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FORMULARIO DE PRESENTACION
DE PROPUESTAS

La propuesta de proyecto debera presentarse en este formulario, en tres
ejemplares (un original y dos copias) y en disquet. Aquellos postulantes que
no cuenten con medios computacionales, pueden transcribir el contenido
del proyecto directamente a este cuademillo.

Antes de iniciar la preparacion del proyecto y el llenado del formulario
se solicita leer con detencién todos los puntos del "Instructivo para la
Presentacion _de Propuestas", a fin de evitar errores que dificultaran
posteriormente la evaluacion de la propuesta por parte de la Fundacion, o
que puedan ser motivo de rechazo de la propuesta en las etapas de
admision o evaluacion.

El formulario esta dividido en secciones, que incluyen cierto espacio para la
presentacion de la informacion. Si el espacio en una seccion determinada
no es suficiente, se podran agregar hojas adicionales, identificando la
seccion a la cual pertenecen. Podra adjuntarse ademas cualquier otro tipo
de informacién adicional o aclaratoria que se considere importante para la
adecuada descripcion de la propuesta.




Pagina 2

2%, GOBIERNO DE CHILE NGmero
FUNDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA

FOLIO DE cODIGO i . A A il
BASES 149 (uso interno) FIA-PI-C— 2002-1 A (’.S’L

ANTECEDENTES GENERALES DEL PROYECTO

NOMBRE DEL PROYECTO:

Busqueda de alternativas de origen vegetal para el control de plagas de los grano
Imacenados, afidos y enfermedades fungosas.

D -
Linea Tematica: Rubro:

Regidn(es) de Ejecucién: |Octava

Fecha de Inicio: hAn2002
DURACION: 30 ‘meses

Fecha de Término: |1/5/2005
AGENTE POSTULANTE:

Nombre : Universidad de Concepcion

Direccion : Av. Vicente Méndez 595 Ciudad y Regién: Chillan, Octava

RUT : 81.494.400-K

Teléfono 1 42-208860 Fax y e-mail: 42-274674

Cuenta Bancaria (tipo, N°, banco):
AGENTES ASOCIADOS:
REPRESENTANTE LEGAL DEL AGENTE POSTULANTE:

Nombre: Alejandro Santa Maria Sanzana
Cargo en el agente postulante: Director del Campus

RUT: Firma:
Direccién: Av. Vicente Méndez 535 Ciudad y Regioén: Chillan, Octava
Fono: 42-208705 Fax y e-mail: 42-274296

REPRESENTANTE LEGAL DEL AGENTE ASOCIADO:

Nombre:

Cargo en el agente asociado:

RUT: Firma:

Direccion: Ciudad y Region:

Fono: Fax y e-mail:



iacosta
Rectángulo

iacosta
Rectángulo


Pagina 3

GOBIERNO DE CHILE Nomero
FUMDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA

COSTO TOTAL DEL PROYECTO (42 475 674 ]

(Valores Reajustados) : 9 =
FINANCIAMIENTO SOLICITADO 17539478 — [408

(Valores Reajustados) - $ ] %
APORTE DE CONTRAPARTE 25336198 ] [594
(Valores Reajustados) . $ . %
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Profesor Instructor, Facultad de Agronomia 537
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COORDINADOR ALTERNO DEL PROYECTO
NOMBRE RUT FIRMA
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PROYECTO
Universidad de Concepcion %/ANO
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CARGO ACTUAL CASILLA
537
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Nombre Completo | Profesién | Especialidad Funciény Dedicacién al Firma
y RUT Actividad en el | Proyecto {%/afo)
Proyecto
Gonzalo Ivan Silva Ingeniero Entomologia Coordinador 13,6
Aguayo Agrénomo General
Ruperto Hepp Gallo | Ingeniero Fitopatologia Coordinador 9.1
Agrénomo alterna
Pedro Antonio Ingeniero Entomologia Co-investigador 4.5
Casals Bustos Agrénomo
Luis Alfredo Vera Ingeniero Fitopatologia Co-investigador 4.5
Manriquez Agronome
Maritza Isabel Tapia |Licenciada en | Botanica Co-investigador 4.5
Vargas Biologia
Carolina De las Técnico Laborante Colaborador 227
Mercedes Sepulveda | Agricola Técnico

Campos
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3.. 'BREVE RESUMEN DEL PRQ@

(Completar esta seccién al finalizar la formulacién del Pyecto)

Los plaguicidas organosintéticos presentan problemas como la alta toxicidad para
mamiferos, la resistencia por parte de los patdgenos y la contaminacion del ambiente y
alimentos entre otros. A esto se debe agregar que los nuevos tratados comerciales hacen
exigencias mucho mayores en cuanto a la inocuidad almentaria de los productos
alimenticios que se exportan de paises como el nuestro. Ademas el mercado de la
agricultura organica estd en expansion y en este no se permite el uso de plaguicidas
organosintéticos, por lo que es un mercado muy demandante de alternativas naturales de
control de plagas y enfermedades. Las plantas con propiedades plaguicidas son de muy
antigua data y presentan ventajas como el ser conocidas por el agricultor, ser renovables,
generalmente de baja toxicidad y tener usos complementarios como el medicinal, pero de un
tiermpo a la fecha este tipo de investigaciones han sido abandonadas.

En el presente proyecto se recolectaran plantas; tanto malezas como ornamentales y follaje
de arboles. Estas seran secadas en un hoino por 48 horas a 60°C. Posteriormenie este
material sera molido y tamizado con el objetivvo de obtener un polvo lo mas fino posible. En el
caso de plagas de los granos almacenados ios polvos se mezclaran directamente con 100 g
de granc en una concentracion del 1% (p/p). Luego se agregaran 10 parejas de insecios de
una semana de edad. A los 15 dias se evaluara la mortalidad y a los 55 dias se cuantificara
la emergencia de adultcs y la pérdida de peso del grano. Los polvos con mejores resultados
seran vueltos a evaluar con una mayor cantidad de dosis. Los aceites seran evaluados con
una metodologia similar, a concentraciones de 1%, 2%, 4% y 8% (v/p) con la diferencia que
estos seran disueltos en acetona para mejorar el cubrimiento del grano. Los extractos tanto
acuosos como alcohdlicos seran evaluados en cinco concentraciones (1%,2%,3%,4% y 5%)
y para esto se impregnaran papeles filtros donde se posaran 20 insectos adultos. Se
cuantificara la mortalidad a las 24,48, 72 y 96 horas, considerandose muerto a todo insecto
que no responda al toque de una aguja de diseccion.

En el caso de los afidos se sumergiran hojas de tabaco en ~oncentraciones de 0,5%, 1%,
2% y 3% (v/v), por 15 segundos, luego se dejaran secar por media hora y se le colocaran 10
afidos adultos apteros. La mortalidad se evaluard a las 24,48, 72 y 96 horas. Esta
metodologia se repetira tres veces en el tiempo.

Para las enfermedades se realizaran evaluaciones in vitro y en invernadero. En los estudios
in vitro los polvos, extractos y aceites se mezclaran con los medios de cultivo los cuales
seran inoculados con discos de 0,5 cm de diametro de los diferentes hongos. El nivel de
toxicidad se medira de acuerdo al radic de crecimiento de la colonia desarrollada alrededor
del disco inoculado. En los estudios de invernadero se haran soluciones de esporas que se
asperjaran sobre plantas sembradas previamente en tierra esteril para posteriormente
asperjar los extractos de las plantas que hayan resultado prometedores in vitro. El dafio en el
caso de los hongos del follaje sera comparado contra el testigo y usando una escala de
niveles predeterminados. Las alternativas que muestren mejores resultados seran difundidas
entre los agricultores a través de charlas, folletos y la pagina web del area de insecticidas
vegetales del laboratoric de Entomologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad de

Concepcion. a
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El control quimico es para muchos agricultores el unico método eficiente de control de
plagas y enfermedades. El mal manejo de los agroquimicos ponen en riesgo la salud de
quienes los aplican y posteriormente consumen {os productos. Ademas cada vez son mas
frecuentes los casos comprobados de malformaciones genéticas y esterilidad por causa de
los plaguicidas organosintéticos. A esto se deben agregar los cada vez mas frecuentes
casos reportados de insectos y hongos resistentes a agroquimicos. Los casos de resistencia
provocan pérdidas tanto a nivel de quienes producen y venden agroquimicos como aquelios
que los manipulan debido a que como practica frecuente normalmente se incrementan las
dosis y frecuencias de aplicacién aumentando ain mas los problemas.

Los plaguicidas de origen vegetal fueron muy utilizados en la década de los cincuenta pero
con al aparicion de los agroquimicos organosintéticos dejaron de ser usados en forma
masiva llegandose incluso a pensar que la entomologia y fitopatologia agricola se
convertirian en un hobbie. Los estudios con plantas plaguicidas se vieron en consecuencia
limitados a pequenas investigaciones locales con escaso rigor cientifico y que no pocas
veces se basaban en supersticiones de agricultores o indigenas. Los estudios etnobotanicos
de las plantas con propiedades plaguicidas en Ameérica latina no se han realizado con toda la
seriedad necesaria y en algunos paises como el nuestro practicamente no existen.

La busqueda de alternativas de bajo riesgo para el control de plagas como son los
plaguicidas de origen vegetal es una linea de investigacion que debe retomarse dado que la
mayoria de ellos son de muy baja toxicidad y tienen usos complementarios cocmo el
medicinal. Esto Ultimo es de especial importancia si consideramos que los programas de
inocuidad alimentaria para frutas de exportacién son cada vez mas exigentes en el aspecto
del uso de agroquimicos, Debido a esto se hace necesario encontrar nuevas alternativas de
alta eficacia pero de mucha menor toxicidad. Ademas existe el mercado de la agricultura
organica que esta en permanente expansién en cuyos procescs productivos no se permite el
uso de agroquimicos sintéticos por lo que considerando el alto retorno de estos productos y
la demanda que presentan por métodos de control naturales se hace necesaria la busqueda
de nuevas alternativas que cumplan con estos requisitos.
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5, ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION DEL' PROYECTO

El centrol quimico ha sido el principal método de manejo de plagas y enfermedades de los cultivos;
sin embargo, problemas tanto de contaminacién ambtiental, que han impactado negativamente en la
biodiversidad de los agroecosistemas, como seguridad y salud publica, inherentes a la fabricacion y
uso inadecuado de los agroquimicos, ha conducido a la busqueda y desarrollo de alternativas
ecoldgicas. Del mercado mundial de plaguicidas sintéticos un 33% corresponde a Norteamerica, 20%
a Asia del Este, 27% a Europa del Este 3% a Europa del Este, un 13% a Latinoamerica y un 4% al
resto del mundo. Pero no es sino en America Latina y en el resto del mundo en vias de desarrollo
donde se producen los principales problemas. Cada vez son mayores los casos de intoxicaciones por
mal manejo, casos de malformaciones congenitas, esterilidad y en casos dramaticos hasta la muerte.
A esto se debe agregar que en todos estos paises no existe una legislacion que obligue al operador a
certificarse como aplicader de plaguicidas sino que normalmente lo hace cualquier persona que
trabaje en el predio muchas veces sin nisiquiera saber leer o escribir. Por estas razones se han
considerado las plantas como un campo apropiado para la busqueda de nuevas estructuras con
menor impacto ambiental y con potencial para el control de plagas y enfermedades de los cultivos.

Polvos vegetales

La presencia de propiedades insecticidas en plantas se ha conocido durante sigles. Entre las plantas
de mas antigua data se encuentran las flores del piretro (Tanacetum cinerariefolium), explotadas en
Europa desde el siglo XIX y que se conocian con el nombre de "pclvos de Persia’ y se empleaban
contra piojos humanos, tabaco (Nicotiana tabacum), riania (Ryania speciosa), rotenona (Derris sp y
Lonchocarpus sp) y Sabadilla (Schoenocaulon officinale) (Lagunes y Rodriguez, 1989). En los
ultimes afios han comenzado a aparecer otras plantas como, Quasia (Quassia amara), Tagetes
(Tagetes spp), Neem (Azadirachta indica) e higuerilla (Ricinus communis) las cuales eran utilizadas
normalmente por los agricultores pero luego de ser debidamente validadas por diferentes empresas,
universidades e institutos de investigacion han derivado, especialmente las dos ultimas, en ia
formulacién de insecticidas comerciales. El uso de estas plantas para el control de las diferentes
plagas de los grancs almacenados tiene antecedentes muy antigucs, de hecho existen reportes de
gue los aztecas almacenaban el maiz que cobraban como tributo a las demas tribus mezclado con
plantas y arcillas loc cual disminuia enormemente |a incidencia de Ics insectos plaga. Hoy en dia en
varios lugares del mundo hay grupos de investigacion trabajando en la busqueda de nuevas plantas
con propiedades insecticidas. Roman (1990) hace un listado de plantas toxicas para plagas de los
granos almacenados ,recopilado de tres autores, en donde se sefialan un total de 6 plantas con
actividad contra Sitophilus zeamais Mots; las cuales son Ageratum conyzoides, Artemisia absinthium,
Hyppocratea spp, Piper nigrum, Pisum sativum 'y Tithonia diversifolia. A su vez Jacobson (1988),
indica que polvo obtenido de semillas de Neem (Azadirachta indica J,) mezclado con maiz rojo en
proporciones entre el 2.4 a 8% tuvo un efecto repelente en esta plaga y el aceite de esta misma
planta al 0.5% en mezcla con arroz disminuyé en un 90% la poblacion.

Los primeros antecedentes publicados en América Latina reportados como productos de
investigaciones lo entregan Lagunes y Rodriguez (1989), que incluye a Paez (1987), en donde se
puede ver que de un total de 143 plantas evaluadas las que mostraron mayores propiedades
insecticidas fueron Cestrum anagrys, Gnaphalium inortatum, Hippocratea sp, Bickellia veronicaefolia,
Chenopodium ambrosioides, Piper sp, Peumus boldus y Pyracantha koidzumii. A su vez los mismos
autores un afno mas tarde agregaron al listado anterior otras cuatro plantas con propiedades !
insecticidas las cuales son; Acalypha arvensis, Cestrum nocturnum, Cestrum thyrsoideury y
Neurolaena lobata. En 1985 Durandeau probd el efecto de polvos de hojas de seis plantas_ tel  \_
noreste de México encontrando resultados muy prometedores con Lantana camara, Laurus npé}, 8y
Leucophyllum texanum aunque lamentablemente fa falta de claridad en la exposicion dg>  Ios
resultados en el escrito final no permiten hacer un analisis méas detallado. Rosales (1990) evalué ek
efecto de extractos acuosos y alcohdliccs de Melia (Melia azedarach) (presente en Chile comd
ornamental), pero obtuvo resultados muy contradictorios que llegan a tal grado que en la parte ﬁn@\_\_} s
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del documento escrito se recomienda repetir la experimentacion pero con una serie de
consideraciones nuevas para no cometer nuevamente algunos errores reportados en la discusion. En
este mismo afo, Paez (1990) determind que las dos mejores plantas (entre las evaluadas) para el
combate de esta plaga eran Hippocratea spp y Peumus boidus, con un 84% y 100% de mortalidad
respectivamente a los 15 dias. En 1991 Vidales evalué un total de 18 plantas entre las cuales se
destacé Piper sanctum que a los 15 dias obtuvo un 100% de mortalidad. En esta misma investigacion
también se destacaran la berenjena (Solanum mamosum) que en 123 dias mantuvo porcentajes de
emergencia menores al 50% y un porcentaje de mortalidad del £3.3% y Solanum nigrun con un
23.3% de mortalidad. A su vez Valente (1991) hizo pruebas con 19 plantas del noreste de México
obteniendo resultados de mortalidad a los 63 dias de un 100% con Paico Chenocpodium
ambrosioides y un 51.7% con chaparro amargoso (Castela texana). £n investigaciones posteriores el
mismo autor trabajo solamente con las plantas antes mencionadas mas Neem (Azadirachta indica)
obteniéndose los valores de mortalidad mas altos con Chenopodium ambrosiodes con un 98.8%,
Castela texana con un 36.6% y Azadirachta indica un 53% todos a una dosis de un 2.5%. Redriguez
y Sanchez (1992), probaron en Tabasco un total de 108 plantas encontrandose que los mayores
porcentajes de mortalidad se obtuvieron con los poivos de Pimienta dioica, Ficus padifolia y Piper
auritum tanto en los trabajos de laboratorio como en campo. En 1994, Vidales y Mejia, a las plantas
mencionadas anteriormente por este autor agregaron, a guarumbo (Chloropha tinctoria ), chirimoya
(Annona chirimolia) y almendro (Prunus amigdalus), donde nuevamente se confirmaron los buenos
resultados para acuyo y berenjena mientras que guarumbo, chirimoya y almendro mastraron una
mortalidad de 25, 21 y 16 % respectivamente. Otra referencia sobre el tema lo encontramos en
Miranda et al. (1994), quienes evaluaron los efectos de 34 plantas mostrandose como las mas
prometedoras Asclepias curassavica, Cassia uniflora, Nicotiana glauca y Psidium guajava con
porcentajes de mortalidad de 38.8%, 31.7%, 46.1% y 33.3% respectivamente 2 los 15 dias y a una
concentracion del 1%.

Dentro de la misma linea de investigacion encontramos antecedentes muy recientes sobre el uso de
polvos vegetales para el control de estas plagas. Hermandez et al. (1999), evaluaron un total de 22
polvos diferentes  (provenientes de 12 plantas) pero con la novedad que dividieron su
experimentacion en dos partes; la primera con polvos recién molidos y con 10 meses de
almacenamiento después de esta fecha y la segunda solo con aquellas plantas que obtuvieron los
mejores resultados en la primera parte pero separandolos en polvos obtenidos de flores y hojas. En
la primera parte los mejores resuitados con polvos recién molidos s& obtuvieron con Dalea bicolor y
Stevia serrata con porcentajes de mortalidad de un 100 y 58.3% respectivamente. En los polvos que
fueron guardados por diez meses los mejores resultados se obtuvieron con Crotolaris ovalis y
Asclepias linaria con porcentajes de mortalidad de 80.66 y 66.60%..

Otro antecedente del mismo afio lo proporcionan Juarez et al. (1999), quienes evaluaron 40 polvos
vegetales de 40 especies de la familia Compositae divididos en flores y hoja destacandose Aster
subulatus , Chrysactinia mexicana , Erigeron longipes , Flaveria trinervia, Heterotheca chrysopsidis,
Sanvitalia procumbens , Stevia serrata , Zinnia acerosa y Zinnia peruviana . Otro trabajo realizado
exclusivamente con plantas de la misma familia lo encontramos en Pineda (1999), donde
nuevamente se probaron polvos vegetales de 40 especies de asteraceas colectadas en diferentes
municipios de San Luis Potosi obteniéndose los mejores resultados con Arfemisia ludoviciana
Dyssodia pentachaeta, Helianthus annuus, Helianthus laciniatus . Helianthus laciniatus , Heliopsis
annua y Melampodium divaricatum.

El antecedente mas reciente sobre este tema lo encontramas en Hernandez et al (2000) quiénes
evaluaron los polvos de Chrysactinia mexicana y Tagetes lucida er tres concentraciones (0.1, 0.5 y
1.0%) donde los mejores resultados se obtuvieron con Chrysactinia mexicana a las concentraciones
de 1.0 y 5% sobre los cuitivares de maiz Cacahuazintle, A 791 de Asgrow y crioilo de Mesquitec con
mortalidades de 100, 89, 85, 77 y 62% respectivamente. Para la misma fecha también encontramos
el trabajo realizado por Soto et al. (2000}, quienes evaluaron a Parthenium incanum y Zinnia
encontrandose los mejores resultados para Parthenium incanum a una concentracion del 1%7¢6n u
50.55% de mortalidad a los 15 dias mientras que para Zinnia acerosa el mejor resultado se’obt
la concentracién de 1% en maiz Cacahuazintle y Mezquitic de Carmona con mortalidades de 80.0%.y
54.0% respectivamente. Cabe si destacarse que estos autores sefizlan que en todas las espeme
habian obtenide mejores resultados en experiencias anteriores.
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Modo de accién de los polvos vegetales

Por definicidn, un insecticida es aquella sustancia o mezcla de sustancias que ejercen su accion
biocida debido a la naturaleza de su estructura guimica (Ware, 1994). Esto ultimo se debe tener muy
presente cuando se habla en forma genérica de insgcticidas vegelales, pues la mayoria de ellos
presentan un efecto insectistatico mas que insecticida. Aunque, muchos compuestos vegetales como
las piretrinas, la nicotina o la rotenona, si presentan un alto efecto insecticida (lzuru,1870). Segun
Coats (1994), los compuestos naturales tienen un efecto protector que principalmente se debe a
repelencia , disuasivo de la alimentacion u oviposicion y reguladora de crecimiento. Ademas, Metcalf
y Metcalf (1992) también sefialan el efecto confusor o disruptor y Lagunes (1994) sefnala el de
agentes morfogenéticos. Por lo tanto, debemos considerar a todos aquellos compuestos que
sabemos que su efecto es insectistatico como preventivos mas que como curativos (Rodriguez,
1993).

Enfermedades

E! uso de polvos vegetales para el control de enfermedades por diverses motives no ha constituido
foco de atencién de los investigadores en plaguicidas naturales. Pero Montes et al (1997), con polvos
de Coffea arabica y Szygium aromaticum disminuyeron significativamente el efecto de Aspergillus
flavus. Bravo et al (2000), consiguieron inhibir el micelio y la esporulacién de varios hongos con
Amphipterigium adstringens, Rosmarinus officinalis, Thymus vuigaris, Piper nigrum, Cestrum
nocturnum, Mimosa tenuiflora y Haematoxylon brasiletto.

Aceites

Los aceites tanto comestibles como escenciales han demostrado tener una alta efectividad para el
centrol de plagas y enfermedades perc por diversos motivos nunca se han realizado estudios en
nuestro pais.

Plagas de ios granos almacenados

Para el control de plagas de los granos almacenados los aceites han demastrado tener un alto poder
insecticida debido a que a nivel de adultos taponan las traqueas causando la muerte del insecto por
asfixia. A nivel de huevos los aceites penetran a través del micropiio causando una coagulacion del
protoplasma o matando por intoxicacién a la larva recién formada. Por Ultimo también se ha visto que
actuan como deterrente de la oviposicion al cubrir el grano de mado que el insecto cuando “"prueba”
la superficie con el ovipositor no recibe el estimulo positivo para oviponer. En cuanto a sus
antecedentes practicos Hewlett (1975) experimentd con aceite mineral refinado sobre adultos de
Sitophilus zeamais, S. Oryzae y T. Casteanum, encontrando que ambas especies de Sitophilus son
altamente susceptibles. Sigh et al (1977), con aceite de mani a una dosis de 5 ml kg~ protegio
durante 180 dias al garbanzo del ataque de Callosobruchus maculatus ademas que en la posterior
coccién de los granos estos no mostraron ninguin efecto adverso. Shoonhoven (1978), encontrd que 5
a 10 ml de aceite por kilogramo de grano protegen por 75 dias al frejol del ataque de Zabrotes
subfaciatus (Boh). Hill (1980), tomando como base los trabajos del autor anterior demostré que
Acanthoscelides obtectus no fue capaz de infestar frejol cuyos granos se encuentren cubiertos por
una capa de aceite. Este mismo autor también sefiala que el aceite no altera el periodo de
germinacion de la semilla y no muestra ninguna alteracion al momento de cocinarlo. Montes ef al
(1980), en estudios realizados en Colombia encontraron que la progenie de Sitophilus zeamétg»ijn-‘:
Sitotroga cerealella fue significativamente reducida al tratar el maiz almacenado con 1 ml, 5. mi’y 9 ml
de aceite vegetal por kilogramo de grano. Hill y Schoonhoven (1981), encontraron que el acéit"g
vegetal a dosis de 1ml kg~ de frejol tiene efectos insecticidas contra el gorgojo mexicaqo_del.frejpj Y
Zabrotes subfaciatus. Haro y McGregor (1983), mencionan que los aceites de cartamo, maiz, sesamo,- t
y girasol usados en dosis de 1 ml, 5 mly 10 ml kg de frejol almacenado todos mostraron tin efects .-

protector sobre Acanthoscelides obtectus y Zabrotes subfaciatus, acemas de que la germrb\%@rffﬁa“
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se vio afectada. Taiqui y Burkholder (citados por Saénz, 1984), mencionan que los aceites de
algodén, soya, maiz y mani matan y repelen a los adultos de Sitophilus granarium en trigo, efecto que
dura por lo menos B0 dias. Messina y Renwick (1983), con tres aceites escenciales obtenidos de
diferetes frutos citricos a una dosis de 5 ml kg’ de grano protegieron en forma efectiva el frejol de
Zabrotes subsfaciatus. Estos aceites causaron una alta mortalidad de huevos y larvas la cual duro
alrededor de 30 dias. Jilani, Saxena y Rueda (1988), encontrarcn que el efecto de repelencia
conforme se aumentaba la dosis de aceites escenciales de Curcuma longa, Acorus calamarus y
Azadirachta indica sobre Tribolium casteanum. E| efecto de repelencia disminuyo a las dos semanas
especialmente con las dosis m&s bajas de A. indica. Greenberg et al (1993), encontraron 5
monoterpenos con efecto fumigante sobre Rhyzoperta dominica y Triblium confusum. Todos los
compuestos mostraron una alta actividad neurotoxica a través de una accién inhibitoria mediante
competencia con la acetilcolinesterasa.

Extractos acuosos y alcoholicos

El uso de extractos ya sean acuosos o en alcohol, es seguramente iina de las técnicas de control de
plagas y enfermedades mas practicadas en la agricultura organica y «le subsistencia.

Control de Plagas

Para el control de plagas de los granos almacenados, los extractos no han sido muy estudiados, pero
por ejemplo Roman (1990) con extractos al 10% de Annona reticulata, Asclepias curassavica,
Hippocratea sp, Psidiumguaja y Vebesina pedunculosa, consiguié controlar Sitophilus zeamais en
maiz almacenado.

Control de Enfermedades

Las plantas que han mostrado actividad contra hongos aplicadas como extractos pertenecen
principalmente a las Asteraceas, Bignoniaceas, Equisetacens, Euphorbiaceas, Fabaceas,
Lamiaceae, Pinaceas, Poaceas, Primulaceas, Quenopodeaceas, Rutaceas, Sclanaceas vy
Zingiberaceas (Montes, 1896). Algunos ejemplos practicos los encontramos en Montes et al (1990),
quienes evaluaron extractos de 74 plantas de las cuales 24 inhiben entre un 70 a 100% la
germinacion de uredosporas de Uromyces phaseoli var Typica. Los mismos autores (Montes, 1990b),
con extractos de Pithecellobium dulce, Acacia farnesiana, Tribulus cistoides Hibiscus rosa-sinensis y
Spathodea campanulata disminuyeron significativamente el porcentaje de area foliar infestada por
diversos hongos y ademas se observo un aumento en la praduccion con respecto al testigo. Montes
et al (1992), sefalan que con extractos acuosos de Eucalitus globulus, Tribulus cistoides, Sanvitalia
procumbens, Hibiscus rosa-sinensis, Euphorbia tridentata y Chenopodium album disminuyo
significativamente el &rea infestada con Erysiphe eichoracearum v Pseudoperonospora cubensis.
Champagne ef al (1992), sefialan que las plantas de la familia rutacez y meliaceae cuando se aplican
como extractos presentan un alto poder fungicida debido a los compuestos conocidos como
limonoides que les son inherentes a su fisiologia. Montes et al (1993), con extractos acuosos de
Tribulus cistoides consiguieron disminuir @ un 0% la infeccién de crisantemos por Dydimella
chrysanthemi. Montes et al (1997), evaluaron 106 plantas en forma de extractos acucsos y
alcoholicos contra el desarrollo de Aspergillus flavus encontrando 36 de ellas con algun efecto
fungicida. Entre esta especies se destaca Coffea arabica, Syzvgium aromaticum, Amaranthus
hybridus, Asclepias glaucescens, Cynodos dactylon, Lepidium vircinicum, Passiflora edulis, Piper
auritum y Ruta chalepensis. Govindachari (1999), con extractos d= Swietenia mahogani y Khaya
senegalensis disminuy® el nimero de pustulas de Puccinia arachidis.

Antecedentes nacionales

La investigacion en Chile sobre los plaguicidas de origen vegetal no es muy abundante pero
sin embargo se destacan algunas investigaciones realizadas en los Ultimos afios. Niemeyer &
(1995), senala que se llevd a cabo una busqueda de propiedades insecticidas %\251_..:'-- \
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plantas separadas en medicinales y no-medicinales. Los bicensayos se hicieron para plagas
como Tetranychus urticae (Acari:tetranychidae), Acantosiphon pisum
(Homoptera:Aphididae), Musca domestica (Diptera: Muscidae), Spodoptera litoralis (
Lepidoptera:Noctuidae) y Diabrotica undecimpunctata (Coleoptera:Crysomelidae). Aunque
este autor no sefala resultados concretos, indica que los mejeres resultados se obtuvieron
con plantas de la familia Asteraceae y que se esta_en proceso de extraccion de los diferentes
compuestos. Alarcon et al (1993), sefiala que compuestos exiraidos de plantas nativas del
genero Maytenus pueden tener potencial efecto insecticida sobre Spodoptera litoralis dada
la semejanza con moléculas aisladas en otros paises de plantas de la misma familia. Sobre
estos mismos compuestos Céspedes et al (2001), indican que del follaje y raiz de arboles
del genero Maytenus se extrajeron dos compuestos que mostraron tener un 100% de
mortalidad sobre larvas pequefias de Spodoptera frugiperda en bioensayos alimentarios de
laboratorio, ademas de mostrar las larvas sobrevivientes graves malformaciones lo que
podria llevar a pensar en un posible efecto requlador de crecimiento que debe ser estuiliado
con mas detalle posteriormente. Bhupinder et al (1999), evaluaron naftoquinonas extraidas
de una planta nativa de la precordillera chilena llamada Calceolana andina L., sobre ur, total
de 38 insectos entre plagas y benéficos. Los autores sefialan que se debe destacar los
prometedores efectos que muestra sobre Myzus persicae y Bemisia tabaci las cuales se
muestran mas susceptibles que las demas especies siendo razas resistentes a los
insecticidas organosintéticos tradicionales. Cabe ademas destacar que estas moléculas
mostraron un marcado efecto insecticida sobre insectos benéficos como Aphidius
ahopalisiphon y Trichogramma cacoeciae lo cual pone en duda su caracter de promisorios.
Por ultimo Pizarro (2002), evalud siete plantas medicinales para el control de Sitophilus
zeamais, obteniendo los mejores resultados en mortalidad con Peumus boldus al 2% (p/p) e
interesantes efectos insectistaticos de reduccion de la emergencia con Melissa officinalis.
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6. . MARCO GENERAL DEL PROYECTO

El tema de los plaguicidas es especialmente sensible para toda la sociedad esté o no
relacionada con el area agricola. Los problemas de plagas resistentes a los insecticidas,
hongos a los fungicidas y malezas a los herbitidas provocan que anualmente se pierdan
importantes sumas de dinero tanto para los agricultores como para quienes los fabrican y
venden. A esto se deben agregar los riesgos provocados por malos manejos como las
intoxicaciones. Ademas cada vez son mas evidentes los problemas de malformaciones
congénitas, teratogenias y esterilidad a causa de los plaguicidas organosintéticos que han
llevado a pensar en nuevas estrategias de control pero de un menor riesgo tanto para
productores, manipuladores y consumidores. Lamentablemente para muchos agricultores la
Gnica opcidn de control es el quimico llegando al extremo de realizar aplicaciones sin que
sean necesarias y que eliminan a los enemigos naturales provocando un incremente de los
problemas de plagas. Ademas los nuevos tratados comerciales que conllevan las exigencias
de sistemas de produccion de inocuidad alimentaria hacen que las patologias de los cultivos
deban tratarse con productos menos téxicos, de menor residualidad y mucho mas amistosos
para el ambiente. También se debe considerar el aumento de la demanda por praductos
organicos en donde no se pueden utilizar agroquimicos de origen sintético. Dada la alta
rentabilidad de este mercado resulta logica la busqueda de nuevas alternativas de tipo
natural y altamente efectivas para el control de plagas y enfermedades de los cultivos. En
América Latina se han hecho algunos estudios sobre sustancias vegetales para el control de
plagas y enfermedades pero en Chile solo en forma muy parcial y con muy escasa difusion.
En nuestro pais existe una gran cantidad de plantas nativas e introducidas que nunca han
sido evaluadas para cuantificar sus propiedades plaguicidas Muchas de estas plantas son
conocidas por los agricultores pero por sus efectos medicinales por lo que constituyen un
elemento conocido para el agricultor y ademas son un recurso renovable. Por Ultimo también
se pretende validar una serie de referencias que aparecen como posibles soluciones en
publicaciones, especialmente centroamericanas, de dudoso rigor cientifico las cuales al no
mostrar los resultados esperados por parte de los agricultores Gnicamente han contribuido a
reafirmar la confianza de estos en los plaguicidas de origen sintético como la unica opcion
efectiva de control de plagas y enfermedades. '

'
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: 7' X A
(Anexar ademéas un plano o0 mapa de la ubicacion del proyccto)
El proyecto se realizara en las dependencias (Laboratorios de | :ntomologia y Fitopatologia e

invernaderos) de la Facultad de Agronomia de ta Universida | de Concepcion en Chillan,
Octava Region, Chile.

DESCRIPCION

MAPA

< l Universidad de Concapcian. Campus Chillan
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8.1. GENERAL:

almacenados, afidos y botrytis.

812 ESPECIFICOS:

coleopteros plaga de los granos almacendados.

pulgones (Homoptera: Aphididae).

almacenados

5.- Elaboracion de un herbario de referencia de plantas con propiedades plaguicidas

polvos o aceites para el control de plagas y enfermedades

18

1.- Blusqueda de alternativas de origen vegetal para el control de plagas de los granos

1.- Busqueda de plantas con propiedades insecticida/insectistaticas para el control de
2.- Busqueda de plantas con propiedades insecticidal/inse tistaticas para el control de

3.- Busqueda de plantas con propiedades fungicida/fungistaticas para el control de botrytis

4 - Busqueda de aceites vegetales y minerales para el control de plagas de los granos

6.- Proporcionar a los agricultores recomendaciones de plantas usadas como extractos,
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9. " METODOLOGIA Y PROCEDI
(Describir en detalle la metodologia y procedimientos a utilizar en la ejecucion del
proyecto)

1.- Recoleccién de Plantas

Las plantas seran colectadas principalmente en la provinciz de Nuble, Octava Region,
tanto en la zona de riego como de secanc costero e intericr. Estas seran divididas en
anuales y perennes y a su vez en nativas e introducidas. Se colectaran en forma
indistinta plantas dentro de cultivos como fuera de ellos. Las plantas anuales se
colectaran completas en cambio en las perennes solo se colectaran follaje, frutos y
flores, es decir se evitara el uso de partes de la planta que puiedan dafar o comprometer
su permanencia en el tiempo. Las plantas colectadas se seceran en un horno a 60°C por
48 horas de modo de evitar la degradacién de compuestos fotosensibles. Una vez secas
las plantas se moleran con la ayuda de un molino eléctrico para café, luego seran
tamizadas por un tamiz de 60 mesh y este polvo, debidamente rotulado, sera guardado a
temperatura ambiente hasta que se comienzen los test de toxicidad. Los aceites seran
comprados en la medida que sean necesitados y ademas se vera la posibilidad de
cbtener de otras reparticiones de la Facultad y Universidad aceites escenciales
obtenidos de plantas nativas.

1.1.- Criterios de eleccion de plantas

En la primera etapa se realizara una colecta general sin gue haya un criterio definido
para recolectar plantas. Todas seran evaluadas para conocer sus posibles propiedades
insecticidas/fungicidas y aquellas que muestren los mejores resultados seran vueltas a
evaluar en la forma que se sefiala mas adelante. En el caso de que estas Ultimas plantas
estén reportadas como tdxicas para mamiferos se les dejara de lado para trabajar solo
con las especies que no estén reportadas como tdxicas. En resumen se realizard un
"screening" inicial con todas las especies para quedarse Urnicamente con aquellas que
muestren resultados prometedores, las cuales seran sometidas a una nueva seleccion
descartandose aquellos que tengan referencias como toxicas para humanos o ganado.

2.- Colecciones
2.1.-Cria de insectos

Las colonias de insectos que se usaran como unidades experimentales se colectaran en
molinos ¥y en puestos de venta de cereales de la ciudad de Chillan. Estos seran
mantenidos en una camara de cria a una temperatura de 25 ¢ 2°C y 16 horas de luz en el
laboratorio de Entomologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad de
Concepcion. Los insectos que se reproduciran son Acanthoscelides obtectus Say,
Sitophilus granarium, Sitophilus zeamais y Sitophilus oryzae. Todos considerados plagas
primarias del frejol, trigo , maiz y arroz, respectivamente, los principales cereales que se
almacenan en nuestro pais.

2.2.- Unidad experimentel basica

”~ i

El screening inicial se realizara evaluando las propiedades sobre un solo insecto que
ataque a la mayor cantidad posible de cereales en almacén. La especie elegida sera |
Sitophilus zeamais M., debido a que ataca trigo, maiz, avena v arroz, el cual ademas
puede ser criado sobre cereales que tienen pocas aplicaciones de insecticidas al
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momento de ser comercializado, cosa que aumenta las probabilidades de éxito en la
reproduccién in-vitro. Las pruebas se realizaran utilizando 1naiz como sustrato debido a
que se facilita la evaluacion de grano danado por insectos.

'Las plantas que muestren resultados prometedores seran =valuadas en otras especies
de insectos como Acanthoscelides obtectus y otras especies del género Sitophilus en
otros sustratos como trigo y frejol. 2

2.3.- Elaboracién de un herbario

En la medida que se vayan colectando las diferentes especies vegetales. Un ejemplar de
cada especie sera secado y conservado en un herbario con datos como; nombre
cientifico, familia, lugar y fecha de colecta, entre ofros. Esto tiene por objetivo el poder
elaborar un herbario de plantas con propiedades plaguicidas y hacer repetibles las
experimentaciones al usar material de igual procedencia, edad y estado de un afo para
otro.

3.- Cultivo de los hongos

El hongo a evaluar sera Botrytis cinerea provendra de los cultivos que se realizan todos
los afios a partir de las muestras traidas por los agricultores para el servicio de
diagnostico, ademas de las muestras permanentes que se utilizan para docencia en los
cursos de Fitopatologia. Se utilizara este hongo a causa de ser polifago. Es decir ataca
una gran cantidad de cuitivos, arboles frutales, ornamentales y frutos en postcosecha
por lo que cualquier solucidén que se pudiese encontrar tendria un alto impacto en los
procesos proeductivos de estas plantas de interés econémico

4- Evaluacion de toxicidad
4.1.- Granos almacenados
4.1.1.- Plantas en polvo
a)Efecto adulticida

En una primera etapa los polvos se evaluaran a una conceniracion del 1%. Se elige esta
concentracion debido a que el polvo necesitado para 100 kg (1 quintal) es de 1 kg,
cantidad razonable si se trata de recolectar plantas o “cosechar” frutos y flores de una
especie perenne. Para obtener la variable respuesta se utilizara la metodologia
propuesta por Lagunes y Rodriguez (1989) que a continuac:on se describe:

Etapa 1. En frascos de 250 mL de capacidad se colocan 100 g de trigo, maiz o frejol
(segun corresponda). En seguida se le agrega la respectiva concentracién de polvo
vegetal y se mezcla manualmente para hacer lo méas uniforme posible el cubrimiento del
grano. Una vez terminado el proceso antes descrito, se inoculara cada frasco con 10
parejas de insectos de no mas de diez dias de edad. Lueg> de terminada la inoculacion
todos los frascos serédn puestos en la camara de cria, la cual se encuentra a las__>
condiciones 6ptimas para el desarrollo de los insectos. Cabe destacarse que el ﬂ;a@'(l_'i-‘-’-.::-
que se utilizara como sustrato serd previamente lavado y posteriormente secado/absol

para evitar que esté presente algun resto de insecticida organosintético que tergiverse;
los resultados. Ademas, el grano seré puesto en el congelador de un refrigerador por 15
dias de modo de eliminar cualquier posibilidad de que venca infestado con insectos. Los . |
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insectos seran diferenciados en su sexo de acuerdo a los criterios propuestos por
Halstead (1963).

Etapa 2: 15 dias posterior a la inoculacion de los insectos, ¢stos seran extraidos de cada
frasco y se contabilizaré el porcentaje de mortalidad. Si el testigo supera el 10% de
mortalidad el grupo de experimentos debera ser desechado y repetido. En el caso de que
lo anteriormente mencionado no suceda la mortalidad de los tratamientos sera corregida
mediante la férmula de Abbott's (1) , (Abbott's, 1925) con el objetivo de eliminar la
mortalidad natural producida en el testigo y no sobredimensionar el efecto real del
tratamiento.

Mortalidad tratamiento - Mortalidad testigo

Mortalidad Corregida = *100 (1)
100 - Mortalidad Testigo

Etapa 3: A los 50 dias de realizada la infestacion se mediré el porcentaje de emergencia
en relacion al testigo absoluto y el porcentaje de pérdida de peso de los granos. En el
caso de la emergencia de insectos se considerara como 100% el numero de insectos
emergidos en la F1 del testigo. En el caso de la pérdida de peso esta se estimara
utilizando la formula propuesta por Adams y Schulten (1976} (2).

Numero granos dafiados

% Pérdida de peso: ( *1001*C (2)
Numero total de granos
Donde:

C= 0,125 si el maiz es almacenado como grano suelto o mazorca sin bracteas
= (0,222 si el maiz es almacenado como mazorca con bracteas
= 0,5 si el grano es trigo o frejol
= 0,25 si el grano es arroz

Etapa 4: De acuerdo al criterio propuesto por Lagunes (1994), se considerara como
prometedor a toda planta en polvo, que muestre una mortalidad igual o mayor al 50% y
una disminucion de la emergencia de un 50% en relacion al testigo absoluto. Estos
polvos seran vueltos a evaluar para los mismos paréametros pero hacienda una
progresién de concentraciones que seran 10%, 1%, 0,1% y 0,01%.

b)Efecto larvicida

En frascos de 250 mL de capacidad se colocaran 100 g de trigo, maiz o frejol, segin L
corresponda al habito fégico de la plaga. En seguida se infestaran con 20 parejas,de:~  \
insectos a los cuales se les dejara copular por un periodo de 5 dias. Al término de este
periodo se retiraran todos los insectos y se devolveran los frascos a la camara de cria. A
los 15 dias de haberse realizado la infestacion con las 20 parejas, se mezclara el grano *
con las plantas pulverizadas segun el procedimiento antes mencionado. A los 55 difde
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realizada la infestacién se contabilizara la emergencia de |2 progenie diariamente por 15
dias.

c) Validacién en campo

La ultima etapa para el estudio de polvos vegetales para el control de plagas de los
granos almacenados. En sacos se colocaran 50 kg de grano y se mezclaran con aquellos
polvos vegetales que hayan mostrado una actividad insecticida mayor al 80% a una
concentracion del 1%. Cada tratamiento tendra tres repeticiones (de 50 kg cada uno) y
sera infestada con 100 parejas de insectos de una semana de edad. El grano antes de
ser infestado sera muestreado para verificar la presencia de insectos desde el campo.
Los 50 kg de grano se extenderén sobre una lona en un lugar con piso de cemenio y
con una pala se mezclarén con los polvos vegetales. Una vez mezclados se introduciran
en los respectivos sacos que seran rotulados debidamente. Durante 6 meses se haran
muestreos{ uno al mes), donde se sacara un kilo de grano y se evaluara: Peso del saco,
numero de granos dafiados por insectos en el kilo de grano, nimero de insectos vivos y
muertos en relacion al testigo y peso del polvo presente en la muestra (grano molido).
Luego la muestra se llevara a la camara bioclimatica y se le dejara a 25°C por 15 dias y
se contaran los insectos emergidos en relacion al testigo.

4.1.2.- Extractos (alcohdlicos y acuosos}

Para la evaluacion de los extractos tanto acuosos como alcohdlicos se utilizara la
metodologia N°15 propuesta por FAO para la deteccion v estimacion de la resistencia
para gorgojos adultos en cereales almacenados. Se evaluard un total de 5
concentraciones (1%-2%-3%-4% y 5%) . La concentracion mds alta se utilizara como
solucién madre y a partir de esta mediante diluciones sucesivas se obtendran las
concentraciones restantes. En seguida, de cada solucidon. se tomaran alicuotas de 0,5
mL con pipetas de 1 mL. Esta se distribuira en un papel filtro a partir del punto central en
un movimiento en espiral decreciente para asegurar un cubrimiento uniforme. Los
papeles se dejaran secar durante un minuto y luego se trasladarén a una superficie de
vidrio plano donde se les dejara reposar por 12 horas. Una vez pasado este tiempo se
posaran sobre el papel 20 ejemplares de insectos que lleven una hora sin alimentarse. El
papel filtro posteriormente se cubriréd con un cilindro de PYC de 10 cm de altura con su
superficie interior cubierta de vaselina sdlida para evitar que los insectos escapen del
drea tratada. Las evaluaciones de mortalidad se realizaran a las 24, 48, 72 y 96 horas.
Se considerara como muerto al insecto que no muestre respuesta al ser pinchado con
una aguja de diseccion. Los tratamientos tendran 4 repeticiones y el testigo se realizara
solamente con agua destilada o el alcohol respectivo del extracto. La metodologia seré
repetida 5 veces en el tiempo para disminuir el error experimental. EI material vegetal del
que se obtendran los extractos sera tanto fresco como seco para cada especie. Los
extractos se realizaran mediante el método propuesto por Montes et al, (1997) quienes
indican que se pesan 50 g del material vegetal fresco y seco (ya que se evaluaran ambos
para la misma planta) y se colocan en un litro de agua hirviendo ( o el alcohol respECﬁ\l?/'f'_'"‘.;
y se dejarén reposar por 12 horas. Luego se filtrardn y a partir de este se realizaran las> =
respectivas concentraciones a evaluar. /.0
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4.1.3.- Aceites

Los aceites seran evaluados por el método propuesto por H i y Schoonhoven (1981). Los
aceites seran disueltos en eter en una proporcién de 1:20 y seran mezclados
manualmente mediante agitacién permanente de modc de obtener un cubrimiento
uniforme del grano. En seguida se dejara reposar el grano para que se evapore el
cloroformo. Una vez sucedido esto, el grano sera dividido en tres partes iguales, que
constituirdn el nimero de repeticiones por tratamiento, y =e depositaran en frascos de
vidrio de 250 mL. Luego a cada frasco se le agregaran 10 parejas de insectos de una
semana de edad. A los 15 dias a partir de la infestacion se esvaluara la mortalidad y a los
55 dias a partir de la misma fecha se evaluara la emergencia y pérdida de peso usando
las mismas formulas indicadas para las plantas pulverizadas. Los aceites se evaluaran
en cuatro concentraciones que son 1%-2%-4%-8% (p/p), mientras que el testigo sera
tratado solo con cloroformo. Como una actividad complemeantaria también se evaluarén
aceites minerales que se encuentren en forma cotidiana en el mercado recomendados
para el control de plagas.

4.1.4.- Evaluacion de la residualidad

El efecto residual de los mejores tratamientos con vegetales en polvo y aceites
escenciales se evaluaran siguiendo la metodologia propuecta por Paez et al. (1887) En
un recipiente con 3 kg de grano se mezclara con cida una de las respectivas
concentraciones de las tratamientos de prueba. De este urano se sacara una primera
muestra compuesta de tres submuestras de 200 g que sera evaluada en mortalidad ,
emergencia y pérdida de peso de acuerdo al protocoic establecido para todas las
evaluaciones anteriores. Posteriormente este grano seré almacenado a temperatura
ambiente y a los 30, 60 y 90 dias de realizada la mezcla  se volveran a sacar
submuestras y se evaluaran nuevamente los parametros an‘es mencionados.

4.2.- Afidos

En el caso de los afidos se evaluaran extractos acuosos v alcoholicos ya que dada la
etologia y fisiologia de la plaga es imposible pensar en plartas en polvo.

4.2.1.- Cria de insectos

Para el caso de estos insectos se utilizaran los ejemplares de Myzus persicae/nicotianae
provenientes de la colonia permanente del Laboratorio de [ ntomologia de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de Concepcién.

4.2.2.- Métodologia.

Para la evaluacion de la toxicidad de los extractos se utilizara el método N°1 propuesto
por IRAC (Insecticide Resistance Action Commitee!. para la evaluacion de
susceptibilidad a insecticidas de afidos del género Myzus En un vasc precipitado de 1
litro se preparan las correspondientes soluciones. Al igual que en el caso de los extractos
acuosos en granos almacenados la dosis mas alta constituira la solucién madre y a partir
de la cual mediante diluciones se obtendran las dosis menores. Una vez preparadas las
soluciones se sumergira por 5 segundos una hoja de tabaco (huesped de Myzus .-~
nicotianae), la cual luego se colocara en una placa Petri cubierta con una toalla de papel

y se dejara secar por una hora. Luego se colocaran 10 afidos adultos dpteros de similar

tamafio y se cubrira la placa con un pote plastico con ventanas, cubiertas de tul, para :
permitir el intercambio gaseoso. A las 24, 48 y 72 horas se medira la mortalidad. Se
utilizara el criterio FAO para bioensayos indirectos de respuesta cuantal en que se. S
considerara como muerto a cualquier insecto que no responda al toque de una aguja
diseccion. Posteriormente mediante un procedimiento probit se estimara la toxicidad de
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los extractos estimando las dosis equitdoxicas Concentracion Letal 50% y 90% (CLSC y
CL90). Para esta estimacion se usara el software Raymond Probit Analysis Program de la
Universidad de California en Riverside. Se evaluaran tanto material vegetal fresco y seco
para cada planta. Las concentraciones seran de 0,5%, 1% 2% y 3%. Cada tratamiento
contara con cuatro repeticiones y la metodologia se repetir2: tres veces en el tiempo para
disminuir el error experimental. El testigo se realizara sumergiendo las hojas en el
solvente del extracto correspondiente. -

5.- Enfermedades

Para esta parte de la investigacién se haran estudios in-vitro y en invernadero con las
plantas que muestren resultados prometedores en la primera etapa. La enfermedad en
que evaluarén las posibles plantas sera Bofrytis cinerca, que es una enfermedad
cosmopolita y que ataca a una gran cantidad de plantas de interés ecanémico.

a} Invitro

Los estudios de efectividad in vitro se realizaran mediznte el método propuesto por
Grover y Moore (1959), ya que este presenta la ventaja que se puede utilizar para
extractos y plantas en polve. Cada unc de estos compuestos se mezclaran con los
elementos que forman el medio de cultive del hongo en placas Petri. Los extractos,
polvos y aceites se mezclaran en concentraciones de 500 ppm, 1000ppm, 2000ppm y
4000 ppm respectivamente. Una vez preparadas las placas de cultivo en cada una se
pondran dos discos del hongo a evaluar de aproximadamente 5 mm de didmetro
proveniente de las placas de cultivo del laboratoric de Fitopatologia. Posteriormente
las placas seran puestas en una incubadora por 7 dias. Ls toxicidad de los compuestos
sera evaluada en su capacidad de disminuir el crecimi=nto micelial que se produce
alrededor del disco inoculado Este sera medido con una regla y se comparara con el
testigo que sera el mismo medio pero sin los polvos, extractos o aceites. En aquellos
tratamientes en que se observe una inhibicién del crecimiento del micelio del hongo,
este sera removido y puesto en un medio sin los compuestos para ver si se desarrolla y
discriminar si su efecto es fungicida o fungistatico. Cada tratamiento tendrd 4
repeticiones. Para los extractas, al igual que en el caso (/e plagas, estos se haran con
agua, etanol y hexano.

b) Ensayos de Invernadero

Con los tratamientos que muestren mejores resultadcs se realizaran pruebas de
invernadero. En tierra estéril se sembraran las especies vegetales de interés agricola
que sean afectadas por les hongos. Una vez que hayan alcanzado un tamafo
adecuado serén inoculadas con los respectivos hongos. Esta inoculacién se realizara
con la metodologia propuesta por Montes y Peralta (1993). A cada placa con la
respectiva colonia del hongo se le agregaran 20 mL de agua destilada estéril y con un
asa bacteriologica se raspara el micelio y se colocara en un vaso precipitado con 200
mL para formar una solucion. Posteriormente, con un contador de conidias, se
prepararan soluciones con concentraciones conocidas de conidias que con un
atomizador manual se asperjaran en las plantas. Las aplicaciones de los extractos se
haran una hora después de la aplicacidon de la solucidn de conidias. Cada tratamientc
tendra cuatro repeticiones y el disefic experimental sera completamente al azar. El
dano de los hongos que ataquen follaje sera cuantificado utilizando la escala propuesta
por CIBA (1992), que mediante una clave de niveles referenciales clasifica diferentes
niveles de dafio de acuerdo a una grafica referencial.
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