 4 h bajo luz UV, revolviéndola cada 30 min.

Receta elaborada por el INIA Quilamapu Alejandra Sanchez (alesb29@hotmail.com) y
Karla Fernandez. Fono: (42)209740.
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ANEXO II. Formula estructural de los principios activos de Nockeo®

tiam etoxan lambdacialotnina



46

APENDICE

Apeéndice 1. Principales especies de Noctuidae encontradas en cultivos de maiz en el
Cantdn Chambo, Provincia de Chimborazo, Ecuador.

T ——

A. Agrotis ipsilon (Hufnagel). B. Dargida grammivora (Walker). C. Spodoptera
ornithogalli (Guenée). D. Heliothis zea (Boddie).



