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RESUMEN

El maiz (Zea mays L.) es uno de los principales cultivos sembrados a nivel mundial, se lo
utiliza principalmente en la alimentacién humana y animal (balanceados); sin embargo, los
rendimientos de este cultivo pueden ser perjudicados debido a la presencia de insectos
plagas, como, el gusano cogollero (Spodoptera frugiperda). Estudios sobre el uso de
bioinsecticidas a base de plantas han demostrado su eficiencia en el control de plagas
incluyendo el gusano cogollero, sin embargo, se desconoce el potencial de algunas especies
de plantas en poblaciones de S. frugiperda en la regidn, por este motivo, el siguiente estudio
tiene como objetivo: Evaluar el efecto de tres bioinsecticidas en la etapa larvaria del gusano
cogollero, como medida de control en el cultivo de maiz. El presente estudio fue desarrollado
en condiciones controladas en el laboratorio de microbiologia de la Universidad Técnica
Estatal de Quevedo. Larvas de S. frugiperda fueron alimentadas con hojas de maiz tratadas
con bioinsecticida de neem (dosis: 5.62; 7.5; 9.37 cc); de tabaco (dosis: 37.5; 50; 62.5 cc);
de arbol paraiso (dosis: 75; 100; 125 cc) y con agua destilada (tratamiento control). Los
bioinsecticidas de neem (dosis: 9.37 cc), tabaco (dosis: 62.5 cc) y arbol paraiso (dosis: 100-
125 cc) presentaron porcentajes de eficacia del 96%; 71% y 46%, permitiendo el control del
90%, 70% y 50% de larvas de S. frugiperda respectivamente. El tiempo letal medio (TL50)
evaluado en larvas de S. frugiperda expuesta al bioinsecticida neem (dosis: 9.37 cc y 7.5 cc)
y en el bioinsecticida de hojas de tabaco (dosis: 62.5 cc.) fue de 192 horas. No fue posible
determinar el TL50 en el bioinsecticida de arbol paraiso porque no causé la mortalidad del
50% de los individuos evaluados. Los resultados obtenidos sugieren que los bioinsecticidas
de hojas de neem aplicados en dosis de: 9.37 cc y de hojas de tabaco aplicados en dosis de:
62.5 cc, mostraron mayor eficiencia en el control del gusano cogollero demostrando su
potencial en el control de esta plaga en condiciones controladas. Investigaciones en campos

de maiz son necesarias.

Palabras Claves: Extracto vegetal, neem, tabaco, control de plagas, maiz.
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ABSTRACT

Zea mays L. corn is one of the main crops planted worldwide, it is mainly used by human
and animal feeding; However, the yields of this crop can be impaired due to the presence of
insect pests, such as the fall armyworm (Spodoptera frugiperda). Studies on the use of plant-
based bioinsecticides have demonstrated their efficiency in the control of pests including the
worm bud, butt, the potential of some plant species in populations of S. frugiperda in the
region is unknown. For this reason, the following study aims to evaluate
the effect of three bioinsecticides in the larval stage of the cogollero worm, as a control
measure in the cultivation of corn. The present study was developed under controlled
conditions in the microbiology laboratory of the State Technical University from Quevedo.
S. frugiperda larvae were fed corn leaves treated with neem bioinsecticide (dose: 5.62; 7.5;
9.37 cc); of tobacco (dose: 37.5; 50; 62.5 cc); of paradise tree (dose: 75; 100; 125 cc) and
with distilled water (control treatment). The bioinsecticides of neem (dose: 9.37 cc), tobacco
(dose: 62.5 cc) and paradise tree (dose: 100-125 cc) presented 96% efficacy percentages;
71% and 46%, allowing control of 90%, 70% and 50% of S. frugiperda larvae respectively.
The mean lethal time (TL50) evaluated in larvae of S. frugiperda exposed to the neem
bioinsecticide (dose: 9.37 cc and 7.5 cc) and in the bioinsecticide of tobacco leaves (dose:
62.5 cc.) was 192 hours. It was not possible to determine the TL50 in the paradise tree
bioinsecticide because it did not cause the mortality of 50% of the individuals evaluated. The
results suggest that the bioinsecticides of neem leaves applied in doses of: 9.37 cc, and of
tobacco leaves applied in doses of: 62.5 cc, showed greater efficiency in the control of the
worm bud demonstrating its potential in the control of this pest in controlled conditions.

Investigations in cornfields are necessary.

Keywords: Vegetable extract, neem, tobacco, pest control, corn
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INTRODUCCION

El cultivo de maiz (Zea mays), desde tiempos antiguos se lo ha considerado uno de los
principales cultivos de América Latina, su procedencia es en México donde se han
encontrado aproximadamente 2000 especies, mientras que en Ecuador se han descrito 29
razas, de estas 17 corresponden a maiz Andino y las sobrantes a maices de la zona tropical
(Guacho, 2014).

En el Ecuador el maiz es considerado un producto de gran importancia econdémica ya que
esta destinado al consumo humano, animal y uso en la agroindustria Quiroz y Merchan,
(2016). Segun el Instituto Nacional de Estadistica y Censo INEC, (2018), para el periodo
2018 el maiz duro seco con el 13 % de humedad obtuvo una produccién de (5.93 t/ha.), con

un total de superficie cultivada de 255.376 ha.

El cultivo de maiz, asi como otros cultivos de importancia econémica son amenazados por
diferentes plagas las cuales pueden causar pérdidas considerables en la produccion. Una de
estas plagas es el gusano cogollero (Spodoptera frugiperda), esta plaga pertenece al orden
Lepidoptera, y su habito alimenticio es de tipo polifago, es considerada como plaga clave
del cultivo de maiz. Los dafios producidos por el gusano cogollero pueden afectar los

rendimientos del cultivo de maiz en un 40%.

El control del gusano cogollero se ha convertido en una labor dificil, costosa debido al uso
desmedido y la mala aplicacion de insecticidas quimicos que ademas de causar efectos
directos sobre la salud del medio ambiente y del ser humano también favorecen la resistencia

de esta plaga, encareciendo cada vez mas los costos de control.

En basqueda de alternativas ecoldgicas amigables y que ademas permitan el control de
insectos plaga en los cultivos se encuentran los insecticidas de origen boténico los cuales,

podrian ser considerados como una herramienta bioldgica para el control de S. frugiperda.

Varias especies de plantas presentan en su composicion sustancias con actividades
insecticidas, asi por ejemplo el neem (Azadirachta indica), arbol del paraiso (Melia
azedarach) y el tabaco (Nicotiana tabacum); inclusive existen reportes sobre el efecto

insecticida de estas especies en el contro de Bemisia tabaci en los cultivos de tomate,



Empoasca fabae en cultivo de frejol, Thrips en cultivos de pepino, control de larvas de
Diaphania hyalinata en cultivos de melon Lépez y Estrada, (2005), entre otros; sin embargo,
muy poco se conoce sobre la eficiencia y dosis adecuada de bioinsecticidas para el control

del gusano cogollero.

Considerando lo expuesto anteriormente la siguiente investigacion propone evaluar el efecto
de tres bioinsecticidas, neem, arbol del paraiso y tabaco, en condiciones de laboratorio para
el control de larvas de S. frugiperda, determinar la eficacia de los tres extractos vegetales,
evaluar la dosis que pueda causar la mortalidad de las larvas y verificar el tiempo letal medio

(TL50) de los tres bioinsecticidas en individuos de S. frugiperda.



CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de investigacion

1.1.1. Planteamiento del problema

El gusano cogollero (Spodoptera frugiperda) es una plaga que ataca severamente a varios
cultivos, sin embargo, el maiz es considerado uno de los cultivos méas afectados y al que

mayor atencion se le coloca debido a la importancia alimenticia y econdmica que representa.

El gusano cogollero como un dafio inicial provoca raspaduras en las hojas tiernas, que
después de un tiempo se muestran como areas traslucidas, posteriormente, afecta al cogollo
de la planta, y al desplegarse el follaje se detectan perforaciones en la lamina foliar, en esta
fase se puede observar los excrementos de la plaga el cual tiene apariencia de aserrin. Se
ocasiona un dafio severo cuando la larva produce dafios en la inflorescencia del cultivo de

maiz. Las pérdidas ocasionadas por el gusano cogollero depende del nivel de dafio.

El control del gusano cogollero estd basado en el uso intensivo de insecticidas sintéticos
altamente toxicos que repercuten en la salud del hombre y del agro ecosistema, ademas han
sido reportados registros de resistencia del gusano cogollero a varios insecticidas, lo que
dificulta cada vez mas su control. El uso de bioinsecticidas puede tornarse en una alternativa
para el control o manejo integral de poblaciones de gusano cogollero, sin embargo, se conoce
muy poco sobre el grado de eficiencia y dosis adecuadas de los bioinsecticidas a base de
neem, arbol del paraiso y tabaco para el control de esta plaga, estudios que demuestren su

eficiencia son necesarios.

Los bioinsecticidas han demostrado ser eficiente contra una serie de plagas en la agricultura
y podrian ser considerados como una medida de control para el gusano cogollero en el
cultivo de maiz. Estudios sobre el grado de eficiencia y dosis adecuadas de los

bioinsecticidas son necesarios.

1.1.2. Formulacion del problema

¢Qué bioinsecticida y en qué dosis muestra la mayor eficacia en el control de larvas del

gusano cogollero del maiz (Spodoptera frugiperda)?



1.1.3. Sistematizacion del problema

¢Cudl es el bioinsecticida que causa mayor mortalidad de larvas de Spodoptera frugiperda?

¢Qué dosis es la mas adecuada para causar la mortalidad de larvas de Spodoptera frugiperda?

¢Cudl es el tiempo letal medio (TL50) que presentan los tres bioinsecticidas en estudio en

larvas de Spodoptera frugiperda?



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de tres bioinsecticidas en la etapa larvaria del gusano cogollero, como

medida de control en el cultivo de maiz.

1.2.2. Objetivos Especificos

» Determinar la eficacia de tres extractos vegetales para el control de larvas de S.
frugiperda.

» Evaluar la dosis que pueda causar la mortalidad de larvas de S. frugiperda.

» Verificar el tiempo letal medio (TL50) de tres bioinsecticidas en individuos de S.

frugiperda



1.3. Justificacion

El maiz es uno de los cultivos de mayor importancia en el pais, no solo por formar parte de
la dieta diaria de la poblacién ecuatoriana sino, también por ser una de las principales fuentes
de ingresos econdmicos. El correcto manejo de plagas en el cultivo es fundamental para

alcanzar altos rendimientos y asi mejorar los niveles de rentabilidad en el cultivo de maiz.

El gusano cogollero (Spodoptera frugiperda) es una de las principales plagas del cultivo de
maiz, su control prioriza el uso de insecticidas altamente toxicos. El uso indiscriminado de
estos insecticidas quimicos para el control del gusano cogollero, ocasiona problemas de
salud, altera las poblaciones de enemigos naturales, fauna y flora asociada, asi como también

ocasiona graves problemas de contaminacion.

Una de las principales preocupaciones al utilizar los insecticidas sintéticos es el efecto de
resistencia que continuamente va mostrando el insecto. Las altas infestaciones de esta plaga
en el cultivo de maiz conllevan al uso prolongado de insecticidas quimicos con dosis
superiores a las indicadas, causando desequilibrio biolégico y la dificultad de control y

manejo de poblaciones resistentes.

El mal manejo de los insecticidas de los grupos organoclorados, piretroides y carbamatos
para el control del gusano cogollero produce en las poblaciones de esta plaga diferentes
grados de tolerancia y resistencia. La dificultad de manejar poblaciones resistentes repercute
en un aumento de la frecuencia de aplicacién de estos productos resultando en una reduccién

de suceptibilidad del insecto a los insecticidas mas utilizados para su control.

En la busqueda de alternativas promisorias para controlar esta plaga, se destaca el uso de los
bioinsecticidas a base de extractos vegetales de las hojas del arbol de neem, arbol del paraiso
y tabaco. Los bioinsecticidas son amigables con el ambiente, con la salud del hombre, no
existen registros de resistencia de plagas y ademas, son capaces de causar efectos directos
(mortalidad del insecto, influir en su crecimiento, la alimentacion y produccién de huevos)
sobre poblaciones de insectos, este trabajo podria ser de beneficio para pequefios agricultores

y estudiantes.



CAPITULO 1I
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco Conceptual

2.1.1. Bioinsecticida

La palabra bioinsecticida es usada en el campo cientifico para aludir a sustancias organicos
(vivas) que se usa para el control de las plagas, estd compuesta con el griego Bioc (bios =
vida), el latin insectus (insecto) y el elemento latino cida (el que mata). La industria de los
bioinsecticidas incluye organismos entomopatogenos Yy entomofagos, ademas de

compuestos con actividad insecticida derivados de plantas (Padilla, 2017).

Se define un biopesticida como cualquier pesticida de origen bioldgico; es decir los
organismos vivos o las sustancias de origen natural sintetizados por ellos. Con mayor
generalidad, se define como todo producto para la proteccién de los vegetales que no se ha

obtenido por via quimica (Terron, 2004).

Los pesticidas organicos son aquello que en su elaboracion solo se utilizan insumos
naturales. Una buena parte de los pesticidas organicos se realizan en base a extractos de
plantas (INNATIA, 2010).

2.1.2. Extracto vegetal

Mezcla compleja, con multitud de compuestos quimicos, obtenible por procesos fisicos,
quimicos y/o microbioldgicos a partir de una fuente natural y utilizable en cualquier campo

de la tecnologia (Zapata, 2002).

2.1.3. Control biologico

Es una forma de manejar poblaciones de animales o plantas. Consiste en el uso de uno o mas
organismos para reducir la densidad de una planta o animal que causa dalo al hombre. Asi
el control biolégico puede definirse como el uso de organismos benéficos (enemigos

naturales) contra aquellos que causan dafio (plagas) (Estrada, 2008).



2.2. Marco referencial

2.2.1. El cultivo de maiz

El litoral ecuatoriano es la region con mayor produccion de maiz duro del pais. Debido a su
importancia econémica y social, este es un producto importante dentro de la seguridad
alimentaria, ya que participa en la alimentacion de la poblacion y ademés es usado como
materia prima principal en la elaboracién de alimentos para animales (Zambrano et al.,
2017).

Las zonas de mayor produccién se encuentran ubicadas en las provincias de Los Rios con
70.007 ha, Manabi 49.9303, Guayas y el resto en la provincia de Loja. Es importante resaltar

que el 90% de la siembra de maiz tiene lugar en la época lluviosa (INIAP, 2014).

2.2.2. Origen

El ancestro del maiz es una raza salvaje primitiva, cuyas semillas son individuales y estan
encerradas en una vaina o gluma, estas semillas probablemente extintas perecieron el
proceso de hibridacion con el tripsaco (Tripsacum sp.) dando como resultado el teosinte
(Mangelsdorf, 1950).

El origen del maiz ha enfrentado multiples debates. En algunas investigaciones asientan que
esta graminea tiene su origen en México. Como el resultado de una mutacién en una variedad
Ilamada Teosinte y por seleccion produjeron algunas variedades mutantes. En Ecuador se
cree que el cultivo de maiz se desarrolld6 aproximadamente hace 6 500 afios, segun
investigaciones realizadas a partir de fotolitos en muestras de tierra, revelan que la Peninsula
de Santa Elena, los antiguos habitantes de la cultura “Las Vegas” empezaron a cultivar esta
graminea desarrollando de esta manera el inicio de una incipiente horticultura (Guacho,
2014).

2.2.3. Descripcion botanica

El maiz es una planta monocotiledonea, perteneciente a la familia Poaceas, de la tribu
Maydeas, (Sanchez, 2014).



Raiz.- Su sistema radicular es fasciculado, a diferencia de otros cereales destaca un tercer
sistema de raices aéreas o0 adventicias que nacen por encima del nivel del suelo, y que sirven
para sujetar la planta al suelo, los otros dos sistemas de raices, a pesar de ser bastante

desarrollados, no ejercen una buena fijacion de la planta (Carrera, 2005).

Tallo.- El tallo esta constituido por nudos y entrenudos, la atura puede ser variable. La parte
inferior y subterranea del tallo y la corona, poseen entrenudos de los cuales salen los tallos
laterales. En los entrenudos siguientes, en especial en las plantas jovenes existen una zona
de crecimiento activo o intercalar ubicada en la parte inferior del entrenudo, de una longitud

menor a 0.5 mm de ancho, en la que se producen tejidos nuevos, (Cabascango, 2011).

Hojas.- Las hojas estan constituidas por vaina cuello y lamina. La vaina es una estructura

cilindrica abierta hasta la base, que sale de la parte superior del nudo, mientras que el cuello
es la zona de transicién entre la vaina envolvente y la ldmina abierta. La lamina es una banda
angosta y delgada de hasta 1.5 m de largo por 10 cm de ancho que termina en un apice muy
agudo. El nervio central esta bien desarrollado, es prominente en el envés de la hoja y

concavo en la parte superior (Vasco, 2001).
Flor.- Es una planta monoica de flores unisexuales, que presentan flores masculinas y
femeninas bien diferenciadas en la misma planta. Las flores estaminadas o masculinas estan

representadas por la espiga y las postiladas o femeninas son mazorcas (Serna, 2009).

2.2.4. Clasificacion Taxonémica

Clasificacion taxonomica (Serna, 2009):

Reino : Vegetal

Clase : Angiospermae
Orden : Monocotyledoneae
Familia : Poales

Género : Zea

Especie . mays

Nombre cientifico : Zea mays L.
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2.2.5. Plagas del cultivo de Maiz

El cultivo de maiz se le atribuye algunas plagas de interés econdémico, las cuales atacan a

diferentes areas de la planta, las siguientes son las de mayor interés agricola.

a) Barrenador de tallo (Diatraea saccharalis).- El barrenador del tallo tiene una
metamorfosis completa, tan pronto como los huevos eclosionan, las larvas se desplazan hacia
el cogollo o las vainas de las hojas, en donde esqueletizan parte de la hoja dejando solamente
la cuticula. Las larvas mayores perforan completamente las hojas, posteriormente por su
habito de perforar penetran el tallo haciendo orificios en el entrenudo o los nudos del tallo,

en donde pasan la mayor parte de su estado larvario y pupal.

Se ha observado que el barrenador ataca a todas las partes de la planta: hojas, tallos, mazorca
y base de la inflorescencia masculina; excepto las raices fibrosas y la nervadura central de
las hojas. Los tuneles o galerias ocasionadas por las larvas, reducen el vigor de la planta y el
tamafio de las mazorcas. Las plantas afectadas estan predispuestas al acame (Paliz y
Mendoza, 1999).

b) Chicharrita (Dalbulus maydis).- Los adultos y las ninfas chupan la savia en la base
de las hojas y pueden causar amarillamiento, pero su principal importancia estriba en que

son transmisores de los virus que causan achaparramiento y el rayado fino del maiz (Flores,
2006).

c) Gallina ciega (Phyllophaga spp.).- El dafio que causan las larvas de esta especie
se manifiesta primero en plantulas marchitas y después en zonas con baja poblacion de
plantas inclinadas, curvas o acamadas que crecen en forma irregular. Las plantas lesionadas
se arrancan con facilidad el dafio de los adultos (escarabajos mayates) provocan alimentarse

de las hojas de maiz u otras plantas que no tienen importancia econémica (Ortega, 2015).

d) Gusano cogollero (Spodoptera frugiperda).- El gusano cogollero es un insecto
de importancia econdmica del cultivo de maiz de Ecuador y otros paises americanos. Es una
especie que se la encuentra causando problemas en los tropicos y zonas subtropicales del

clima célido.
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2.2.6. Origen y distribucién del gusano cogollero

El gusano cogollero es originario de los tropicos del continente americano, incluyendo las
islas del Caribe y del Pacifico. Se considera ampliamente distribuido en este continente, y se
ha reportado su existencia en Canada, Estados Unidos, México, El Salvador, Peru, Chile,

Ecuador, Brasil, Jamaica, etc.

2.2.6.1. Clasificacion taxonémica

El gusano cogollero del maiz, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) fue descrito
por primera vez por J.E. Smith en el afio 1852 y se han considera algunas modificaciones
posteriores a su clasificacion, finalmente se ubicé dentro del género Spodoptera (Levy y
Habeck, 1976).

Reino : Animal
Phylum . Arthropoda
Clase . Insecta
Orden : Lepidoptera
Familia : Noctuidae
Género : Spodoptera
Especie : frugiperda

Nombre cientifico : Spodoptera frugiperda J. E. Smith.

2.2.6.2. Ciclo biologico

El gusano cogollero tiene un ciclo que concluye aproximadamente a los 30 dias (cuando
existen temperaturas de 28 °C), pero en temperaturas frias su ciclo se puede alargar por 60
—90 dias. S frugiperda no tiene un periodo de diapausa (periodo biol6gico); las infestaciones
del gusano cogollero se dan durante todo el afio donde la plaga es endémica (Prasanna et al.,
2018). El gusano cogollero sufre una metamorfosis completa pasando por sus etapas: huevo,

larva, pupa, adulto (mariposa/polilla).

Huevo o postura.- El huevo tiene forma de clpula, la base se aplana y el huevo se curva

hacia arriba, mide unos 0.4 mm de diametro y 0.3 mm de altura.
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El nimero de huevos por masa varia considerablemente, pero a menudo es de 100 a 200, y
la produccién total de huevo por promedio de hembra alrededor de 500 con un maximo de
méas de 2 000, los huevos son depositados en capas, pero la mayoria de los huevos se
extienden sobre una sola capa unida al follaje. La mariposa oviposita los huevos al caer la
noche y en el haz y envés de la hoja protegiéndolo con una segregacion que emana del
aparato bucal y escamas de su cuerpo lo cual los protegen de los enemigos naturales y del

ambiente desfavorable, la duracién de la etapa de huevo es de 2 a 3 dias (Chango, 2012).

Larva.- Guzman, et al., (2016), manifiestan que, el gusano cogollero durante su vida
larvaria atraviesa seis instares los cuales muestran el desarrollo de la larva hasta llegar a su

estado de pupa.

> Estadio larval 1 (L1).- En este estadio la larva se encuentra recién emergida en donde
su cabeza es mas grande respecto de su cuerpo. Las vellosidades en todo su cuerpo son
muy visibles. A medida que se desarrolla su cabeza se ajusta convenientemente a su

cuerpo y las setas se tornan menos visibles.

> Estadio larval 2 (L2).- La larva cambia de estadio, su apariencia es transparente, y
la tuberosidad de la cual se desprenden las setas se observan con mayor claridad. A

medida que pasa el tiempo la larva desarrolla bandas antocianéticas en el costado.

> Estadio larval 3 (L3).- En este estadio empieza a desarrollar una coloracion rojiza
por todo su cuerpo. Con el desarrollo de la larva, se evidencia una banda oscura en el

costado.

> Estadio larval 4 (L4).- En este estadio la larva presenta tubérculos casi incoloros. De
igual forma, su cabeza presenta tonalidad clara. En este estadio, se define completamente
la “Y” invertida o sutura epicraneal de la cabeza. Por otro lado, se demarcan anillos

concéntricos en la zona toracica.

> Estadio larval 5 (L5).- La larva presenta un color café oscuro, al tiempo que sus setas
(pelos) son muy poco visibles, adicionalmente en esta etapa, se desarrollan puntos

organizados de forma lineal en cada segmento abdominal.
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> Estadio larval (L6).- La larva en este estadio tiene una apariencia robusta, con una
tonalidad brillante. Por otra parte, se observa una mancha rojiza en el primer segmento

del torax, la cual facilmente puede identificarse en este estadio (Guzman et al., 2016).

Pupa (Crisalida).- Cuando las larvas obtienen su crecimiento definitivo, se encapsulan
en una cubierta de cera que ellas mismas se proporcionan valiéndose de las glandulas de
secrecion, a este estado se le denomina pupa. La pupa tiene un color caoba y llega a medir
de 14 a 17 milimetros de longitud, con su extremo abdominal que tiene una terminacion en
dos espinas o ganchos en forma de “U” invertida. Esta fase se desarrolla en el suelo y el
insecto entra en periodo de latencia o inactividad durante 8 a 10 dias posterior a eso aparece
el adulto o mariposa también conocida como polilla (Rosales, 2016).

Adulto 0 mariposa.- En su etapa adulta, la hembra del gusano cogollero posee un color
mas oscuro que el macho. La cabezay el torax del adulto son de color amarillo oscuro u ocre
palpos maxilares con manchas negruzcas, frente con manchas oscuras, vertex oscuro.
Abdomen ocre con zonas oscuras y lineas segméntales palidas. Penacho o cresta anal
amarilla oscura, alas anteriores ocre con zonas oscuras y café rojizas; el area interior mas
palida con una pequefia mancha blanquecina. Alas posteriores semi hialinas blancas (Paliz
y Mendoza, 1999).

2.2.6.3. Habito y dafio

El gusano cogollero realiza raspadura en el area tierna de las hojas, que posteriormente
aparecen como pequefias areas translucidas; dependiendo del estadio larval en el que se
encuentre empieza a comer follaje perfectamente en el cogollo que, al desplegarse, las hojas
muestra una hilera regular de perforaciones a través de la lamina o bien areas alargadas
comidas. En esta fase es caracteristico observar los excrementos de la larva en forma de

aserrin (Negrete y Morales, 2003).

2.2.6.4. Métodos de control

El control del gusano cogollero se lo puede realizar integrando todos los métodos posibles
de control: cultural, quimico y bioldgico, o combinados con el fin de controlar dicho insecto

en las plantaciones de maiz (Jiménez, 2009).
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a)

Control cultural.- La preparacion del terreno, es una de las labores mecénica que
ayuda a destruir huevos, larvas y pupas, dejando otra parte expuesta al sol y a la accion
predadora de animales, aves e insectos. La rotacion con cultivos no hospederos dificulta
su propagacion. La adecuada fertilizacion, humedad y eliminacion de malezas aceleran
el desarrollo de las plantas de maiz, disminuyendo los efectos del dafio que pueden

ocasionar los insectos (Paliz y Mendoza, 1999).

b) Control Quimico.- Este método es el mas utilizado en la agricultura moderna, es el

uso de insecticida que tiene la capacidad de reprimir o prevenir el desarrollo de insectos
plagas. El resultado de este método de control dependerd de su buen uso y manejo,
mediante el uso racional del mismo. El control del gusano cogollero se lo puede realizar
utilizando chlorpyrifos en dosis de 750 cc/Ha (Paliz y Mendoza, 1990).

Control Biologico.- Consiste en la accion de enemigos naturales contra las plagas.
Dentro del grupo de enemigos naturales en los agroecosistemas encontramos a
depredadores, insectos parasitos, hongos, bacterias, virus, nematodos, etc. Estudios
propuestos por Gonzalez et al., (2015), demuestran la eficiencia de microorganismos
como: Bacillus thurigiensis y Beauveria bassiana y de enemigos naturales como avispas
parasitoides del género Trichograma para el control del gusano cogollero S. frugiperda.,

tornandose su uso como alternativas eficientes de control.

2.2.6.5 Bioinsecticidas

La industria de los bioinsecticidas incluye organismos entomopatogenos y entoméfagos,

ademéas de compuestos con actividad insecticida derivados de plantas (aceite de neem,

Azadirachta indica, metabolitos de actinomicetos (spinosinas), organismos y plantas

transgénicas (Tamez et al., 2001).

2.2.6.6. Modo de accidn de los bioinsecticidas

Los bioinsecticidas al igual que las moléculas quimicas sintéticas poseen algunas

caracteristicas especificas que actla en los insectos con una funcion insecticida para de esta

manera realizar un control que sea eficiente y amigable con el ambiente y a su vez con el ser

humano.
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» Repeler: alejan a los insectos por medio de sustancias quimicas desagradables que
muestran en su composicion.

> Fago repelente: disminuye la capacidad que tiene el insecto para alimentarse.

» Veneno de contacto: este tiene la peculiaridad de matar o debilitar el insecto al momento
de entrar en contacto con el bioinsecticida.

> Veneno estomacal: tiene efecto toxico contra el sistema digestivo de la plaga.

» Combinacién: se puede combinar varias plantas para causar efectos adversos en

especies plaga.

Dentro del conjunto de plantas que tienen efectos insecticidas, encontramos una serie de
especies que desde tiempos antiguos y hasta la actualidad son usados como alternativa
ecoldgica en el control de insectos plagas de importancia econémica, asi por ejemplo
encontramos el arbol de neem, arbol del paraiso y el tabaco.

a) Neem (Azadirachta indica).- El arbol del Neem, es una especie oriunda de la India
el cual se ha utilizado en la medicina tradicional, también es conocido por sus bondades
como un bioinsecticida, este tiene la facultad de controlar a mas de una especie de insectos
plagas. Las sustancias conocidas en el neem afectan la alimentacion, el crecimiento, la
metamorfosis, la fecundidad y la esterilidad de los huevos, 1o ovoposicion, los sentidos de
la vista y el olfato, la habilidad de saltar, escalar y volar, la longevidad y la conducta de

cortejo y apareamiento (Pietrosemoliz et al., 1999).

Las propiedades del neem, podrian estar basadas en el parecido que presentan sus
componentes con las hormonas de tal forma que los cuerpos de los insectos absorben los
metabolitos del neem como si fueran realmente hormonas bloqueando su sistema endocrino.
El efecto del neem en su cuerpo y cerebro dejan al insecto tan confundido que no pueden

reproducirse y sus poblaciones se reducen (Trujillo et al., 2008).

b) Arbol del paraiso (Melia azedarach).- Es un arbol cuya longitud oscila entre los
8 y 15 m de altura tiene un follaje que se pierde durante la época seca, su corteza es de color
oscuro y con grietas de forma longitudinal. En la composicion de sus hojas se observan
numerosos foliolos de color verde claro. Sus flores de color violaceas perfumadas, dispuestas
en agrupaciones (racimos). Tiene frutos que se observan en forma de globo y su piel rugosa

en la fase de maduracién y toma una tonalidad amarilla.
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Estos perseveran en el arbol durante la época lluviosa cuando sus hojas se han caido. Los
frutos son toxicos para algunas especies como: ganado, abejas, aves de granja e incluso para
el ser humano. Posee propiedades insecticidas, fungicas, nematicidas y repelentes (Milan,
2008).

En algunas especies de melidceas como Azadirachta indica, Melia azedarach, se ha
detectado la presencia de compuestos de accion insecticida como azadiractina y salanina.
Varias especies del género Trichillia, (Meliaceae) contienen tetranortriterpenoides en sus

raices, con actividades disuasivas sobre varios insectos.

Su forma de accion consiste en inhibir la accion de las oxidasas del intestino medio, lo cual
lleva al insecto a su muerte o se transforma en un adulto anormal por la decadencia o falta
de nutrientes o interferencia en su proceso fisioldgico. Todo esto es traducido en la inhibicion
de la alimentacién, disminucién del crecimiento y desarrollo, descenso de la tasa metabolica
relativa, emergencia de adultos deformes, inhibicion de la ovoposicion o mortalidad
(Caffarini, 2008).

Tabaco (Nicotiana tabacum).- Las hojas secas de la planta de tabaco son utilizadas
en el control del gusano cogollero del maiz, ya que contiene dentro unas sustancias o toxinas
gue se denominan nicotina que impide o afecta la respiracion del gusano, en el momento en
que el insecto come la hoja de la planta que han sido tratadas con el bioinsecticida o también
por accion de contacto (Negrete y Morales, 2003).

2.2.6.7. Métodos de extraccidn de ingrediente activo.

Existen diversos métodos para la extraccion de los ingredientes activos, en diferentes plantas
que actian como plantas benéficas, estas plantas tienen la capacidad de funcionar en
beneficio del medio ambiente, de forma amigable y sustentable. Las plantas, en conjunto,
producen mas de 100,000 sustancias de bajo peso molecular (conocidas también como
metabolitos secundarios). Estos son, normalmente, no esenciales para el proceso metabélico
basico de la planta. Entre ellos se encuentran terpenos, lignanos, alcaloides, azlcares,
esteroides, acidos grasos, etcétera. Semejante diversidad quimica es consecuencia del
proceso evolutivo que ha llevado a la seleccion de especies con mejores defensas contra el

ataque microbiano, o la predacion de insectos y animales (Astudillo, 2011).
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Maceracion.- Es un método de extraccion solido-liquido siendo la materia prima el material
vegetal que contiene los principios activos solubles en el solvente que se emplea, es el
proceso mas simple de extraccion y debe estar protegido de la luz para evitar posibles
reacciones. Para lograrlo se coloca el material vegetal en forma de trozos o polvo, segun de
la conveniencia, en un recipiente lleno del material vegetal y el solvente extractor y se deja

reposa por tres 0 mas dias, con agitacion frecuente hasta completar la extraccion del material.

Al final de este periodo se cuela y el resto solido se exprime hasta lograr quitar el liquido
remanente. La maceracion puede ser en frio o con calor, los liquidos que con mas frecuencia

se utilizan son el agua y el alcohol o combinacion de ambos.

Percolacion.- Es un método que consiste en que el menstruo (generalmente alcohélico o
mezcla hidroalcohdlica) atraviesa la masa de droga pulverizada siempre en un solo sentido,
alcanzando concentraciones crecientes de tal modo que el equilibrio entre el solvente dentro
y fuera del marco nunca se alcanza, por lo que la droga bafiada siempre por nuevas
proporciones de menstruo acaba por ceder todos sus componentes solubles de manera

progresiva. (Carrion y Garcia, 2010).

Este tipo de extraccion se realiza en recipientes (percoladores) cilindricos o cénicos que
poseen dispositivos de carga y descarga, lograndose una extraccion total de los principios
activos (préacticamente se obtiene hasta el 95% de sustancias extraibles).

Decoccion.- Llamada también cocimiento, este procedimiento consiste en llevar a la mezcla
de droga mas menstruo a la temperatura de ebullicion del agua, manteniendo esta

temperatura durante un periodo variable que puede oscilar de 15 a 30 minutos.

Infusion.- Es el proceso en el cual se somete a la droga previamente humedecida al contacto
con el solvente a una temperatura igual a la de ebullicién del agua por cinco minutos se deja

enfriar hasta temperatura ambiente y se prepara al 5%.

Purin.- Los fermentados o mas conocidos como purines es una de las técnicas empleadas
para preparar los extractos vegetales. Son el resultado de poner a fermentar en agua de
manera controlada las plantas especificas, pero no solo consiste en dejarlas en agua ya que

necesita oxigenar la mezcla cada dia removiendo con un palo o con una bomba de agua, en
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vez de producir una fermentacion se producira una pudricion, se recomienda mover minimo
5 minutos cada dia. El proceso se considera terminado cuando encontremos burbujas que se

asemejen las a una efervescencia y se considere que se termino de fermentar
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CAPITULO I1I.
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacion del experimento

El presente estudio se llevo a cabo en el laboratorio de microbiologia de la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo, Campus Manuel Haz ubicado en la Av. Quito Km 1 % via
Santo Domingo de los Tsachilas entre las coordenadas 1°00°45.3” Sy 79°28°08.9” W.

3.2. Tipos de investigacion

La investigacion que se desarrolld es de tipo experimental utilizando un ensayo en
laboratorio para determinar el efecto de los bioinsecticidas con diferente dosis sobre el

gusano cogollero (Spodoptera frugiperda).

3.3. Método de investigacion

Se uso el método deductivo partiendo de la informacion de diferentes fuentes bibliograficas
que indican el efecto de los insecticidas elaborados a base de hojas de neem, arbol paraiso y

tabaco, y de esta manera identificar el tratamiento mas eficaz.

3.4. Fuente de recopilacion de informacién

Para la presente investigacion se recopilé informacion a través de observaciones directas
mediante la medicion de diferentes variables (fuentes primarias), asi como también otras

fuentes como libros, revistas y publicaciones cientificas (fuentes secundarias).

3.5. Disefio de la investigacion

Se aplicé un disefio completamente al azar (DCA) con tres repeticiones por tratamiento. Los
tratamientos consistieron en la aplicacién de los bioinsecticidas en dosis recomendadas
mencionadas por Lopez y Estrada (2005), bioinsecticida de neem recomendando 1.5 (ha-1),
(Cabrera et al., 2016) recomienda bioinsecticida elaborado con hojas de tabaco en dosis de
10 L (hal), bioinsecticida elaborado con hojas del arbol de paraiso en dosis de 100 L (ha™).
Los tratamientos fueron expuestos a dosis con 25% superior e inferior de la dosis

recomendada. En la tabla 1 se presenta el esquema del anélisis de varianza.
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Tabla 1 Esquema del anélisis de Varianza (ADEVA).

Fuente de Variacion Grados de Libertad
Total (T-1) 29
Tratamientos (t-1) 9

Error experimental (T-1) * (t-1) 261

3.6. Instrumentos de investigacion

3.6.1. Factores en estudio

El factor en estudio de la presente investigacion fueron, evaluar tres bioinsecticidas en
diferentes dosis para el control del gusano cogollero del maiz (Spodoptera frugiperda).

3.6.2. Tratamientos en estudio

Con la combinacion de los bioinsecticidas y la dosis recomendada se establecié los

tratamientos que se detallan a continuacion con las dosis respectivas

T1 Neem (9.37 cc)
T2 Neem (7.5 cc)

T3 Neem (5.62 cc)
Ts Paraiso (125 cc)
Ts Paraiso (100 cc)
Te Paraiso (75 cc)

T7 Tabaco (62.5 cc)
Ts Tabaco (50 cc)

To Tabaco (37.5cc)
T1o Agua destilada (250 cc)

3.6.3. Descripcion de los tratamientos

Tratamientos (T1), (T2), (T3).- Los tratamientos 1, 2 y 3 consisti6 en la aplicacion del
bioinsecticida de neem a base de hojas de Azadirachta indica, en dosis de 9.37, 7.5 y 6.62
cc respectivamente. Hojas de plantas de maiz de 15 dias de edad fueron tratadas por el

método de sumersion en las soluciones de bioinsecticidas.
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Las hojas de maiz tratadas fueron ofrecidas a las larvas como alimento. Se utilizaron 30

larvas de S. frugiperda.

Tratamientos (T4), (Ts), (Ts).- Consistio en la aplicacion del bioinsecticida elaborado
con hojas de Melia azedarach, en dosis de 125, 100 y 75 cc en su orden. Se siguid la
metodologia descrita en el tratamiento uno para tratar el alimento ofrecido a las larvas de S.

frugiperda.

Tratamientos (T7), (Ts), (Te).- Consistié en la aplicacion del bioinsecticida elaborado
con hojas de hojas de Nicotiana tabacum, en dosis de 62.5, 50 y 37.5cc en lista. Se siguio la
metodologia descrita en el tratamiento uno para tratar el alimento ofrecido a las larvas de S.

frugiperda.

Tratamiento 10 (T1o) control.- Para el tratamiento control se utilizd 250 cc de agua
destilada, se sumergi6 pedazos de hojas de maiz y se ofrecié como alimento a 30 larvas de

S. frugiperda.

3.6.4. Manejo del Experimento

3.6.4.1. Cria de Spodoptera frugiperda bajo condiciones de laboratorio

Para el establecimiento de la cria de S. frugiperda en condiciones de laboratorio se realizaron

las siguientes labores: (Quispe et al., 2013).

a. Colecta de larvas.- La colecta de larvas fue realizada en parcelas de maiz en el
Campus “La Maria”. Para lo cual se sembraron parcelas de maiz (200 m?) libre de
insecticidas para que sea infestado por S. frugiperda. Una vez que se observo presencia
de larvas en las plantas se procedi6 a su colecta, para esta actividad se utilizé micro jaulas
(envases plasticos de 7cm de altura x 7cm de ancho), cada larva colectada se la colocaba

de forma independiente en los envases plasticos para evitar el canibalismo.

b. Adaptacion de larvas en condiciones controladas.- Una vez colectadas, las

larvas de S. frugiperda fueron trasladadas al laboratorio.
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Las larvas se colocaron de forma individual en recipientes plasticos medianos (300 cc). En
el fondo del recipiente se coloco papel toalla y una torunda de algodon humedo. EI grupo de
larvas fueron alimentadas con hojas de maiz previamente saneadas y libres de residuos de
insecticidas. La temperatura promedio en el cual se llevé el experimento fue de 24 °C + 1

°C, con humedad relativa del 60.

c. Obtencion de pupas en condiciones controladas.- Una vez que las larvas
pasaron por todos los estadios larvales, los ejemplares colectados pasaron al estado de pupa,
momento en el cual se procedi6 al sexado de los individuos utilizando la metodologia de
Butt y Cantu (1962); esta actividad permitio identificar el sexo de las mismas para separar

en 15 parejas (50:50) por cada caAmara de empupamiento.

Las pupas fueron colocadas en jaulas confeccionadas con tubos de PVC (10 cm de didmetro
X 21 cm de altura), cerradas en un extremo por una tarrina, y en el extremo superior con un
trozo de tela organza, para facilitar el intercambio de aire. Los tubos fueron revestidos en su
interior con papel despacho con la finalidad de que cuando las hembras se conviertan en

adultas ovipositen sobre el papel y se facilite la retirada de posturas.

d. Obtencion de adultos en condiciones controladas.- Las pupas al cabo de 10-
12dias se convirtieron en adultos los cuales fueron alimentados con una solucion de miel al
10%, continuamente se cambiaba el alimento para evitar la fermentacion (Lopez, 2008). Las
jaulas de tubo PVC eran revisadas diariamente y se retiraba las posturas colocadas por las
hembras adultas. Las posturas (huevos) fueron separadas en micro jaulas hasta alcanzar la

eclosion.

e. Criade nueva generacion de individuos de S. frugiperda.- Una vez que los
huevos eclosionaron y se transformaron en larvas, estas eran alimentadas con dieta artificial,
propuesta por Morales (2010). Las larvas neonatas fueron colocadas de forma individual,

proporcionandole 2 g de la dieta, hasta alcanzar el tercer estadio larval (Morales, 2010).
f. Preparacion de la dieta artificial para la cria de S. frugiperda.- Para la

creia de S. fugiperda en el laboratorio se prepar6 una dieta artificial donde se utilizaron

los siguientes ingredientes:
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Harina de soya 100 g

Levadura de cerveza 30 g

Acido ascorbico 3 g

Acido sérbico 1 g

Gelatina sin sabor 30 g

Metil- P — hidroxibenzoato 2g disuelto 5 ml de alcohol puro
Agua 300 ml

YV V. V V V V V

Se aplico el siguiente procedimiento:

» Se disolvié 100 g de la harina de soya en 150 ml de agua batiendo constantemente hasta
gue no queden grumos.

> Para preparar la gelatina se utiliz6 75 ml de agua caliente y 30 g de polvo de gelatina,
se mezclo hasta que no queden granulos, se agregé 75 ml de agua a temperatura
ambiente.

» Se juntaron las dos preparaciones anteriores en un recipiente de plastico y
posteriormente se afiadieron los demés ingredientes, mezclando todo para integrar bien
y homogenizar la mezcla.

» Una vez terminada la mezcla de los ingredientes, se procesé en una licuadora durante 1
minuto, para homogenizar el preparado. El producto obtenido se mantuvo en

refrigeracion a una temperatura de 9.5 °C.

g. Preparacion de los bioinsecticidas.- La preparacion de los bioinsecticidas se
obtuvo a partir del uso de hojas frescas de plantas con propiedades insecticidas. Para la
elaboracion de los bioinsecticidas se utilizaron 200 g de hojas de cada especie de planta
(neem, paraiso y tabaco) y 2 litros de agua. Las hojas previamente fueron desinfectadas con
agua destilada (Pérez et al., 2002).

Los bioinsecticidas fueron elaborados utilizando el método de bafio maria, fueron
mantenidos en ese estado hasta alcanzar una temperatura de 40 °C por 15 minutos,
posteriormente se procedio a filtrar la solucion obtenida y la mitad de esa solucion se volvid
a colocar a bafio maria con el mismo material vegetal antes usado por un periodo de 15
minutos y hasta alcanzar nuevamente 40 °C. La solucién obtenida de cada bioinsecticida se

diluyo con agua hasta obtener la dosis requerida para los tratamientos definidos.
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h.  Aplicacion de bioinsecticidas en larvas.- Cada uno de los bioinsecticidas
preparados fue disuelto con agua destilada de acuerdo a la dosis que le correspondia. Hojas
de plantas de maiz de aproximadamente 15 dias de edad fueron utilizadas para los
bioensayos. Las hojas de maiz pasaron por un proceso de limpieza con agua comun y agua
destilada, posteriormente se las cortd en pedazos de 10 cm? Los pedazos de hojas fueron
sumergidos en cada solucidn de los bioinsecticidas elaborados, y ofrecidos a larvas de tercer
estadio. Se realiz6 recambio de alimento a las larvas cada 2 dias. Para el tratamiento control

los pedazos de hojas tiernas de maiz fueron sumergidos en agua destilada.

3.6.5. Registro de datos y forma de evaluacion

a. Total de insectos vivos al final del ensayo.- Larvas de S. frugiperda fueron
expuestas por un periodo de 8 dias (192 horas) al alimento tratado con diferentes
bioinsecticidas y dosis. La mortalidad fue verificada en intervalos de 24 horas hasta alcanzar
el tiempo maximo de evaluacion (192 horas), para cada uno de los tratamientos incluyendo
el tratamiento control. Los insectos fueron considerados como muertos cuando no mostraban

sefiales de movimiento al ser tocadas con un pincel.

b.  Curvas de supervivencia.- Con los datos obtenidos de la variable anterior se
elaboraron curvas de supervivencia para cada bioinsecticida y su dosis. Las curvas obtenidas

estiman la probabilidad de supervivencia de una poblacién con respecto al tiempo.

C. Tiempo letal medio (TL50).- Utilizando la informacion estadistica obtenida de
las curvas de supervivencia se verifico el tiempo letal medio TL50 (Tiempo capaz de

ocasionar la muerte del 50 % de los individuos en estudio) para cada uno de los tratamientos.

d. Porcentaje de eficacia de los bioinsecticidas.- Se determin6 el porcentaje
de eficacia de los tratamientos utilizando los valores de mortalidad de larvas obtenidos en
las variables antes mencionadas. Los valores fueron transformados a porcentajes para

posteriormente aplicar la formula de Schneider — Orelli (Punter, 1981).

o MLT-%MLO)
g = *
° 100 — (% M LC)
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Donde:
e % m | t: Porcentaje de mortalidad en larvas tratadas
e % m | c: Porcentaje de mortalidad de larvas en el control
e 100: Constante

e 9% E.f: Porcentaje de eficacia ajustada.

3.7. Tratamiento de los datos

El nimero de insectos vivos fue tratado mediante la prueba de Kruskall Wallis al 5% de
probabilidad estimando las medianas del numero de larvas, después de 192 horas (tiempo

que durd la evaluacion).

La similitud general de las curvas de supervivencia se verifico utilizando el test Log-Rank
(P<0.05) y se realizaron comparaciones por pares utilizando el método de Holm-Sidak
(P<0.05). Los resultados de supervivencia fueron sometidos a anélisis de supervivencia,
utilizando los estimadores de Kaplan-Meier para obtener las curvas y estimaciones del

tiempo medio de supervivencia (TL50).

La efectividad de los tratamientos se calcul6 usando la formula de Schneider—Orelli (Punter,
1981). Los datos fueron sometidos al anélisis de varianza y las medias se compararon con la
prueba de Tukey (P<0.05) para establecer las diferencias estadisticas entre las medias de
cada tratamiento en estudio. Para realizar los analisis estadisticos de las diferentes variables
medidas en esta investigacion se utilizaron los programas R studio, Infostat y el software
SPSS, asi como herramientas estadisticas de Microsoft Excel.

3.8. Recursos humanos y materiales

En esta investigacion se utilizaron los siguientes recursos y materiales:

3.8.1. Recursos humanos

Para la presente investigacion se contd con la asistencia de la Dra. Mayra Vélez Ruiz en
calidad de tutora del proyecto de investigacion y el Ing. Ramiro Gaibor Ferndndez como

responsable de la obtencién de materiales y equipos.
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3.8.2.

YV V V V

3.8.3.

YV V.V V V V V V V V V

3.8.4.

YV V V V VYV V

Material genético

Larvas de S. frugiperda.
Hojas frescas de neem.
Hojas frescas de hojas del arbol de paraiso.

Hojas frescas de tabaco.

Herramientas y equipos

Balanza

Estufa

Envases plasticos de 300 cc y 15 cc.
Dieta artificial.

Bandejas plasticas.

Pipeta.

Vasos de precipitacion

Agua destilada

Pincel

Refrigerador

Termdmetro de temperatura y humedad relativa.

Insumos de oficina

Cuaderno de apuntes
Computadora

Lapiz

Esferos

Calculadora

Software Infostat, Excel.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultados

4.1.1. Total de insectos vivos al final del ensayo

En la figura 1, se representa las medianas del nimero de insectos vivos despues de 192 horas
de evaluacion para cada tratamiento. De acuerdo al andlisis no paramétrico de Kruskall
Wallis los tratamientos presentaron diferencias estadisticas con un porcentaje de correccion
de 0.98% (H=25.84; df=10; P=0.0032).

Al final del experimento el tratamiento uno (T1= Neem 9.37 cc) no presentd insectos vivos,
difiriendo estadisticamente de todos los otros tratamientos. El tratamiento siete (T7= Tabaco
62.5 cc) presentd una mediana (medida de tendencia central) de 2 larvas vivas, siendo
considerado uno de los tratamientos que mayor mortalidad alcanz6 durante los ensayos. Los
demas tratamientos presentaron medianas de 3 a 7 larvas vivas. El tratamiento control

present6 el mayor nimero de larvas vivas (8 larvas).

10

¢ bc c

abc abc abc 1 1

abc
ab
| ‘ ' ' ' [
, | I .
T1 T2 T3 T4 T5

T6 T7 T8 T9 Control

S

NuUmero de larvas vivas.

N

Tratamientos

Figura 1. Medianas del numero de individuos vivos de S. frugiperda a las 192 horas
posteriores a la aplicacion de los tratamientos. Medianas con letra comin no

son significativamente diferente (P>0.05).
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4.1.2. Curvas de probabilidad de supervivencia y tiempo letal medio

TL50 por bioinsecticida aplicado en diferentes dosis.

a) Bioinsecticida Neem (Azadirachta indica)

El andlisis de supervivencia realizado en larvas de S. frugiperda expuestas a diferentes dosis
del bioinsecticida Neem con respecto al control, mostré que existen diferencias estadisticas
entre los tratamientos (Log-rank test: X?= 23.157; df = 3; P = 0.001) (Figura 2).
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=@=T1937cc =—=T275cc =0=T36.62cC Control

Figura 2. Curvas de supervivencia de larvas de S. frugiperda expuestas al bioinsecticida

de Neem (Azadirachta indica) en diferentes dosis.

De acuerdo al método de Holm-Sidak (P<0.05) se encontro diferencias estadisticas entre las
siguientes comparaciones de tratamientos: (Neem 9.37cc vs Control), (Neem 9.37cc vs
Neem 5.62cc) y (Neem 7.50 cc vs Control). El tratamiento uno (T:=Neem 9.37 cc) causa la
mayor mortalidad de larvas (S. frugiperda), (Figura 2). El tiempo letal medio (TL50)
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calculado fue de 192 horas, para el tramiento 1 (T1), después de la aplicacion del

bioinsecticida elaborado con las hojas de neem cuya dosis de (9.37 cc).

b) Bioinsecticida arbol del paraiso (Melia azedarach)

El andlisis de supervivencia realizado en larvas de S. frugiperda expuestas a diferentes
dosis del bioinsecticida de hojas del paraiso con respecto al control, mostré que existen
diferencias estadisticas entre los tratamientos (Log-rank test: X?= 8.47; df= 3; P= 0.037)
(Figura 3), sin embargo, no se logr6 determinar el tiempo letal medio (TL50) en ninguna de
las dosis del bioinsecticida a las que fueron expuestas las larvas de cogollero (S. frugiperda)

debido a que los individuos evaluados no alcanzaron el 50% de mortalidad.
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Figura 3. Andlisis de supervivencia de larvas del gusano cogollero (S. frugiperda),
expuestas a diferentes dosis del bioinsecticida elaborado a base de hojas del

arbol paraiso (Melia azedarach).
c) Bioinsecticida tabaco (Nicotiana tabacum)
El analisis de supervivencia realizado en larvas de S. frugiperda expuestas a diferentes dosis

del bioinsecticida de hojas de tabaco con respecto al control, mostr6 que existen diferencias
estadisticas entre los tratamientos (Log-Rank test X?= 17.102; df= 3; P= 0.001) (Figura 5).
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De acuerdo al método de Holm-Sidak (P<0.05) se encontr6 diferencias estadisticas
Unicamente en el tratamiento siete (T;=Tabaco 62.5 cc) con respecto a los demés
tratamientos, lo que indica que la aplicacion en la dosis antes mencionada es capaz de causar
la mayor mortalidad de las larvas expuestas a este bioinsecticida.

El tiempo letal medio (TL50) calculado fue de 192 horas en el (T+), después de la aplicacion

del bioinsecticida tabaco en dosis de (62.5 cc).
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Figura 4. Analisis de supervivencia de larvas del gusano cogollero (S. frugiperda),
expuestas a diferentes dosis del bioinsecticida elaborado a base de hojas de
tabaco (Nicotiana tabacum).

4.1.3. Porcentaje de eficacia de los bioinsecticidas

En la figura 5 se representan los promedios del porcentaje de eficacia de los bioinsecticidas
evaluados sobre larvas de S. frugiperda expuestas a diferentes dosis. De acuerdo al analisis
de varianza los tratamientos presentaron alta significancia estadistica (F= 8,18= 23.67;

P=<0.0001) con un coeficiente de variacion de 19.93 %.
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Efectuada la prueba de Tukey al 95 % de probabilidad se verificd que el tratamiento uno

(T1=Neem 9.37 cc) y el tratamiento siete (T;= Tabaco 125 cc), registraron el mayor

porcentaje de eficacia con 96 y 71% respectivamente, estadisticamente superiores a los

demas tratamientos que registraron promedios entre 13y 54%.

Porcentaje de eficacia (%)
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Figura 5. Porcentaje de eficacia de bioinsecticidas en larvas de S. frugiperda en diferentes

dosis. Barras de color azul pertenecen a resultados de: bioinsecticida elaborado
con A. indica, barras naranjas a bioinsecticida de: M. azedarach y amarillas al
bioinsecticida: de N. tabacum. Medias con letra comin no son

significativamente diferentes (P>0.05).
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4.2. Discusion

En el presente estudio se evalud los efectos de larvas de S. frugiperda expuestos a tres

bioinsecticidas con diferentes dosis de aplicacion.

En lo que respecta al numero de insectos vivos después de 192 horas de evaluacion para cada
tratamiento los resultados obtenidos mostraron que, el bioinsecticida de neem en dosis de
9.37 cc no presento insectos vivos al final del experimento, resultado que esta directamente
relacionado con el andlisis de eficacia en donde obtuvo 96%. El bioinsecticida de neem en

la dosis antes mencionada es altamente efectivo en el control de larvas de S. frugiperda.

Los resultados sobre el efectos insecticidas de neem han sido descritos anteriormente por
Trujillo et al., (2008) en donde confirma la actividad insecticida de neem (Azadirachta
indica) como una alternativa de control para varias especies de insectos, asi por ejemplo el
trabajo realizado por estos autores en donde usaron bioinsecticidas de neem comerciales en
dosis de 1.5 (ha) (Oleonim) y 3 kg/ha (Cubanim), mostraron su eficiencia en el control de
trips (Frankliniella occidentalis) y mosca blanca (Bemisia tabaci) en el cultivo de pepino y
tomate respectivamente. Los cultivos evaluados fueron mantenidos en condiciones de
cultivo protegido, y mostraron reducciones notables de las poblaciones de moscas adultas y

de ninfas.

Estudios afirman que, los derivados del neem afectan aproximadamente a entre 400 y 500
especies de plagas, entre las mas conocidas e importantes estan representantes de los
ordenes: Orthoptera (Chapulines), Dictioptera (cucarachas), Dipteras (moscas), Coleoptera
(escarabajos y gorgojos), Hymenoptera (avispas y hormigas), Isoptera (termitas),
Thysanoptera (trips) (National Research a Council, 1992; Stoney, 1998), asi también, fue
posible verificar el efecto del neem en el manejo y control de la mosca (Liriomyza spp.),
pulgon verde (Myzus persicae), mosca blanca (B. tabaci), chicharrita (Empoasca spp.) y

larvas de lepidopteros (Osuna 2005).

El extracto de Azadirachta indica, en particular el triterpeno azadiractina que se encuentra
en la composicion del neem y sus derivados, presentan efecto antialimentario, repelente,
insecticida, regulador del crecimiento y son causantes de esterilidad en hembras adultas
(Allan et al., 2002).
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En el caso del gusano cogollero, en el trabajo realizado por Trujillo et al., (2008) a las 12
horas posteriores a la exposicion de neem en dosis de 2.500, 5. 000, 10.000 y 30. 000 ppm
se alcanzo el 52, 48, 56, y 60 % de mortalidad respectivamente y se incremento esta
mortalidad a 100% al cabo de 18 horas alcanzando porcentajes de 56, 56, 80 y 100%. Existen
evidencias en donde se muestran los efectos del neem no solamente de mortalidad sobre
larvas de S. frugiperda sino también causando esterilidad en los insectos debido a que altera

la concentracion de los ecdisteroides y de la hormona juvenil Schmutter, (1999).

El modo de accion del neem sobre los insectos permite la interferencia con el sistema
neuroendocrino que controla la sintesis de la ecdisoma responsable del proceso de muda
(inhibidor de la sintesis de quitina) y de la hormona juvenil, asi los insectos afectados no

pueden completar el proceso de muda y mueren (Ocampo, 2003).

Investigaciones realizadas por Benavidez et al., (2001) afirman que, los compuestos de neem
interfieren en diversas fases del desarrollo de los artrépodos debido a que son inhibidores de
quitina, algunos producen efectos antialimentarios, y por tanto, el efecto de mortalidad
inmediata. Probablemente estos sean los motivos por el cual se notd una alta eficiencia en la

mortalidad de larvas al utilizar el bioinsecticida de neem.

El tiempo letal medio (TL50) observado en el bioinsecticida de neem en dosis de (9.37 cc)
fue de 192 horas, sin embargo, las larvas comenzaron a morir a partir del sexto dia (144
horas). Segun, Molina (2001), la mortalidad por ingestion de extracto etanolico de
Azadirachta indica ocurre entre 3 y 5 dias, mientras que Hellpap, (1983), asegura que
durante los 4 primeros dias no se observan diferencias comparadas entre los tratamientos y

el testigo.

El bioinsecticida de Nicotiana tabacum ha sido ampliamente utilizado para el control de
plagas tales como: minadores y trips en un amplia variedad de cultivos ya que se ha
comprobado que la nicotina es toxico para una gran variedad de insectos, a los cuales mata
por contacto, Loor, (2015), es eficaz para el control de orugas, escarabajos, barrenadores de
tallo, minadores, afidos, trips, crisomélidos, mosca blanca y acaros. Existen reportes en
donde muestra que las hojas secas de tabaco ayudan a controlar el gusano cogollero al
consumir hojas de maiz pulverizadas con el bioinsecticida de tabaco o si mantienen contacto

durante la aplicacién con el insecticida (Negrete y Morales, 2003).
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El tabaco contiene en su composicién sustancias como la nicotina, nicianina, colidina y
odonicotina. Actla como insecticida de contacto repelente y acaricida; por ingestion y
contacto actua sobre el sistema nervioso de los insectos. El modo de accion de la nicotina
consiste en inhibir la enzima acetilcolinisterasa que produce la misma que al combinarse con
su receptor en la membrana potsinaptica de la union muscular. Es un sitio de accién de la
membrana postsinaptica que reacciona con la acetilcolina y altera la permeabilidad de la
membrana, la actividad de la nicotina ocasiona la generacion de nuevos impulsos que
provocan contracciones espasmadicas, convulsiones y finalmente la muerte (Brechelt, 2004;
Franco y Parraga, 2012).

En el presente estudio fue necesario utilizar dosis de 62.5 cc de bioinsecticida de N. tabacum,
para alcanzar una alta mortalidad de 71%, dosis menores 50 cc y 37.5 cc no mostraron
diferencias con respecto al tratamiento testigo, al parecer dosis mas altas, le confiere efectos
narcéticos y alucinégenos, asi como el efecto insecticida Kvist y Moraes, (2006). Partiendo
que el principal componente del tabaco es la nicotina, se asume que el efecto se debio a
paralisis producida en la larva (Ramirez et al., 2009). El tiempo letal medio (TL50) se lo
alcanzo a las 192 horas después de la aplicacion del tratamiento en dosis de 62.5 cc. Hasta
la actualidad no existe reportes de TL50 de bioinsecticida elaborados con N. tabacum, sobre

larvas de S. frugiperda.

Estudios indican que los extractos de Melia azedarach (arbol paraiso) tienen efectos
negativos sobre insectos y otros artrépodos Schmutterer, (1990). Especies de los 6rdenes
Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Isoptera, Phthirapera y Hemiptera han sido estudiadas
para evaluar la actividad de extractos crudos e ingrediente activo de M. Azedarach (Dilawari
et al,. 1994). La principal actividad atribuida a estos compuestos es la actividad anti
alimentaria Hernandez y Vendramim, (1998), aunque también se han mencionado efectos
sobre la duracion de los estadios larvales (Riba et al., 1996), crecimiento y comportamiento

larval (Breur y De Loof, 1998) y los parametros reproductivos (Dilawari et al., 1994).

La actividad insecticida de M. azedarach se debe a triterpenoides biol6gicamente activos
con efecto anti-alimentario, es decir inhiben la alimentacion de insectos fitofagos
produciendo la muerte y malformaciones de las generaciones posteriores Carpinella et al.,
(2003), trabajos de investigacion utilizando los frutos y hojas de M. azedarach han mostrado

eficiencia en el control de larvas de Spodoptera eridania (Rosetti, 2008).
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En la presente investigacién al usar las hojas de arbol paraiso como bioinsecticida aplicado
en diferentes dosis sobre larvas de S. frugiperda no mostro una alta eficacia comparada con
el bioinsecticida de neem y tabaco, la razén principal de la baja eficiencia del bioinsecticida
de M. azedarach en comparacion con A. indica radica en que la composicion quimica de M.
azedarach varia notablemente desde su estado silvestre al cultivado, lo que significa que
algunos compuestos insecticidas estan presentes por ejemplo en las hojas y no en los frutos
0 visceversa Carpinella et al., (2003). En este caso, el principal compuesto insecticida de M.
azedarach (meliartenin) se encuentra en los frutos y no en las hojas, lo que podria dar
respuesta a la baja eficiencia de este bioinsecticida (46 % de eficacia).

Finalmente, los resultados obtenidos sugieren que el uso de los bioinsecticidas evaluados

especialmente el de neem podrian ser incorporados en programas de manejo de este insecto

plaga en el cultivo de maiz, investigaciones adicionales, son necesarias.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1 Conclusiones

El bioinsecticida que obtuvo la mayor eficacia en el control de larvas de S. frugiperda fue

el elaborado con hojas de neem en dosis de 9.37 cc, con un porcentaje de eficacia del 96%

La dosis que causo la mayor mortalidad de larvas fue 9.37 cc del bioinsecticida de neem el
cual permitid el control del 90% de los individuos en estudio.

El bioinsecticida elaborado con hojas de tabaco utilizando una dosis de 62.5 cc alcanz6 una
eficacia de control de larvas de S. frugiperda de 71%, consiguiendo la mortalidad del 70%

de individuos en estudio.

El bioinsecticida elaborado con hojas de arbol paraiso alcanz6 una eficacia en el control de
S. frugiperda del 46%; aunque no consiguid la mortalidad del 50% de individuos en estudio
se comprob0 que tiene propiedades insecticidas contra el gusano cogollero al causar su

mortalidad.

El tiempo letal medio de larvas de S. frugiperda expuesta al bioinsecticida neem
(Azadirachta indica) en dosis (9.37 cc) y (7.5 cc) y en el bioinsecticida de hojas de tabaco
(Nicotiana tabacum) fue de 192 horas usando la dosis 62.5 cc.

El bioinsecticida elaborado con hojas de paraiso (M. azedarach) usando tres dosis: 125, 100

y 75 cc no alcanz6 el 50% de la mortalidad de las larvas de S. frugiperda en estudio, por

este motivo no fue posible calcular el tiempo letal medio.
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5.2. Recomendaciones

Elaborar bioinsecticidas con un solvente extractor de las propiedades insecticidas y con
diferentes formas de elaboracion (decoccién, Infusion, purin fermentado, maceracion), para

verificar el potencial de cada una de las plantas usadas.

El bioinsecticida de neem y tabaco en dosis de 9.37 cc y 62.5 cc, respectivamente podrian
ser utilizados como alternativas de control dentro del manejo integrado de S. frugiperda en

el cultivo de maiz.

Elaborar bioinsecticidas con diferentes estructuras de la planta, asi por ejemplo, se
recomienda que para la elaboracion del bioinsecticida a base de M. azedarach se utilice los

frutos y no las hojas.
Evaluar la mortalidad de larvas de S. frugiperda por un periodo mayor que 192 horas para
verificar el porcentaje maximo de mortalidad de los individuos en los diferentes

tratamientos.

Estimar la eficiencia de dosis mayores del bioinsecticida elaborado con tabaco y hojas de

arbol paraiso en larvas de S. frugiperda.

Evaluar las combinaciones de los bioinsecticidas de neem, hoja del arbol paraiso y tabaco,
para valorar sus efectos sobre las larvas de S. frugiperda.

Identificar efectos subletales en larvas de S. frugiperda tratadas con bioinsecticidas a base

de hojas de neem, arbol paraiso y tabaco.
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CAPITULO VII
ANEXOS



7.1. Anexos

Anexo 1. ADEVA del porcentaje de eficacia de los bioinsecticidas en diferentes dosis

hasta las 192 horas después de la aplicacion de los bioi

nsecticidas.

F.V. SC GL CM F p-valor
Modelo 16435,19 8 2054,4 23,67 <0,0001
Tratamientos 16435,19 8 2054,4 23,67 <0,0001
Error 1562,5 18 86,81
Total 17997,69 26

Anexo 2. Colecta de larvas de Spodoptera
frugiperda en cultivo de maiz.
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Anexo 3. Cria de larvas de Spodoptera
frugiperda obtenidas de la colecta
en campo de maiz.
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Anexo 5. Mariposa de Spodoptera frugiperda recién emergida.

Anexo 6. Reactivos e ingredientes usados en la preparacion de
la dieta artificial usada en la cria de Spodoptera
frugiperda.
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Anexo 7. Jaula de apareamiento y
oviposicion elaborada con
tubo PVC.

Anexo 8. Masa de huevos recién ovipositadas
sobre papel despacho.
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Anexo 9. Solidificacion de dieta para larvas
de Spodoptera frugiperda después
de un periodo de 12 horas.

Anexo 10. Distribucion de dietas para
larvas recién emergidas.
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Anexo 11. Elaboracion de
bioinsecticida,
utilizando la técnica
de bafio maria.

Anexo 12. Obtencion del bioinsecticida
de Neem (Azadirachta
indica).
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Anexo 13-. Sumersion de hojas frescas
de maiz, en bioinsecticida.
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Anexo 15. Curvas de supervivencia de larvas de S. frugiperda expuestas
al bioinsecticida de Neem (Azadirachta indica) en diferentes
dosis.
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Anexo 16. Tiempo letal medio (TL50), de larvas de S. frugiperda
expuestas al bioinsecticida Neem (Azadirachta indica)
en diferentes dosis. Medias con letra comdn no son
significativamente diferentes (P>0.05).
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Anexo 17. Analisis de supervivencia de larvas del gusano cogollero (S.
frugiperda), expuestas a diferentes dosis del bioinsecticida
elaborado a base de hojas del arbol paraiso (Melia azedarach).
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Anexo 18. Analisis de supervivencia de larvas del gusano cogollero (S.
frugiperda), expuestas a diferentes dosis del bioinsecticida
elaborado a base de hojas de tabaco (Nicotiana tabacum).
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Anexo 19. Tiempo letal medio (TL50), de larvas del gusano cogollero (S.
frugiperda) expuesto a bioinsecticida elaborado con hojas de
tabaco (Nicotiana tabacum) en diferentes dosis. Medias con
una letra comun no son significativamente diferentes (P>0.05).
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