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1. Titulo

Evaluacion de aceites esenciales para el control de gorgojo (Zabrotes subfasciatus) en fréjol

(Phaseolus vulgaris L.) almacenado.



2. Resumen

El gorgojo Zabrotes subfasciatus (Boheman) (Coleoptera; Bruchidae), es una de las principales
plagas del fréjol (Phaseolus vulgaris L.) ocasiona dafios en los granos almacenados, producen
dafos a los cotiledones, los granos son cubiertos de huevos y presentan perforaciones que
corresponden a las cdmaras de alimentacion de los insectos, lo que causa una significativa
pérdida de peso del grano. Para controlar y disminuir estos perjuicios causados por estos
insectos actualmente y en varios paises emplean el control quimico el cual es dafiino en la salud
humana y causa contaminacion ambiental, sin embargo, el uso de aceites esenciales extraidos
de plantas con compuestos activos son una herramienta sostenible para el manejo de plagas de
granos almacenados. En la presente investigacion se realizé la extraccion del aceite esencial de
Artemisia sodiroi, se evaluaron sus actividades de mortalidad, repelencia y proliferacion contra
Zabrotes subfasciatus. El analisis quimico mediante cromatografia de gases realizado al aceite
esencial determino que sus principales compuestos quimicos son cis-Chrysanthenol (48,75 %),
1, 8-Cineole (15,54 %) y a-Pinene (7,15 %). El aceite esencial de Artemisia sodiroi revelo que
es toxico contra adultos de Zabrotes subfasciatus en las diferentes concentraciones (5 % [CLs],
25 % [CL2s], 50 % [CLso], 75 % [CL75] y 95 % [CLos]). Artemisia sodiroi logro repeler al
gorgojo adulto en todas las concentraciones (CL) ya que existe una diferencia significativa. La
proliferacion de Zabrotes subfasciatus revelo que en la reproduccion existe una incidencia
significativa entre el control y la aplicacion de una concentracion letal, en la pérdida de masa
de fréjol existe mayor pérdida de grano en las concentraciones distintas a la CLgs, las mismas
gue mostraron diferencia estadistica con respecto al control. Por lo tanto, se concluye que esta
investigacion realizada puede ser una herramienta para futuros estudios en manejo de plagas de

granos almacenados.

Palabras clave: Aceite esencial, mortalidad, repelencia, proliferacion.



Abstract

The weevil Zabrotes subfasciatus (Boheman) (Coleoptera; Bruchidae), is one of the main pests
of beans (Phaseolus vulgaris L.) causing damage to stored grains, causing damage to the
cotyledons, the grains are covered with eggs and have perforations that correspond to the
feeding chambers of the insects, which causes a significant loss of weight of the grain. To
control and reduce the damage caused by these insects, chemical control is currently used in
several countries, which is harmful to human health and causes environmental contamination.
However, the use of essential oils extracted from plants with active compounds is a sustainable
tool for managing stored grain pests. In the present research, the essential oil of Artemisia
sodiroi was extracted and its mortality, repellency and proliferation activities against Zabrotes
subfasciatus were evaluated. The chemical analysis by gas chromatography performed on the
essential oil determined that its main chemical compounds are cis-Chrysanthenol (48,75 %), 1,
8-Cineole (15,54 %) and a-Pinene (7,15 %). The essential oil of Artemisia sodiroi revealed that
it is toxic against adults of Zabrotes subfasciatus at the different concentrations (5 % [LCs],
25 % [LC2s], 50 % [LCso], 75 % [LC7s] and 95 % [LCgs]). Artemisia sodiroi was able to repel
adult weevils at all concentrations (CL), since there was a significant difference. The
proliferation of Zabrotes subfasciatus revealed that in reproduction there is a significant
incidence between the control and the application of a lethal concentration, in the loss of bean
mass there is a greater loss of grain in the concentrations other than CLgs, which showed a
statistical difference with respect to the control. Therefore, it is concluded that this research can
be a tool for future studies in the management of stored grain pests.

Key words: Essential oil, mortality, repellency, proliferation.



3. Introduccién

El fréjol (Phaseolus vulgaris L.) es una especie de gran importancia, debido a que es de las
leguminosas més consumidas por su composicién nutricional, es una fuente rica en proteinas,
minerales como calcio, hierro, fésforo, magnesio y zinc y las vitaminas tiamina, niacina y acido

folico (Calero-Hurtado et al., 2018). Es una especie economicamente importante en la

agricultura y se produce en Ecuador, Brasil, India, Estados Unidos, China y Mexico (Oscco
Huillca, 2019). El fréjol (P vulgaris L.) en Ecuador es una especie de gran importancia porque

es uno de los alimentos méas populares y su valor nutricional es comparable al de la carne roja
en cuanto a su valor disponible, contenido de grasas y proteinas. EI grano de este cultivo es de
gran consumo en la poblacién, debido a que es fuente de ingreso para pequefios y medianos
productores, es una leguminosa de mayor superficie de cultivo y consumo, tiene un alto
contenido de humedad en los forrajes secos y se cosecha antes de la madurez fisioldgica. El
area promedio total cosechada de esta leguminosa en los Gltimos cinco afios fue de 22 186 ha,
de las cuales 3 410 ha fueron de fréjol arbustivo y 18 776 ha fueron de fréjol (Fiallos et al.
2013).

Actualmente, la agricultura se enfrenta a grandes problemas como la pérdida de alimentos
por la invasion de plagas. Estos dafian los cultivos, las cosechas y el almacenamiento de granos.
En el almacenamiento de granos, las mayores pérdidas surgen por problemas relacionados con
las condiciones de almacenamiento y la presencia de insectos en el grano almacenado, lo que
se traduce en pérdida de la calidad del grano tanto para el consumo humano como para el

posterior uso de la semilla (Oscco Huillca, 2019).

La especie Zabrotes subfasciatus (Boheman) (Coleoptera; Bruchidae) es una de las
principales plagas que afectan al fréjol (Phaseolus vulgaris L.), que se distribuye en regiones
de América Central y del Sur y se presenta en climas templados. Pueden causar varios dafios,
incluido el dafo principal que causan cuando ponen huevos en la cubierta de semillas de
semillas almacenadas. La etapa larvaria se desarrolla dentro del grano y construye un nido
(Herrera et al., 2013).

El uso de pesticidas sintéticos de amplio espectro es el método mas comun para controlar

esta plaga, y su uso generalizado ha provocado resistencia a los pesticidas, contamina el medio

ambiente y dafia la salud humana (Ortega-Nieblas et al., 2014). A pesar de las aplicaciones
excesivas de productos quimicos para el control de plagas en varias ocasiones, se han generado

ataques devastadores por algunos insectos que no pudieron ser controlados. El costo elevado



dentro de la economia de produccion, junto con las pérdidas cuantiosas por plagas fuera de
control, ha representado serias limitaciones para este cultivo, las aplicaciones continuas de
productos téxicos plantean riesgos severos a la salud de los operarios agricolas y de los
consumidores. asi como graves problemas de contaminacion de suelos y aguas (T. Chirinos et
al., 2020).

Las plantas aromaticas y sus aceites esenciales se han utilizado durante mucho tiempo no
solo por su sabor y aroma, sino también como agentes antibacterianos e insecticidas, como
repelentes de insectos y para la proteccion de productos en conserva. Son amigables con el
medio ambiente, una alternativa efectiva a los pesticidas sintéticos y son biodegradables por lo

gue no persisten en el medio ambiente (Oscco Huillca, 2019).

Para controlar el ataque de estos insectos existen los métodos de control naturales, como el
uso de aceites esenciales, lo cual es una alternativa recuperada de la agricultura de subsistencia,
en diversas investigaciones han demostrado actuar como repelente, antibacteriano, antifungico
y antimicrobiano, regulador de crecimiento e insecticida, tanto en adultos como en larvas, es
esencial la busqueda de alternativas naturales y en este contexto, los aceites esenciales
constituyen una valiosa opcién ya que muchos de sus componentes son considerados

insecticidas de riesgo minimo (Armenta-Lopez et al., 2021).

El manejo y control de Zabrotes subfasciatus mediante el uso de sustancias de origen vegetal
se ha aplicado en muchos paises de América Latina, Africay Asia, en forma de polvos, extractos
y aceites, estos bioinsecticidas se obtienen facilmente mediante métodos de maceracion, varios
exhiben eficacia contra varias especies de insectos, incluida la mortalidad, la repelencia, la
inhibicion de la oviposicion y la reduccion del desarrollo larvario (da Costa et al., 2014).

El género Artemisia corresponde a la subtribu Artemisiinae de la tribu Anthemidae de la
familia Asteraceae y comprende mas de 500 especies, las cuales se distribuyen por todo el
mundo, principalmente en las zonas de Europa, Asia oriental, América, Africa del Norte y
Australia. Las plantas de este género son hierbas o pequefios arbustos y semiarbustos anuales,
bienales y perennes. Estas plantas se utilizan como materia prima debido a la presencia de
aceites esenciales, flavonoides y lactonas sesquiterpenoides y sus actividades bioldgicas

asociadas (Ekiert et al., 2020). Ante lo expuesto y destacando el potencial de esta planta, para

la presente investigacion se plantearon los siguientes objetivos:



4. Objetivos

4.1 Objetivo general

o Identificar el aceite esencial con potencial insecticida para el control de gorgojo (Zabrotes

subfasciatus) en fréjol (Phaseolus vulgaris) almacenado.

4.2 Obijetivos especificos

e Determinar las dosis letales del aceite esencial para el control de gorgojo (Zabrotes
subfasciatus).

e Evaluar el efecto repelente del aceite esencial para el control de gorgojo (Zabrotes
subfasciatus).

e Determinar el efecto del aceite esencial en la proliferacion de gorgojo (Zabrotes

subfasciatus).



5. Marco tedrico

5.1 Fréjol (Phaseolus vulgaris L.)

El fréjol comun (Phaseolus vulgaris L.) es originario de América y globalmente disperso
debido a su amplia adaptacion, el cual se ha convertido en una leguminosa de grano y vegetal
importante a escala mundial, esta especie se desarrolla mejor en temperaturas de crecimiento
moderadas (>10 °C y <30 °C) aproximadamente con 400 mm de precipitacion durante la
temporada de crecimiento, se encuentra en todas las regiones de cultivo templadas donde la
época permite un crecimiento libre de heladas de 60 a 120 dias, asi como en las tierras altas

tropicales con temperaturas de crecimiento <30 °C (Myers & Kmiecik, 2017).

El fréjol tiene una gran importancia alrededor de todo el mundo esto es gracias a que es
relativamente facil de producir, es sabroso y versatil en su preparacion, y es una buena fuente
de nutricion, el fréjol seco crudo contiene aproximadamente un 22 % de proteina, varios
micronutrientes (Ca, Fe, Mg, P y K), carbohidratos complejos (62 %), fibra soluble (15 %) y es
una fuente importante de folato, como verdura, las vainas inmaduras tienen un alto contenido
de humedad, con vainas crudas que contienen aproximadamente 1,9 % de proteina'y 7 % de
carbohidratos, y cantidades significativas de vitamina C, carotenoides y vitamina K, de las que
carecen los fréjoles secos, el fréjol comin es particularmente importante para el mundo en
desarrollo porque proporciona una fuente de proteinas, calorias y nutrientes traza a las personas

gue no pueden pagar fuentes de nutricion mas costosas (Myers & Kmiecik, 2017).

El fréjol comin (Phaseolus vulgaris L.) es una de las especies vegetales de mayor
importancia socioeconémica en el mundo debido a su amplio uso en la dieta humana, en algunos
paises de Africa y América, como Brasil y México, el fréjol comin representa la principal
fuente de proteinas, vitaminas y minerales esenciales para el ser humano. Brasil es uno de los
mayores productores mundiales de fréjol comun, con una produccion anual de
aproximadamente 2,6 millones de toneladas y un rendimiento medio de 1400 kg/ha, la
variabilidad genética de esta especie es muy amplia, considerando varios aspectos como la
forma, el tamafio y el color de los granos de fréjol comun, lo que conduce a una gran cantidad

de clases comerciales distintas (Pereira et al., 2019).

5.1.1 Problemas del almacenamiento del fréjol (Phaseolus vulgaris L.)
Los problemas ocasionados por las principales plagas del fréjol almacenado son varios entre
ellos los problemas economicos, ya que, los granos afectados pierden parcial o totalmente su

valor comercial, se produce pérdida del peso, disminucion de la capacidad germinativa y



disminucion de su valor nutritivo, estos insectos dejan restos de heces e individuos que mueren
durante el desarrollo en los granos, se produce la entrada de hongos y otros patdgenos que
disminuyen también la calidad del grano, por lo que se rechazan para el consumo humano
(Armenta-Ldpez et al., 2021).

Los gorgojos son los més dafiinos a nivel mundial, debido a que ocasionan pérdidas
superiores al 20 % de la produccion en fréjol, ya que se alimentan de los cotiledones de la
semilla y hacen orificios que sirven de entrada a agentes patogenos, factores que reducen la
calidad del grano e imposibilita su consumo y comercializacion, al ser afectada la calidad
fisiologica de la semilla como consecuencia de estos dafios se reduce la cantidad de reservas y

la capacidad germinativa (Armenta-Lopez et al., 2021).

5.1.2 Plagas de granos almacenados
Las principales plagas que atacan al fréjol almacenado son el gorgojo pinto (Zabrotes

subfasciatus) y el gorgojo pardo (Acanthoscelides obtectus) (Armenta-Lopez et al., 2021).

Estas especies de gorgojos del fréjol son insectos plaga cosmopolitas que se alimentan del fréjol
comun silvestre y cultivado, estas especies son de origen neotropical y posteriormente se
extendieron a Africa, Asia y Europa, a pesar que ambas especies exhiben un rango similar de
desarrollo, tamafio y proporcién de sexos, las hembras de A. obtectus ponen sus huevos sueltos
y la larva del primer intar excava en el fréjol, mientras que las hembras de Zabrotes subfasciatus
adhieren sus huevos al fréjol y la larva penetra el fréjol desde el interior del huevo sin exposicion
externa (Vilca Mallqgui et al., 2013).

5.2 Gorgojo (Zabrotes subfasciatus)

El gorgojo del fréjol Zabrotes subfasciatus (Boheman), orden Coledptera, familia
Chrysomelidae, subfamilia Bruchinae, ocasiona el deterioro del grano de fréjol como
consecuencia del ataque de estos insectos que sucede cuando las larvas se alimentan de las
semillas, causando dafios a los cotiledones, los granos son cubiertos de huevos y presentan
perforaciones que corresponden a las cdmaras de alimentacién de los insectos, lo que causa una

significativa pérdida de peso (Suazo, 2019). Zabrotes subfasciatus se considera una plaga

importante de los granos almacenados y también se encuentra en climas templados y frios (da
Costa et al., 2014).

5.2.1 Ciclo biolégico
Esta especie de insectos del grano almacenados son de tamafio pequefio de 2-5 mm, algunos

miden de 8-12 mm, poseen alas y tienen una alta tasa de ovoposicion 150 huevos/hembra y su



ciclo bioldgico es de pocas semanas 28 — 30 dias. Estos insectos necesitan de poca humedad, la
cual extraen de los alimentos que consumen, y bajos niveles de oxigeno para sobrevivir

(Pizarro, 2015).

5.2.2 Problemas que ocasiona la plaga Zabrotes subfasciatus

Los dafios que provocan estos insectos al ingresar a los granos, dan como resultado pérdida
de peso, disminucion del valor nutricional, pérdida de poder germinacion de las semillas,
reduccion del grado de higiene del producto debido a la presencia de huevos, larvas, galerias e
insectos, ademaés de favorecer la entrada y desarrollo de patégenos (Araujo, 2021). Zabrotes
subfasciatus es una plaga cosmopolita que ocasiona gran dafio a los granos almacenados debido
a que ataca los cotiledones, esta plaga es capaz de destruir completamente los nucleos, ademas
de la presencia de huevos en los granos, de galerias larvarias, de agujeros de emergencia de
adultos, excrementos e insectos muertos afecta la calidad del producto, el ataque de los adultos
de Zabrotes subfasciatus afecta la calidad del fréjol tanto para uso culinario como para la
siembra, ya que, la alimentacion también destruye el embrion de la semilla (da Costa et al.,
2014).

5.2.3 Pérdidas econémicas

El gorgojo Zabrotes subfasciatus causa perdidas cualitativas y cuantitativas mas
significantes en las semillas de fréjol comdn almacenado, ocasionando dafios estimados en un
38 % con una pérdida de peso equivalente de alrededor del 3,2 %. La semilla de fréjol también
forma parte de las perdidas, debido a que esta plaga ocasiona dafios que afectan la siembra
debido a la mala germinacién, lo cual no sirve ni para alimento o forraje, las perdidas también
afectan las ganancias debido a que los agricultores se encuentran en la obligacion de vender los
fréjoles a precios muy bajos inmediatamente después de la cosecha o con algin precio méas bajo
solo en las semillas afectadas (Tigist et al., 2017).

5.2.4 Control del gorgojo

Para controlar esta especie existen diferentes tipos de control entre estos estd el control
quimico el cual es eficaz para los pequefios productores, el acceso a esta practica se dificulta
por el costo y los potenciales problemas de toxicidad de algunos insecticidas. Las técnicas
alternativas para controlar los gorgojos han recibido una atencion cada vez mayor, incluidas las
variedades de fréjoles resistentes al crecimiento, el enfriamiento artificial, el polvo inerte, los
enemigos naturales, los aceites y polvos de los repelentes y otros métodos de manejo integrado

para las plagas de insectos (da Costa et al., 2014). El uso inadecuado del control quimico ha




causado consecuencias negativas, como la contaminacion ambiental, la intoxicacién humanay
animal y rastros de residuos toxicos en granos, la resistencia de las plantas es uno de los
principales problemas ocasionados por el uso de productos quimicos, este método de control es
usado debido a que es una medida de bajo costo y facil de usar que es compatible con otras

técnicas de medicion (Araujo, 2021).

5.2.5 Formas de control biolégico y biomoléculas convencional

El uso de bioinsecticidas para el control de Zabrotes subfasciatus mediante el uso de
sustancias de origen vegetal se ha aplicado en muchos paises de América Latina, Africay Asia,
en forma de polvos, extractos y aceites. Estos bioinsecticidas se obtienen facilmente mediante
métodos de maceracion, algunos bioinsecticidas exhiben eficacia contra varias especies de
insectos, incluida la mortalidad, la repelencia, la inhibicion de la oviposicion y la reduccién del

desarrollo larvario (da Costa et al., 2014) . Para afrontar este problema, se han empezado a

implementar en uso de insecticidas naturales basados en productos derivados de plantas como
enfoques adecuados para el manejo del gorgojo. Los aceites esenciales han recibido especial
atencion debido a sus funciones bioldgicas naturales como actividad fungicida, bactericida e
insecticida y actuan alterando las funciones neurofisioldgicas del insecto (Bernardes et al.,
2018).

5.3 Aceites esenciales

Investigaciones apuntan que encontrar nuevos compuestos con mayor selectividad, menor
persistencia ambiental y una variedad de modos de accion, es indispensable para una nueva
generacion de estrategias de control. Los metabolitos de las plantas y los aceites esenciales
poseen estas caracteristicas y presentan riesgos sustancialmente menores que los de los
insecticidas quimicos tradicionales, los productos vegetales naturales se han propuesto a nivel
mundial como una alternativa para el control de acaros e insectos plaga. Diversos estudios han
demostrado el potencial insecticida de los aceites esenciales y su capacidad para interrumpir el
desarrollo de los insectos a través de la interferencia del sistema nervioso de los insectos:
transmisiones andaminérgicas, transmisiones GABAérgicas e inhibicion de las

acetilcolinesterasas (Rodriguez-Gonzélez et al., 2019).

Los aceites esenciales son sustancias de origen vegetal, sus mezclas de metabolitos
secundarios volatiles, insolubles en agua, les brindan caracteristicas especiales segin sus
diferentes proporciones. Se originan en los tejidos secretores de las plantas y son liquidos a

temperatura ambiente, mas ligeros que el agua, de olor fuerte y penetrante que recuerda su
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planta de origen, e incoloros o de color amarillo trasltcido. Su funcidn es variada en las plantas,
ya que, son agentes de polinizacion y sirven de reserva y de proteccion, debido a que defienden
a la planta de otras plantas, de algunos insectos y de microorganismos (Andrade-Ochoa et al.,
2017).

5.3.1 Toxicidad de aceites esenciales

Los compuestos fendlicos carvacrol, timol, eugenol y vainillina son cuatro de los
componentes de aceites esenciales mas investigados debido a sus propiedades biologicas
relevantes, estos compuestos se consideran seguros para el consumo y se han utilizado en una
amplia gama de aplicaciones alimentarias y no alimentarias. Se han descrito para estos
componentes propiedades bioldgicas significativas, que incluyen actividad antimicrobiana,
antioxidante, analgésica, antiinflamatoria, antimutagénica o anticancerigena (Andrade-Ochoa
etal., 2017; Fuentes et al., 2021).

5.3.2 Mecanismos de accion de los aceites esenciales

La rapida accidn de los aceites esenciales sobre muchas especies de plagases debido a que
acttian en el sistema nervioso de los insectos, se han identificado varios receptores putativos
diferentes para terpenoides de aceites esenciales, incluidos receptores para octopamina, canales
de cloruro activados por acido gamma-aminobutirico (GABA) y acetilcolina nicotinica, asi
como para acetilcolina esterasa, la evidencia de interferencia con los receptores de octopamina
talvez es la mas convincente, pero el tamafio pequefio y la amplia gama de estructuras quimicas
entre los terpenoides de aceites esenciales apunta que multiples sitios y mecanismos de accién
pueden verse afectados simultaneamente, los aceites tienden a ser facilmente absorbidos por los
insectos al contacto. La naturaleza volatil de los aceites esenciales y sus componentes hacen

gue muchos de ellos sean fumigantes efectivos en espacios cerrados (Isman, 2020).

Los efectos que ocasionan sobre el comportamiento de las plagas también pueden
desempefiar un papel en la proteccion de los cultivos horticolas, esto es cuando se rocian sobre
las plantas, los aceites esenciales tienden a tener una accion residual minima como insecticidas
de contacto, pero existe evidencia en el campo de que las plagas pueden ser disuadidas o
repelidas durante mucho mas tiempo después de la aplicacion, las tecnologias de formulacién
que reducen la volatilizacion de las superficies podrian mejorar este uso particular de los aceites

esenciales (Isman, 2020).
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5.3.3 Ajenjo (Artemisia sodiroi)
El género Artemisia esta entre los géneros mas grandes y de mayor distribucion de la familia

Asteraceae, el cual contiene aproximadamente 500 taxones (Malik et al., 2019). Artemisia un

gran género de la familia Asteracae el cual ha sido sometido a diversos estudios quimicos y
bioldgicos, incluidas propiedades insecticidas contra plagas de productos almacenados (Titouhi
etal., 2017). Artemisa es una planta perenne, es muy conocida por sus caracteristicas aromaticas

y posee multiples aplicaciones medicinales, como menstrual, nervina, digestiva, diurética y
diaforética, aromatizante alimentario y repelente de insectos. Las partes aéreas de la planta
Artemisa producen un aceite con contenidos que varian entre el 0,1 % y el 1,4 %. Este aceite
esencial se compone principalmente de f -pineno, a -pineno, alcanfor y 1,8-cineol, tiene
diversas aplicaciones, entre ellas como antioxidante, antibacteriano, antifingico y aromatizante
(Anwar et al., 2016).

5.3.4 Investigaciones realizadas en Gorgojo (Zabrotes subfasciatus)

Se han realizado diversos experimentos en el control del gorgojo (Zabrotes subfasciatus)
con diferentes aceites esenciales, demostrando la capacidad insecticida de estos aceites contra
esta plaga que ocasiona grandes dafios econdémicos en el fréjol. En una investigacion realizada
se evaluo la efectividad del aceite Chenopodium. ambrosioides (Chenopodiaceae), Ocimum.
gratissimum (Lamiaceae) y Schinus. terebinthifolius (Anacardiaceae), previamente se ha
demostrado que los estos aceites muestran una actividad insecticida interesante contra algunas

plagas de insectos (Abiodun et al., 2010; Nguemtchouin et al., 2013), se evaluo la efectividad

en la actividad de toxicidad mediante fumigacion y actividad de repelencia, en donde todos los
aceites esenciales evaluados mataron el 100 % de Zabrotes subfasciatus, la cual como ya se
menciono es una de las principales plagas que causan pérdidas de grano almacenado, estos
aceites presentaron los valores mas bajos de dosis letales y fueron los més activos en las pruebas

de actividad repelente (Bernardes et al., 2018).

Otro estudio ha reportado que el aceite de semilla de uva (Vitis vinifera) y del aceite de
canola (Brassica napus) sobre Zabrotes subfasciatus en fréjol almacenado es toxico y repelente
en las dosis probadas en las cuales se realizaron pruebas de contacto con el fin de determinar
los niveles letales de las dosis, en la prueba de repelencia se observo el nimero de insectos
atraidos en las mismas concentraciones letales en la cual observaron la reduccion en el nimero
de huevos y emergencia, ambos aceites fueron eficientes en el control de Zabrotes subfasciatus
(Silva et al., 2023).
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6. Metodologia

6.1 Localizacién del estudio

La presente investigacion se desarroll6 en el laboratorio de entomologia de la Universidad
Nacional de Loja (UNL), ubicada en el sector La Argelia en el sur de la ciudad de
Loja — Ecuador, a 4° 02' 07" S, 79° 12' 11,2" O, a una altitud de 2150 m.s.n.m.

6.2 Insectos y condiciones de crianza

La poblacion original de Zabrotes subfasciatus se inicid en el laboratorio de entomologia de
la Universidad Nacional de Loja (4° 02' 07" S, 79° 12' 11,2" O). Se seleccionaron los gorgojos
vivos en estado adulto y fueron colocados en frascos de vidrio conteniendo fréjol (Phaseolus
vulgaris) libres de pesticidas. Previo a ser ofrecido a los gorgojos, el fréjol se mantuvo en
refrigeracion por 8 dias. Cada frasco fue cubierto con tela organza para permitir el intercambio
gaseoso. Los frascos se mantuvieron en condiciones de laboratorio (23 £ 3 °C 12 h luz y
65 = HR) (Pizarro, 2015).

6.2.1 Extraccion de aceites esenciales

Se recolecto material vegetal de plantas seleccionadas que se encontraban libres de
aplicacion de insecticidas. Se usaron plantas que son consideradas con potencial insecticida
realizando previamente una revision bibliografica como; Artemisia sodiroi, Ocotea quixos,
entre otras. La extraccion se llevo a cabo mediante el método de hidrodestilacion descrito por

(Jumbo et al., 2022; Ledn Méndez et al., 2015). La muestra mezclada con agua se hirvié para

evaporar los componentes volatiles, después se obtuvieron dos capas (acuosa y rica en aceite)

y se obtuvo el aceite, el cual se separé mediante un embudo de decantacion (\Valarezo et al.,

2021). Posteriormente de ser extraidos los aceites esenciales se envasaron en frascos ambar
protegidos de la luz y almacenados en refrigeracion. La extraccion se realizo en el laboratorio
de Bioquimica aplicada de la Universidad Técnica Particular de Loja mediante un equipo de
hidrodestilacion del tipo Clevenger con un tiempo de extraccion de 3 horas (Ledn Méndez et
al., 2015).

6.2.2 Efectos de la exposicion letal al aceite esencial de Ajenjo (Artemisia sodiroi)
Se determino la toxicidad fumigante del aceite esencial de Artemisia sodiroi para Zabrotes

subfasciatus. Se utiliz6 la metodologia descrita previamente por (Jumbo et al., 2022). Se

colocaron 30 adultos de Zabrotes subfasciatus de 1 a 3 dias de edad sin sexar en cada frasco,
se utilizaron frascos de vidrio con capacidad de 250 ml (unidad experimental) con 100 gramos

de fréjol sin tratar en cada uno.
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Se aplicaron dosis puras del aceite esencial de A. sodiroi (5 % [CLs], 25 % [CL2s], 50 %
[CLso], 75 % [CL7s] y 95 % [CLgs]) con una pipeta en pedazos de papel filtro (2 cm?)
impregnados uniformemente con aceite esencial de A. sodiroi. Se unieron a un alambre de
algodon que se conecté a la parte interna de la tapa del recipiente. Los frascos de vidrio se
sellaron con una tapa metélica de rosca y se aplic silicdn trasparente alrededor de la tapa para
sellar los frascos. Todas las unidades experimentales se mantuvieron en condiciones
controladas (23 £ 3 °C 12 h luz y 65 £ HR) durante 24 horas. Para cada dosis de aceite esencial
se realizaron 5 repeticiones y un control con fréjol sin tratar. La mortalidad se evalu6 después
del periodo de exposicién y se consideré muertos los insectos solo si no podian moverse a una

distancia al menos igual a la longitud de su cuerpo (Gonzélez-Guifiez et al., 2016).

6.2.3 Actividades de repelencia para adultos de Zabrotes subfasciatus
Se realiz6 en un aparato que consta de 5 recipientes circulares de plastico con un recipiente
central (E) conectado a los otros cuatro recipientes (A, B, C, D) mediante cilindros de plastico

como se describe previamente por (Mazzonetto & Vendramim, 2003; Viteri Jumbo et al., 2014).

Los recipientes A'y B se dispusieron en diagonal y se llenaron con 100 gramos de fréjol tratados
con el aceite esencial de A. sodiroi en las diferentes concentraciones letales obtenidas
previamente en los bioensayos de toxicidad (5 % [CLs], 25 % [CL2s], 50 % [CLso], 75 % [CL7s]
y 95 % [CLuos]). Los recipientes C y D se llenaron con 100 gramos de fréjol sin tratar. En el
recipiente central se liberaron 50 adultos no sexados de Zabrotes subfasciatus (<24 h de edad).
Los ensayos se mantuvieron en condiciones de laboratorio (23 + 3°C 12 h luz y 65 + HR).
Transcurridas las 24 horas se registré el nimero de insectos por recipiente. Cada tratamiento

tuvo 5 repeticiones.

El porcentaje de repelencia se calcul6 segun lo descrito por (Mazzonetto & Vendramim,
2003) : Rl = (2 x T)/(T + C) x 100, donde RI = indice de repelencia, C = nimero de insectos

en el con recipientes, y T = nimero de insectos en el recipiente tratado. Los valores de RI indica

la actividad: RI = 1 actividad neutra; Rl > 1 atractivo y Rl < 1 repelencia. Como margen de
seguridad para esta clasificacion, se suma/resta la desviacion estandar (DE) de cada tratamiento
a un valor de 1 (indicativo de neutralidad).

6.2.4 Actividades de proliferacion para adultos de Zabrotes subfasciatus
La tasa de desarrollo y el crecimiento de las poblaciones se usaron para estimar los efectos
del aceite esencial de A. sodiroi en el desarrollo bioldgicos de Zabrotes subfasciatus. Los

bioensayos sobre la tasa instantanea de aumento y pérdida de grano se realizaron utilizando
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frascos de vidrio con capacidad de 250 ml con 100 gramos de fréjolsin tratar. Las masas de
fréjolse trataron con dosis letales de aceite esencial de A. sodiroi (en (5 % [CLs], 25 % [CLas],
50 % [CLso], 75 % [CL7s] y 95 % [CLogs]), que se basaron en los resultados concentracion —
mortalidad que se obtuvieron previamente. Se liberaron 30 insectos adultos (15 hembras y 15
machos) de Zabrotes subfasciatus de 1 a 3 dias de edad sin sexar y se dejo colonizar el fréjol
durante 40 dias en condiciones controladas (23 + 3 °C 12 h luz y 65 * HR). Posteriormente de
este periodo, se registro el nimero total de insectos vivos (adultos) y el peso del fréjol en cada
unidad experimental. Se realizd cinco repeticiones de cada dosis y un control, el tratamiento
control no recibid ninguna aplicacion de aceite esencial. La tasa instantanea de aumento se
calculd utilizando la respectiva ecuacion RI= [In(Nf/Ni)]/T, donde Nf y Ni son los nUmeros
finales e iniciales de insectos vivos (adultos), respectivamente, y T es la duracion del

experimento en dias (Viteri Jumbo et al., 2014).

Los bioensayos para el crecimiento de la poblacion se realizaron utilizando los mismos
procedimientos experimentales descritos anteriormente, con la excepcion que los 30 adultos de
Zabrotes subfasciatus que se liberaron en cada frasco fueron retirados 15 dias después,

siguiendo el método descrito por (Trematerra et al., 1996). La progenie de los adultos Zabrotes

subfasciatus obtenidos de los fréjoles fue evaluada la emergencia diaria y acumulada cada dos
dias. Los datos se registraron y los datos acumulados se normalizaron segun lo sugerido por

(Gonzales Correa et al., 2015; Trematerra et al., 1996).

6.2.5 Analisis quimico y cromatografia de gases del aceite esencial de Ajenjo (Artemisia
sodiroi)

6.2.5.1 Analisis cuantitativo

El andlisis cuantitativo se realiz6 mediante cromatografia de gases acoplada a un detector de
ionizacion de llama (GC-FID), para el cual se utilizd una cromatografia de gases Thermo
Scientific (Trace 1310, Waltham, MA, USA), un detector de ionizacién de Ilama (FID), una
columna de GC no polar (TRACE TR-5) fase estacionaria 5 % fenilmetil polisiloxano, 30 m de
longitud, 0,25 mm de diametro y 0,25 um de espesor de capa estacionaria) y un inyector
automatico (Al 1310, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Para la preparacion de la
muestra, se inyectd 1 uL de solucion (1/100, v/v, EO/DCM), con una proporcion dividida de
1:50. Se utiliz6 helio como gas portador a 1 ml/min en modo de flujo constante y a una
velocidad media de 25 cm/s. Las temperaturas del inyector y del detector fueron de 230 °C. El

programa de temperatura del horno incluyé una isoterma inicial de 50 °C durante 3 min, seguida
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de una rampa de temperatura a 230 °C a 3 °C/min (60 min) y una isoterma final durante 3 min
(tiempo total de funcionamiento 66 min). Las cantidades relativas de los compuestos se
calcularon en funcion del area de pico de GC (respuesta FID) sin utilizar un factor de correccion
(\Valarezo et al., 2021).

6.2.5.2 Andlisis cualitativo

El analisis cualitativo se realiz6 mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS) para lo cual se utiliza el mismo equipo que en el analisis cuantitativo, a
excepcion del detector que fue reemplazado por un detector de espectrémetro de masas (MS)
(cuadrupolo) (ISQ 7000, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Concentracion y
temperaturas de la muestra (rampa, inyector y detector) fueron los mismos que para los andlisis
cualitativos. Se utilizé helio como gas portador a 0,9 ml/min en modo de flujo constante y a
una velocidad media de 34 cm/s. Las condiciones de funcionamiento de la EM eran las
siguientes: multiplicador de electrones 1600 eV, 70 eV, rango de masa 40-350 m/z y velocidad

de barrido 2 scan/s. Ecuacion 1(van Den Dool & Dec. Kratz, 1963). Se utiliz6 para determinar

el indice de retencion (IR) de cada compuesto. Para la identificacion de los compuestos, se
compararon los espectros IR y de masas con datos publicados (Adams, 2017).

(RTx — RTn)

RI = 100C + 100 —————
100 RN —RTn)

Donde, C es el numero de carbonos de los hidrocarburos alifaticos (Coa Ca2s) que eluyen
antes del compuesto de interés. RT es el tiempo de retencion de x compuesto de interés, n
hidrocarburos alifaticos que eluyen antes del compuesto de interés y N hidrocarburos que

eluyen después del compuesto de interés.

6.2.6 Analisis estadistico
Las curvas de dosis — mortalidad se estimaron en anélisis Probit utilizando el procedimiento
PROC PROBIT (SAS & Guide, 2002). La actividad insecticida diferencial del aceite esencial

de A. sodiroi se calculé a partir de sus valores estimados de CLso. Se divide el valor de CLso

obtenido para el aceite esencial y los limites de confianza del 95 % de estas estimaciones de la
relacion de toxicidad se consideraron significativamente diferente si es (P < 0,05) si no incluye
en valor 1 (Viteri Jumbo et al., 2014).

Mediante el uso del procedimiento de ajuste de curvas de SigmaPlot 2000 (Bertrand, 2000;

Chen et al., 2013). Se llevo a cabo una regresion lineal para evaluar los efectos del aumento de

las dosis letales del aceite esencial en el Rl de Zabrotes subfasciatus. Los conjuntos de datos
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de emergencia diarios y acumulativos se sometieron a analisis no lineales, analisis de regresion.
Se verificaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza (Viteri Jumbo et al.,
2014).
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7. Resultados

7.1 Toxicidad del aceite esencial de Ajenjo (Artemisia sodiroi) sobre Zabrotes subfasciatus

En los bioensayos de dosis — respuesta se obtuvieron los niveles de mortalidad para
Zabrotes subfasciatus los cuales se ajustaron de forma satisfactoria al modelo probit. Las
pruebas de ajuste evidenciaron los valores de ¥? [1,72] y los valores de P altos [> 0,63], con lo
que se pudo establecer las concentraciones letales (CL) para adultos de Zabrotes subfasciatus
(Figura 1). La CLso de Artemisia sodiroi fue de 14,87 [14,29 — 15,56] puL/L! siendo toxico para
los adultos de Zabrotes subfasciatus (Figura 1) (Tabla 1).

100 -

~l
(63}

Mortalidad (%)
3

N
(6)

/ ! Artemisia sodiroi
CL,, = 14.87 ul/L"
¥'=1.72; P=0.63

) 100
Concentracion (uL/L™)

Figura 1. Toxicidad fumigante del aceite esencial de Artemisia sodiroi para Zabrotes subfasciatus
gorgojo del fréjol almacenado. Las lineas representan los valores de concentracién letal (CL) estimados
obtenidos en los resultados de concentracién — mortalidad sometidos a un analisis probit.

Tabla 1. Concentraciones letales estimadas para adultos de Zabrotes subfasciatus.

Aceite esencial Especie N CL uL/L1(1C) i P
CLio 8,46 (7,43 — 9,26)
CLsx 11,81 (11,13 - 12,36)
Artemisia Zaprotes  g19  Clg, 14,87 (14,29-1556) 1,72 0,63
sodiroi subfasciatus.
CLwo 18,73 (17,62 — 20,40)
CLeo 26,90 (23,41 — 30,70)

CL = concentracion letal; IC = Intervalo de confianza
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7.2 Repelencia del aceite esencial de Artemisia sodiroi a Zabrotes subfasciatus

La evaluacion de repelencia del aceite esencial de Artemisia sodiroi muestra que fue eficaz
en la repelencia para adultos de Zabrotes subfasciatus cuando fue expuesto por 24 h. Como
podemos observar en la (Figura 2) el aceite esencial de Artemisia sodiroi logré repeler al

gorgojo adulto en todas las concentraciones (CL) ya que existe una diferencia significativa.

Artemisia sodiroi Control

IR=0,67%0,12

IR=0,54+0,04

IR=0,55+0,04

IR= 0,61+0,06 LC,=
(11,05)
IR= 0,76+0,17 LC,=
(7,21)
100 75 50 25 0 0 25 50 75 100

Adultos (%) de Zabrotes subfasciatus

Figura 2. Porcentaje de adultos de Zabrotes subfasciatus que se desplazaron en fréjol almacenado
tratado con aceite esencial de Artemisia sodiroi y fréjol no tratado. Cada barra evidencia las cinco
repeticiones CLs, CLzs, CLso, CL7s y Clgs realizadas con el aceite esencial.

Siendo la CLso [IR =0,54] y CL7s [IR = 0,54] las més promisorias al momento de repeler al

insecto adulto de Zabrotes subfasciatus.

7.3 Tasa instantanea de crecimiento de Zabrotes subfasciatus

La evaluacion de la tasa de crecimiento (figura 3A) en la especie Zabrotes subfasciatus
demuestra que en la reproduccion existe una incidencia significativa entre el control y la
aplicacion de una concentracion letal, la CLos (30 pL/L™), indica que la tasa de reproduccion
es menor en comparacion al control. Por lo tanto, esta concentracion de aceite esencial de
Artemisia sodiroi incide negativamente en la reproduccion la especie Zabrotes subfasciatus. En
la figura 3B muestra el bioensayo de pérdida de masa de fréjol (Phaseolus vulgaris L.) donde
existe mayor pérdida de grano en las concentraciones distintas a la CLgs, las mismas que

mostraron diferencia estadistica con respecto al control.
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Figura 3. A. Tasa instantanea de crecimiento de la especie Zabrotes subfasciatus. B. pérdida de masa
del fréjol en todas las concentraciones letales del aceite esencial de Artemisia sodiroi. las dosis se
expresan en ul/I. las barras verticales representan el error estandar de la media (se).

7.4 Analisis quimico del aceite esencial de Artemisia sodiroi

El anélisis quimico realizado por cromatografia de gases dio como resultado que el aceite
esencial de Artemisia sodiroi, tiene diferentes compuestos quimicos que han sido identificados,
mayoritariamente por Chrysanthenol <cis-> (48,75 %), Cineole <1, 8-> (15,54 %) y Pinene <a-
> (7,15 %) (Tabla 2).

Tabla 2. Composicién quimica del aceite esencial de Artemisia sodiroi.

Aceite — p Compuesto ICR IRL % SD
esencial

20,08  Chrysanthenol <cis-> 1171 1160 48,75 2,44

Artemisia 13,33 Cineole <1, 8-> 1029 1026 15,54 0,78

sodiroi 8,76 Pinene <o-> 926 032 7,15 0,36

33,83 Germacrene D 1479 1480 4,20 0,21

19,12 Verbenol <trans-> 1151 1140 2,97 0,15

NC: nimero de compuesto, TR: tiempo de retencion, IRC: indice de retencidn calculado, IRL indice de

retencion de bibliografia, FQ: férmula quimica, PM: Peso molecular
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8. Discusion

Entre los diferentes productos naturales, los aceites esenciales han sido los mas estudiados
para sustituir o mejorar los insecticidas sintéticos. Los aceites esenciales y extractos de plantas
con potencial insecticida han sido objetivo de estudio para poder ser usados como
bioinsecticidas para el manejo y control de plagas y enfermedades ya que poseen diferentes

beneficios y han demostrado ser opcion para reemplazar a los insecticidas de origen sintético,

debido a que son seguros, ecoldgicos y en ocasiones selectivo (Zygadlo et al., 2021). En la
presente investigacion se demostrd que el aceite esencial de Artemisia sodiroi con sus
componentes principales poseen toxicidad para el gorgojo del fréjol almacenado Zabrotes

subfasciatus.

Dentro de la toxicidad se ha reportado que las plantas que pertenecen a la familia Asteraceae
posen metabolitos secundarios importantes para controlar varias plagas en granos almacenados

como lo demuestra (Kordali et al., 2012) donde se control6 al gorgojo Sitophilus granarius. De

igual forma se ha demostrado toxicidad contra Culex quinquefasciatus (Alves et al., 2018).

También se han reportado estudios con resultados similares a los encontrados en mi
investigacion como es el caso del aceite esencial de Artemisia vulgaris L. fue tdxico contra

Tribolium castaneum, Callosobruchus maculatus (F.) y Rhizopertha dominica (F.) (Sharifian

et al., 2013). Concuerda con Gao et al. (2023) donde este aceite esencial de Artemisia vulgaris
controlo de igual manera a la especie de Tribolium castaneum en estado larval y adulto. En la

investigacion realizada por Rismayani et al. (2022) indica que este aceite esencial fue toxico

para la especie Sitophilus zeamais lo cual evidencia la efectividad del aceite esencial utilizado
contra plagas de almacenamiento. Wang et al. (2006) demuestran que aceite esencial de

Artemisia vulgaris contra Tribolium castaneum fue 100 % tdxico. El aceite esencial de
Artemisia resulto ser potencialmente tdxico por contacto y fumigacion contra adultos o larvas
de T. castaneum (Hu et al., 2019).

En el analisis quimico del aceite esencial de Artemisia sodiroi se demostré que los
componentes mayoritarios son cis-Chrysanthenol (48,75 %), 1, 8-Cineole (15,54 %) y

a- Pinene (7,15 %), contrariamente Ruiz et al. (2010) encontraron que este aceite esencial

estaba compuesto por estos mismos componentes pero en diferentes concentraciones, estas
variaciones pueden ser causadas por varios factores bioticos, abiéticos, método de extracciéony

parte de la planta que se extrae (Attia et al., 2018; Valarezo et al., 2021). Sin embargo en

estudios similares realizados por (Abiri et al., 2018; Judzentiene & Budiene, 2018; Munda et

al., 2019; Ranjbar et al., 2020) revelaron que el aceite esencial de Artemisia vulgaris que
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pertenece a la misma familia Asteraceae que fue analizado mediante GC/MS se compone

principalmente por Cineole <1,8- >y Pinene <a->.

El aceite esencial de Artemisia sodiroi demostré una alta capacidad de mortalidad contra
adultos de Zabrotes subfasciatus, la toxicidad puede ser debido a sus componentes encontrados,
al igual que en estudios similares realizados en otros aceites esenciales se reportd la presencia

de estos compuestos. de Albuquerque Lima et al. (2021) indica que el aceite esencial de Lippia

alba esta compuesto principalmente por Cineole <1,8- > entre otros compuestos que lograron
controlar S. zeamais. El aceite esencial de Lippia gracilis Schauer contiene Cineole <1,8- >y
Pinene <a-> lo cual reporto potencial insecticida contra el gusano cogollero Spodoptera

frugiperda (Monteiro et al., 2021). El aceite esencial de Bacopa coroliniana demostré que se

compone de Pinene <a->y controlo de manera exitosa sobre el gorgojo del arroz (Liu et al.,
2020). Eucalyptus occidentalis compuesto por Cineole <1,8- > fue efectivo en el control de
Tribolium castaneum y Rhyzopertha dominica (Bande-Borujeni et al., 2018).

El aceite esencial de Artemisia sodiroi resulto ser repelente en todas sus concentraciones
contra adultos de Zabrotes subfasciatus, evidenciando que la CLso[IR =0,54] y CL75 [IR =0,54]
fueron las mas repelentes contra los adultos de Zabrotes subfasciatus. Al comparar con otros
estudios reportan que el aceite esencial de Artemisia vulgaris presenta actividad repelente

contra A. aegypti, Tribolium castaneum (Balasubramani et al., 2018; Naimi et al., 2022). Estos

efectos pueden ser causados por su alto contenido de compuestos monoterpénicos (Naimi et al.
2022).

La evaluacién de la tasa de crecimiento y reproduccién demostraron que la reproduccion de
Zabrotes subfasciatus tuvo mayor nimero de emergencia en todas las concentraciones excepto
la CLgs la cual tuvo la menor reproduccion, esto es causado por la aplicacion del aceite esencial
en mayor concentracién. Esto demuestra que el aceite esencial de Artemisia sodiroi fue efectivo
en la mayor dosis evitando mayor reproduccion del insecto. Contrariamente con los resultados

de Iturralde-Garcia et al. (2022) que indican que si existié diferencia significativa entre todas

las concentraciones del aceite esencial de M. viridiflora obteniendo mayor emergencia de
Rhyzopertha dominca en el control y menor emergencia en las concentraciones del aceite

esencial. En la investigacion realizada por Costa-Becheleni et al. (2020) demuestran que todos

los tratamientos se consideran como prometedores ya que redujeron menos del 50 % de la

reproduccion de S. zeamais bajo concentraciones de aceite esencial de M. quinquenervia.
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El bioensayo de perdida de masas de fréjol con las concentraciones de aceite esencial
demostrd que existio mayor pérdida de grano en todas las concentraciones, lo cual se valida por
medio de los resultados obtenidos en la reproduccién, donde a una mayor reproduccion de los
insectos existe una mayor pérdida de grano, ya que, los insectos se alimentan mas del grano.

En estudios realizados por Iturralde-Garcia et al. (2022) indican que la pérdida de grano de trigo

fue variando a medida que se trataban con diferentes dosis del aceite esencial de M. viridiflora
sobre Rhyzopertha dominca. En estudios realizados con polvo vegetal de Ruta graveolens
demostraron que el dafio causado por Zabrotes subfasciatus sobre grano de fréjol fue del 95 %,
lo cual indica que en las concentraciones aplicadas el insecto se alimenté mas del grano (de los
Angeles Bautista-Sosa et al., 2021).
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9. Conclusiones

De acuerdo con la investigacion realizada se puede concluir que el aceite esencial de
Artemisia sodiroi evidencio que es altamente toxico contra adultos de Zabrotes
subfasciatus, lo cual indica que es un aceite potencial para realizar controles de plagas
de granos almacenados.

El aceite esencial logro la repelencia de los adultos de Zabrotes subfasciatus en todas
las concentraciones letales, lo cual demuestra su capacidad insecticida.

Los adultos de Zabrotes subfasciatus al dejar colonizar durante 42 dias el fréjol respecto
a la tasa de crecimiento se obtuvo mayor emergencia en todas las concentraciones
excepto la CLes Las pérdidas de masa de fréjol fueron mayores en todas las
concentraciones, ya que lo insectos al tener mas reproduccion se alimentaron mas del

fréjol.
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10. Recomendaciones

Realizar estudios sobre efectos bioldgicos en Zabrotes subfasciatus expuestos a dosis

subletales de estas biomoléculas.

Realizar bioensayos con las dosis establecidas en diferentes organismos de la misma

familia de Zabrotes subfasciatus.
Realizar los mismos bioensayos disminuyendo en tiempo de exposicion del insecto en

las dosis letales.
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. Anexos

Anexo 1. Extraccién de aceites esenciales.
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Anexo 2. Ensayo de toxicidad para Zabrotes subfasciatus.

Ensayo De
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“Artemisia sodiroi”
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Anexo 3. Ensayo de repelencia para Zabrotes subfasciatus.
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