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RESUMEN

La especies invasivas, representan una amenaza para la agricultura, el
medio ambiente y la salud publica; desplazando la fauna nativa,
reduciendo la biodiversidad y perjudicando los servicios ecosistémicos.
De la superficie total sembrada en el Ecuador (aprox. 414,149
hectéreas) alrededor del 48% se encuentra infestada con el molusco
plaga y del total producido (aprox. 1706194TM) se pierde el 40% a
causa de altas infestaciones, los almécigos infestados son consumidos

en un 80 y 100% segun explican los productores locales.

Con estos antecedentes se plante6 como objetivo general de este
trabajo de tesis: determinar la actividad molusquicida de dos especies
de plantas silvestres del litoral ecuatoriano para el control del caracol P.
canaliculata en invernadero y campo, y conocer el impacto de su uso
sobre la biodiversidad de artropodos. Los objetivos especificos que
permitieron cumplir el general fueron: 1) Determinar la actividad
molusquicida de extractos acuosos de CBE-PAT-FP-001 en
condiciones de invernadero y campo, 2) Determinar la actividad
molusquicida de extractos etandlicos de CBE-PAT-FP-002 en
condiciones de invernadero y campo y 3) Medir el efecto del uso de los

extractos sobre la diversidad de artrépodos.



Se empleod el protocolo CBE-PROT-FP-15, que sigue los lineamientos
de la Organizacion Mundial de la Salud para la busqueda de plantas
con potencial molusquicida. Se emplearon alrededor de 600 caracoles
de tres centimetros de longitud colectados en campo, los moluscos,
fueron aclimatados por un periodo de 48 horas en peceras de
50x30x50 cm en laboratorio.Cinco concentraciones de extractos
vegetales acuosos de CBE-PAT-FP-001 y etanodlicos de CBE-PAT-FP-
002 fueron evaluadas (150, 250, 500, 750, 1000 ppm), el experimento
se replicé cuatro veces. La dosis letal media fue calculada utilizando el
software estadistico Kyplot (Version 2.0 beta 13) de libre acceso en la

web.

Las concentraciones probadas en laboratorio fueron evaluadas en
campo. Los tratamientos se evaluaron en parcelas de 2 X 2 m y se
replicaron 4 veces en un disefio de bloques completos al azar. Se
evaluaron los tratamientos 1, 3, 7 y 10 dias después de la
aplicacion.Se determiné que el extracto acuoso de CBE-PAT-FP-001
produce una mortalidad promedio de los caracoles superior al 90%,
similar estadisticamente al control ejercido por endosulfan. La
mortalidad ocasionada por el extracto etandlico de CBE-PAT-FP-002
en condiciones de laboratorio fue baja, alrededor de 25% (valor

maximo). Sin embargo, se observo una inhibicién de la actividad de los



caracoles en los ensayos de campo en los que el porcentaje de dafio

fue bajo al menos en las dos primeras evaluaciones.

Se registro la presencia de las familias: Tetragnathidae y Braconidae,
en todas las unidades experimentales, excepto en las unidades
experimentales en las que se aplico Endosulfan. Esto demuestra y
ratifica el impacto ecologico negativo del uso de este producto toxico.
Se explica ademas de manera cientifica que el resurgimiento de plagas
en el cultivo puede ser ocasionado por la nula presencia de artropodos
benéficos en las parcelas. El indice de diversidad de Margalef mas bajo
se tabulé con los datos de abundancia de las especies en el
tratamiento endosulfan, el testigo absoluto y las concentraciones los

extractos vegetales testeados.



INDICE GENERAL

Péagina
RESUMEN ... e e e e e e e e e e e e e e eaaaeees I
INDICE GENERAL .....coeitiiitiitiiett sttt sttt v
ABREVIATURAS ..ottt e e e e e e e e eeaaens VI
SIMBOLOGIA ..ottt VI
INDICE DE FIGURAS ...ttt ettt et IX
INDICE DE TABLAS ...ttt ettt ettt Xl
INTRODUGCCION ..ottt ettt st 1
CAPITULO 1
1. REVISION BIBLIOGRAFICA ......cociiiiieiiiieiee ettt 3
1.1. ESPECIES INVASIVAS .....c.eoiiiiiiieniieienieet ettt s 3
1.2. P. canaliculata en los cultivos de arroz.........cccccceeveeeeecieecieeceeecreecee, 6
1.3. Impacto econdémico y ecoldgico de P. canaliculata.............ccccveueneee. 11
1.4. Situacion actual de P. canaliculata en el Ecuador ...........ccccoeuveunneee. 14
1.5. Estrategias de CONtrol ........cccoovieieiieiicieseeeeeeeee e 17
1.5.1. Control qQUIMICO......ccieieieeieeeeeeee et 17
1.5.2. Control CURUIAL........c.oceeieeeeeeeeeeeee e 18
1.5.3. Control DIOIOGICO ......ccocoveieeeeeeeeeeee e 23
1.6. Extractos con actividad molusquicida ...........cccovvevercenieneecesieeene 25
1.7. Los artrépodos como indicadores de impacto ecolégico .................... 28
CAPITULO 2
2. MATERIALES Y METODOS ...ttt 31
2.1. Recoleccion y procesamiento del material vegetal...........c.ccccoeenennene. 31
2.2. Elaboracion de eXtraCtos.........cccccveverieierienieieceese e 36
2.3. Bioensayos en [aboratorio.........ccceceveeierierieeieceeeee e 39

2.4. BIiOENSAYOS €N CAMPO.....ciciieciiieiieiieeieesee et e steeete e eebeesaaeereesaeeseesanas 44



\

2.5. Medicién de la diversidad de artrOpodos. .........ccceveeveeveenieiesiesieenne 49

CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y DISCUSION .....cviiiieieieeeeeeeeeeceeeee e, 52
3.1. Elaboracién y caracterizacion de extractos........c.cccceeevveereecieseesieennene. 52
3.2. Bioensayos en laboratorio.........cccceceeveeiieneeiieieeeeceee e 53
3.3. BIOENSAYOS €N CAMPO.....cciireiesiieieeienteeitesee e etesee e eeesseesseesaesseesseeneens 57
3.4. Diversidad de artrOpOdOS. ......ccceevveeeerieiiesierieee e 60

CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.......coovviiiiiieeieeee e 64

APENDICE . ... e ——— 67
BIBLIOGRAFIA ... ettt ettt e e e 76



PH

CE

P/V

C/IV

CIBE

ABREVIATURAS

Potencial de Hidrégeno

Conductividad eléctrica

Peso / Volumen

Concentracion / Volumen

Centro de Investigacién Biotecnolégica del Ecuador
Horas

Segundos

Minutos

Vil



Vi

SIMBOLOGIA
% Porcentaje
°C Grados centigrados
M Metros
Mm Milimetros
cm Centimetros
m? Metros cuadrados
S Micro siemens
L Litros
™ Toneladas métricas
Ppm Partes por millon
mgL™ Miligramos por litro de agua
CBE-PAT-FP-001 Extracto A

CBE-PAT-FP-002 Extracto B



Figura 1.1

Figura 1.2

Figura 2.1

Figura 2.2

Figura 2.3

Figura 2.4

Figura 2.5

INDICE DE FIGURAS

Distribucion de Pomacea canaliculata en el Ecuador,
FUENTE: Agrocalidad, 2011............cccoiiiiiiiiiiien,
A) Presentacion comercial del endosulfan

B) Parcela tratada con endosulfan, la flecha roja sefala

un anfibio muerto a causa del agro toxico .....................

(A) Distribucién geografica de las zonas de recoleccion.
(B) Material vegetal seco de CBE-PAT-FP-001.
(C)Material vegetal CBE-PAT-FP-002..............cccenee..

(A) Corte de frutos de CBE-PAT-FP-001. (B) Material
colocado en la estufa listo para el proceso de secado.
(C) Frutos después del secado. (D) Proceso de molido

del material SECO. ... ..veeee e

(A) Material vegetal de CBE-PAT-FP-002 colocado a
temperatura ambiente. (B) Material vegetal seco.
(C)Triturado de material vegetal seco. (D) Resultados

del proceso manual de trituracion.............................

(A) Pesaje del material vegetal pulverizado. (B) Proceso
de coccion. (C4) Mezcla resultado de la coccién. (D)
Filtrado de la mezcla. (E) Extracto de CBE-PAT-FP-001.

(F) Envasado del extracto.............cccceveiiiiiiininnnns.

(A) Pesaje material vegetal triturado (CBE-PAT-FP-
002).(B) Colocacion del material en los recipientes.
(C)Frascoscon la mezcla (triturado/alcohol etilico al
80%). (D) Proceso de homogenizado de la mezcla........

Pag.

33

35

37



Figura 2.6

Figura 2.7

Figura 2.8

Figura 2.9

Figura 2.10

Figura 2.11
Figura 2.12

Figura 2.13

(A) Filtrado de la mezcla homogenizada. (B) Eliminacién
del solvente en el rotoevaporador..............ccoevevininnen.

(A) Recoleccionde caracoles (Pomacea canaliculata)....

(A) Recoleccién de caracoles (Pomacea canaliculata).
(B) Especimenes en tanque de plastico. (C) Lavado de

caracoles. (D) Pecera con especimenes.....................

(A) Viales de polietileno usados para el Bioensayo en el
laboratorio. (B) Colocacion de diez caracoles por vial.
(C) Bioensayo en el laboratorio, viales con las
diluciones de extractos7 (D) Extracto Diluido en el vial
con los caracoles (Pomacea canaliculata) ..................

(A) Evaluacion del Bioensayo en el laboratorio. (B)
Caracoles muertos descartados. (C) Especimenes
(Pomécea canaliculata) colocados en agua destilada.
(D) especimenes sobrevivientes después de la segunda
EValUACION. ...
Ubicacién del bioensayo en campo ..........c.covvvennenn.

(A) Levantamiento de los muros. (B) Construccion de
parcelas. (C) Parcela de 2mx2m. (D) Siembra del
arroz con el método de trasplante..............................
Figura. 2.13 (A) Area del ensayo sembrada. (B)
Infestacion de parcelas con caracoles (Poméacea
canaliculata). (C) Extractos y bombas para la aplicacién.
(D) Aplicacién de los extractos segun la dosis por
tratamiento. (E) Evaluacion del dafio en las parcelas.
(F) Dafo causado por el caracol manzana (Pomacea

canaliculata) ........c.oieiiii

39
39

40

42

43
44



Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Tabla 5

Tabla 6
Tabla 7

INDICE DE TABLAS

Manejo integrado de Pomacea canaliculata en
diferentes etapas del cultivo de arroz......................

Actividades de los agricultores, posibles opciones, sus
efectos y posible aceptacion de los granjero...............
Tratamientos probados en el bioensayo en

Resultados de pruebas seroldgicas a material vegetal
sintomatico de las zonas de Taura, Pedro Carbo y
SantaElena.........coooiiii i,
Distribucion de los tratamientos en el éarea del
EXPErMENTO. ... .o
Ph y Conductividad eléctrica....................coooeennne.
Comparacion del Porcentaje de dafio en cada dosis

Xl

Pag.

21

22

44



INTRODUCCION

El caracol manzana (Pomacea canaliculata) es considerado una de las 100
especies invasoras mas dafinas del mundo. En Ecuador se lo observo por
primera vez en el 2005, causando dafos en el cultivo de arroz. Alrededor del
48% de la superficie total sembrada en el Ecuador (Aprox. 414,149
hectareas) se encuentra infestada con el molusco plaga y del total producido

(aprox. 1706193 TM) se pierde el 40% a causa de altas invasiones.

Por otro lado, la proliferacién de esta especie constituye un riesgo nacional
para la salud publica del pais, estudios recientemente realizados por Martini,
et.al. demuestran que el caracol manzana es portador (huésped
intermediario) del nematodo Angiostrongylus cantonensis, agente causal de
la meningoencefalitis eosinofilica en humanos. Tres muertes y alrededor de
cincuenta casos han sido diagnosticados con esta enfermedad, tan solo en

seis afios desde la supuesta introduccion del molusco al Ecuador [10].

El problema se agrava debido a que para el control, los productores aplican
dosis altas de insecticidas organoclorados (Endosulfan + Methomyl)
provocando resistencia de plagas tradicionales del cultivo, eliminacién de

organismos benéficos y el resurgimiento de problemas fitosanitarios.

El papel de los compuestos quimicos presentes en las plantas y su utilizacion

como plaguicidas ha sido establecido por numerosos autores y cuenta



adicionalmente con el aval de conocimientos ancestrales. Especies de
familias de plantas como Asteraceae, Myrtaceae, Piperaceae,
Ranunculaceae y Solanaceae son bien conocidas por sus principios activos,
con actividad insecticida y fungicida [42]. Los esfuerzos para la erradicacion
de los moluscos en el mundo, han estado encaminados a la busqueda de
nuevos compuestos a partir de extractos vegetales con actividad
molusquicida [41, 54, 58]. Asi, se planted objetivo general de este trabajo de
tesis: determinar la actividad molusquicida de dos especies de plantas
silvestres del litoral ecuatoriano para el control del caracol Pomacea
canaliculata en invernadero y campo, y conocer el impacto de su uso sobre la
biodiversidad de artrépodos.

Los objetivos especificos que permitieron cumplir el general fueron:
1)Determinar la actividad molusquicida de extractos acuosos de CBE-PAT-
FP-001 en condiciones de invernadero y campo, 2) Determinar la actividad
molusquicida de extractos etandlicos de CBE-PAT-FP-002 en condiciones
de invernadero y campo y 3) Medir el efecto del uso de los extractos sobre la

diversidad de artropodos.



CAPITULO 1

1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1.

Especies Invasivas

El cambio climatico y las especies invasivas son dos de las
mayores amenazas a la biodiversidad y a la provision de
recursos del ecosistema. Los dafios estimados de las especies
invasoras en todo el mundo asciende a mas de $ 1,4 billon por
afio - el 5% de la economia global, con impactos en una
amplia gama de sectores como la agricultura, silvicultura, la
acuicultura, el transporte, el comercio, la generacién de energia

y la recreacion [1].

En términos ambientales, las islas, por ejemplo, con su Unica y

variada biodiversidad han sufrido de manera desproporcionada



la incidencia de las especies invasoras, que son responsables
de aproximadamente dos tercios de todas las extinciones de

especies [2].

La evidencia de la influencia del cambio climatico sobre los
efectos devastadores de las especies invasivas crece con
rapidez. Impactos del cambio climatico, tales como aumento de
las temperaturas y los cambios en las concentraciones de CO»,
pueden incrementar las oportunidades de las especies
invasivas de sobrevivir, debido a su adaptabilidad a las
perturbaciones y a una variedad mas amplia de condiciones
biogeograficas [4]. Los impactos de las especies invasivas
pueden ser mas graves, bajo el principio de que compiten por
recursos cada vez menores como el agua; las temperaturas
mas calidas de aire y el agua también pueden facilitar el
movimiento de las especies por vias de propagacion que antes
eran inaccesibles, tanto naturales como provocados por el

hombre[4].

Las especies invasoras externas son viajeras inconscientes que
han sido trasladadas, intencionalmente o por accidente, de una
region del planeta a otra. Libres de competidores,

enfermedades o depredadores naturales, algunas veces estas



especies prosperan en su nuevo habitat, transformando
ecosistemas enteros, en donde tienen el potencial de provocar
gue las especies nativas se encuentren al borde de la extincion
[60]. Tomando como ejemplo a Estados Unidos,
aproximadamente 50,000 especies no nativas establecidas en
el pais, causan pérdidas econdémicas que sobrepasan los 125
mil millones de dolares por afio [1]. La mayoria de las
introducciones de especies no nativas a gran distancia a nuevas
areas son resultado directo o indirecto de actividades humanas.
Asimismo, los factores sociales y econdmicos son a menudo tan
criticos como los factores biologicos en la introduccion de

especies exoticas.

Los procesos evolutivos y genéticos pueden ser factores clave
para determinar si una especie invasora se establece y esparce.
Las especies invasoras ofrecen una excelente oportunidad para
estudiar la evolucion rapida, y algunos de los ejemplos mejor
documentados de dicho fendbmeno han surgido de especies

invasoras [61].

Las comunidades difieren en su susceptibilidad a las invasiones
asi como en las respuestas evolutivas y ecologicas a las

mismas. Dentro de las comunidades, la invasividad es



1.2.

determinada por las propiedades de las especies invasoras, las
nativas y la comunidad [72]. Una especie puede ser invasora,
ya sea porgue comparte caracteristicas con las especies
nativas o porque posee atributos diferentes, de manera que

puede ocupar “nichos vacios” [63].

P. canaliculata en los Cultivos de Arroz

P. canaliculata se ha convertido en la mayor plaga en todos los
paises productores de arroz, en donde ha sido intencional y
accidentalmente introducido [25].La rapida reproduccion y
diseminacién de esta plaga, la convierten también en una de las

100 especies invasoras mas dafinas del mundo [6].

Segun encuestas de coyuntura oficiales del banco central del
Ecuador, realizadas en importantes zonas del cultivo de arroz
se conoce que entre un 75% a 100% de los productores

consideran al caracol manzana la plaga mas grave [7, 8].

P. canaliculata posee un apetito voraz por las plantas de agua
dulce entre las que destaca el arroz. Han sido introducidos a
gran escala desde América del Sur hacia varios paises como

un potencial alimento humano y por otras razones discutidas



posteriormente en este capitulo. El mercado fracaso, por lo que
los caracoles fueron liberados o escaparon, contribuyendo con
eso al establecimiento de P. canaliculata como plaga importante
del arroz a lo largo de muchos paises del sureste de Asia y
actualmente al oeste de América del Sur incluyendo Ecuador. El
rapido crecimiento y la reproduccion de caracol manzana en
sistemas de riego y campos de arroz conducen a niveles de
poblacién que pueden destruir cosechas enteras [7]. Modelos
climaticos han mostrado que el molusco tiene el potencial de
propagarse a muchas partes del mundo debido a su gran
adaptabilidad [7]. Se suma al riesgo la capacidad de la plaga
para propagarse rapidamente en las zonas agricolas, los
humedales y otros sistemas de agua dulce natural en el que

puede tener un impacto grave [7].

El éxito del molusco en los arrozales se debe en gran parte al
hecho de que una hembra de P. canaliculata en condiciones
favorables, alcanza la madurez en aproximadamente 60-85 dias
después de la eclosibn y puede reproducirse a intervalos
semanales durante todo un afio. Los caracoles alcanzan la
superficie del agua temprano en la mafiana y por la noche,
dejando masas de huevos brillantes de color rosa de 25 a 500

huevos en tallos de arroz, cyperaceas, diques de los arrozales u



otros sustratos firmes. Después de 1 a 2 semanas de la
deposicion, las masas de huevos cambian su coloracion a
blanco y comienza la eclosion. El tiempo de eclosién es muy
variable aunque por lo general se lleva a cabo luego de 10 a 15

dias [7].

Por otro lado, las rutas de ingreso de P. canaliculata al Ecuador
y Su continua propagacion hacia nuevas localidades parecen
ser totalmente desconocidas. Sin embargo, se consideran las

siguientes hipotesis:

Comercio de alimentos vivos: importados legal e ilegalmente
para el desarrollo de proyectos de acuicultura para el consumo

humano [6].

Comercio de viveros: posiblemente introducidos como huevos
o caracoles juveniles de tamafio pequefio fijados a las plantas

acudticas [6].

Como mascotas en acuarios: producido como un caracol de

acuario domeéstico y vendido en las tiendas de mascotas [6].

Contrabando: introducidos ilegalmente, por lo general para el

desarrollo como fuente de alimento humano [6].



Se dispersan por medio del agua en movimiento, como canales
de riego y rios; mas recientemente, se han determinado nuevas
rutas de diseminaciéon entre las que destacan la compra-venta
de plantulas de arroz para trasplante, alquiler de maquinaria
para labores de fangueo y cosecha y finalmente el expendio de
azolla con neonatos que son imperceptibles a simple vista.
Cuando el nivel de agua cae por debajo de la altura de la
concha los caracoles se movilizan a las zonas bajas y dejan de
alimentarse y aparearse. Incluso pueden sobrevivir meses de
sequia al excavar mas profundo en el lodo y cerrando el
opérculo, para emerger de nuevo después de nuevas
inundaciones [7], lo que explica el fracaso del negligente plan
de contingencia o “medida cuarentenaria” que anteriores

responsables del sector agricola del pais recomendaron.

El dafio causado por P. canaliculata se caracteriza por la
presencia de “claros” en los campos de arroz y fragmentos de
hojas flotantes [26]. Cortan la base de las plantulas con su
radula y devoran tallos y las hojas mas tiernas y suculentas

[27].

La magnitud de los dafios de caracoles en el arroz esta en

funcién de la edad del cultivo, la densidad de caracoles y la
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edad de la poblacion de caracoles [7]. Los caracoles prefieren el
tejido suave de la planta, por lo tanto un cultivo trasplantado
s6lo es vulnerable hasta tres semanas después del trasplante.
Los caracoles son mas activos en el ataque a las plantas de
arroz durante la noche y al amanecer [8].Una densidad de 3
caracoles por metro cuadrado causa pérdidas significativas de
rendimiento; el caracol afecta plantulas de hasta 18-21 dias
cuando se siembra por trasplante y el dafio es mayor cuando se
realiza siembra directa [27]. Individuos de 4cm son
generalmente los mas destructivos independientemente del
método de siembra, y causan el 100% de destruccion de
plantulas en siembra directa y al menos el 20% de dafio en

trasplante [28].

Los ultimos trabajos de investigacion revelan que el nimero de
plantulas consumidas se correlaciona positivamente con el
tamafo de la concha de los caracoles. Caracoles pequefios con
una altura de concha de 1 cm son demasiado pequefios para
alimentarse de las plantulas de arroz, mientras que los
caracoles de mayor tamafio 5cm.pueden ingerir de 7 a 24
plantulas por dia [7]. Por otra parte, Boland et. al. [57], en su
trabajo sobre el apetito de dos especies de Pomacea sobre tres

especies vegetales, sugieren que los juveniles son mas voraces
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qgque los caracoles adultos en el caso particular de P.

canaliculata. [57].

En Filipinas campos de arroz altamente infestados, la densidad
llega hasta 150 caracoles por m? si se encuentran en lugares

bajos [8].

Impacto Econdmico y Ecoldgico de P. canaliculata

Alrededor del 48% de la superficie total sembrada en Ecuador
(Aprox. 414,149 hectareas [29]) se encuentra infestada con el
molusco plaga y del total producido (aprox1706193 TM [29]) se
pierde el 40% a causa de altas infestaciones, los almacigos
infestados son consumidos en un 80 y 100% segun explican los
productores locales; todo lo expuesto, se traduce en grandes

pérdidas econémicas.

El problema se agrava debido a que para el control, los
productores aplican dosis altas de insecticidas organoclorados
(Endosulfan + Methomyl) provocando resistencia de plagas
tradicionales del cultivo, eliminacion de organismos benéficos y
el resurgimiento de problemas fitosanitarios [8]. La utilizacién de

pesticidas organoclorados para controlar las poblaciones de
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caracoles resulta en el exterminio de los peces que habitan en
la cercania de los arrozales, ademas de constituir un riesgo
para la salud humana, debido a la toxicidad de los productos

empleados [8].

La introduccion de P. canaliculata implica la disminucién de las
especies nativas de caracol en su competencia por alimento.
Ademas, las especies nativas se han reducido como
consecuencia de la aplicacion de pesticidas contra las
poblaciones de caracoles [7]. P. canaliculata ya ha sido
introducido a los EE.UU. y amenaza a los principales cultivos de
arroz de Texas y California; en Australia, en particular, estan
muy preocupados acerca de su posible introduccion en los
humedales naturales asi como a las zonas arroceras [6].

Sobre el endosulfan —ampliamente usado para el control de los
caracoles-,se han encontrado residuos en aire, lluvia, nieve,
neblina, lagos, rios, sedimentos de rio, agua subterranea, agua
de pozo, agua de manantial, agua municipal, agua de mar y
sedimento marino, estanques de camaron, lagunas, sedimentos
de estuarios, suelo, corteza de arbol, plantas acuaticas, peces,
huevos de cocodrilo y de otra biota [11]. Expertos en
biotecnologia han mostrado su preocupacién por lo que esta

pasando en los senderos y rios de las zonas arroceras. Las
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personas que viven en estos sectores se alimentan de peces
con pesticidas y consumen algunos alimentos que contienen
residuos quimicos [8].

Por otra parte, segun estudios cientificos es un carcin6geno
potencial en humanos, genotoxico a bacterias, a células
humanas y a células de ratones, promotor de tumores, y
mutagénico, potencial disruptor endocrino en especies
acuaticas y terrestres, es estrogénico y un antagonista
androgénico [11]. Ocasiona bajo coeficiente intelectual y otros
problemas de aprendizaje en poblacién infantil, serias
anormalidades congénitas con malformaciones, problemas
neuroldgicos y anormalidades del sistema reproductivo (NIOH
2002) [11]. El endosulfan se bioacumula en alimentos y es
lipofilico, se puede disolver en grasas y se biomagnifica en las
cadenas alimenticias. Se han encontrado residuos de
endosulfan en alimentos en diversas partes del mundo [11].
Adicionalmente, P. canaliculata representa una seria amenaza
para humedales de todo el mundo a través de posibles
modificaciones del hébitat y la competencia con especies
nativas [6] lo que puede tener un impacto grave. Estos impactos
potenciales podrian implicar la destruccion de la vegetacion

acuatica local que conduce a graves modificaciones del habitat,
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asi como las interacciones competitivas con la fauna acuatica

nativa, incluyendo caracoles nativos [7].

Situacion Actual de P. canaliculata en el Ecuador.

Dafios directos o indirectos ocasionados por caracol manzana
en los cultivos de arroz han sido reportados en cantones de la
provincia del Guayas como: Daule, Santa Lucia, Balzar,
Samborondén y Naranjal [9]. El problema se extiende a
Ricaurte, Babahoyo, Vinces, Quevedo y otras localidades de la
provinciaa de los Rios [Paredes 2012, comunicacion

personal].Ver mapa de distribucion (Figura 1.1)

La creciente importancia econdmica que tienen las pérdidas
ocasionadas por el caracol manzana ha preocupado a los
productores y técnicos responsables pertenecientes a
instituciones gubernamentales, que ya han mostrado su gran
preocupacion por la plaga que perjudica al cultivo actualmente y
aseguran que para el afio 2011 la produccion por hectarea del
cultivo de arroz, disminuyé en un 40% a causa del molusco
plaga y el virus de la hoja blanca transmitido por el Delphacido

Tagozodes orizicolus [9].

El Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca

(MAGAP), a través de la Agencia Ecuatoriana de
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AGROCALIDAD vy el Instituto Nacional Autonomo de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP) han propuesto medidas
culturales para el control de P. canaliculata. Sin embargo, los

problemas en el cultivo persisten [9].

 NAPD
COTOPAX) " /
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FIGURA 1.1 DISTRIBUCION DE POMACEA CANALICULATA EN
EL ECUADOR, FUENTE: AGROCALIDAD, 2011

Gran parte de asociaciones de productores se han organizado
con la finalidad de solicitar soluciones a los organismos
gubernamentales, tal es el caso de la Asociacion de Arroceros
del Plan América Lomas, en Daule, quienes manifestaron que la
productividad ha bajado en un 35% y 40%, en la zona que era
muy rentable, cuyo indice de produccién bajé de 5y 6 toneladas

por hectéarea a 3 [9].



16

En Santa Lucia los dafios ocasionados por P. canaliculata y
cinta blanca, mantienen en alarma a los socios de la junta que
agrupa a 600 pequefios agricultores y cuenta con 1.200

hectareas de cultivos de arroz. [9].

Por otra parte, en Naranjal la situacién de los agricultores es
tragica, en las piscinas de arroz, se evidencia el destrozo que
ha ocasionado el caracol manzana, que por millares ha invadido
sus tierras y los canales de riego. Los productores analizan la
posibilidad de dejar de sembrar la graminea durante varios
meses y optar por otros alimentos que no sean afectados
debido a que los costos de producciéon han sufrido un
incremento estimado en 500 hasta 800 ddlares por hectarea. En
contraste, los productores en esta localidad indican que el uso
indiscriminado de agroquimicos, utilizados para eliminar las
plagas posee un efecto adverso sobre varias especies de
peces como la viejita (Aequidens rivulatus), el barbudo
(Rhamdia cinerascens), tilapia (Sarotherodon sp.), guanchiche
(Hoplias microlepis), dica (Curimatorbis bulengeri), de consumo
comun vy tradicional, y sobre el pajaro caracolero (Rostrhamus
sociabilis), cuya abundancia relativa se ha reducido de forma

alarmante al alimentarse de caracoles envenenados [9].
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1.5. Estrategias de Control
Lo siguiente es una compilacion de los autores sobre las
principales estrategias de control empleadas alrededor del
mundo para la supresion de P. canaliculata.
1.5.1 Control Quimico
La mayor parte de agricultores utilizan pesticidas
organoclorados de amplio espectro, altamente toxicos para
el control de poblaciones de caracoles, rociando el producto

inmediatamente después del trasplante de sus cultivos [8].

A nivel mundial se hatoleradoel uso de estos
plaguicidas por algun tiempo, sin embargo diversos estudios
cientificos han mostrado que los productos quimicos
ocasionan graves dafios a la salud humana y al medio
ambiente [8]. Los productos utilizados son: Endosulfan,

Methomyl y sus combinaciones.
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FIGURA 1.2 A) PRESENTACION COMERCIAL DEL
ENDOSULFAN, COMUNMENTE USADO PARA EL CONTROL
DE P. CANALICULATA. B) PARCELA TRATADA CON
ENDOSULFAN, LA FLECHA ROJA SENALA UN ANFIBIO
MUERTO A CAUSA DEL AGRO TOXICO.

Los arroceros reportan el mal uso de agroquimicos para
eliminar al caracol manzana, al elevar la dosis de 0,5 L de

endosulfan/tanque de 200 L de agua a 2 L [9].

1.5.2 Control Cultural

Algunos autores recomiendan realizar practicas culturales
durante la preparacion del terreno como: retirar los caracoles
del arrozal antes de la ultima rastrillada. El momento propicio
para hacerlo es al amanecer o al atardecer porque es
cuando son mas activos y es facil encontrarlos. Asi mismo,
es ampliamente conocida la recomendacion del uso de
plantas toxicas para los caracoles, como por ejemplo:

corteza de gugo (Entada phaseikaudes), hojas de pifién de
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Indias (Croton tiglium), hojas de sambong (Blumea
balsamifera), hojas de tuatia (Jatropha gossypifolia), hojas
de gabihan (Monochoria vaginalis), hojas de tabaco
(Nicotiana tabacum L), hojas de calamansi (Citrus
microcarpa Bunge), hojas de makabuhay (Tinospora rumphii
Boerl), fruto de la pimienta roja, hojas de algodon de seda
(Calatropis giganta), hojas de neem (Azadirachta indica)
[12]. Los autores desconocen la efectividad de tales
alternativas de control, puesto que la actividad molusquicida
de dichas especies vegetales sobre P. canaliculata no ha
sido demostrada cientificamente.

En paises con invasiones de moluscos, es comun que los
agricultores construyan zanjas profundas en los lotes para
acumular a los caracoles (25 cm de ancho por 5 cm de
profundidad), arrastrando un saco o costal con un objeto
pesado en su interior. Estas zanjas deben estar separadas
entre si por una distancia de 10-15 m. Asi mismo, hacer
pequefios canales (25 cm de ancho por 5 cm de
profundidad) al borde del arrozal. Ademas, se colocan
cercas de alambre o bambu en la entrada y salida del canal
principal de irrigaciéon; esto evitara la llegada de caracoles

recién eclosionados y adultos y facilitara su recoleccién.
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Siguiendo las recomendaciones de Joshi et.al. [59] en su
manual para el manejo de P. canaliculata, se recomiendan
algunas acciones durante el trasplante de las plantulas de
arroz: Si el caracol es un problema grave, se debe
trasplantar las plantulas de 25-30 dias. Colocar estacas de
bambl sobre areas del terreno inundadas o cerca de los
canales de irrigacion con el fin de atraer los adultos para la
postura de huevos. Esto facilitara su recoleccion vy
trituracion. Drenar ocasionalmente los terrenos para limitar
asi la diseminacion de caracoles y sus periodos de
alimentacion (riego intermitente). Utilizar variedades de arroz
gue sean menos apetecidas por los caracoles. EI mismo
manual para el manejo de caracoles en Filipinas, sugiere
ciertas medidas a tomar después de la cosecha como la
liberacion de patos inmediatamente después cosechado el
arroz o en la ultima rastrillada, requerida para el siguiente
cultivo. Se puede realizar de nuevo esta actividad a los 30-

35 dias después del trasplante.
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TABLA 1. MANEJO INTEGRADO DE POMACEA
CANALICULATA EN DIFERENTES ETAPAS DEL CULTIVO DE
ARROZ

Antes de la Siembra Postcosecha

siembra

Preparacion | Vegetativa | Reproductiva | Madurez Después de

del terreno fisiologica | la cosecha

A ByC D E

A= Pastura de patos, recoleccibn manual de adultos,
construccion de canales, uso de plantas toxicas Yy
destruccion de huevos.

B = Recoleccibn manual de adultos, pastura de patos,
trampa para atrapar y destruir huevos.

C = Nivel del agua, recoleccion manual de adultos, uso de
plantas toxicas y destruccion de huevos.

D=Recoleccion de adultos y destruccibn de masas de
huevos

E=Pastura de patos y preparacion del terreno
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LOS AGRICULTORES:
ACTIVIDADES, POSIBLES OPCIONES, SUS EFECTOS Y
POSIBLE ACEPTACION DE LOS AGRICULTORES

POSIBILADES
AI\DCETI(\B/IRE):\I\[I)JFTAS IMPLICACIONES | POSIBLES DE
EN EL MANEJO EFECTOS ACEPTACION
EN GRANJA
Comida
Crianza de patos | picante para | Alta variabilidad
patos
Absorcion del . Mano de Extremadamente
Coleccion manual obra
suelo . . alta
intensiva
Labrado Labores Practicas
intensivas anteriores
., Labores Extremadamente
Coleccion manual . .
intensivas alta
Preparacion
del suelo Instalacion de Labores
mallasen costosas Baja
entradas de agua | no efectivas
Recoleccion Labores Extremadamente
manual intensivas alta
Manejo de Aplicacién de Fatal para
plagas de los P otros Alta
; agroquimicos .
cultivos organismos
Manejo adecuado Labores Extremadamente
del agua intensivas alta
Cosecha Colecciéon manual . Labo_res Extremadamente
intensivas alta
Después de Aumento de | Extremadamente
cosecha Arado profundao la mortalidad alta
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1.5.3 Control Bioldgico

Pomacea es mas propensaa ser presa delos pecesa
causa de que su caparazébn esmas fino y suave en
comparaciéon con otros caracoles en la comunidad de
moluscos, tales como Brotia, Thiara y Bitinia, que tienen
conchas mas duras con nodulos y protuberancias [13].El uso
de peces como control biolégico de moluscos en Israel y
Africa esta bien documentado. Los ensayos de campo sobre
el uso de la carpa comun (Cyprinus carpio), la tilapia del nilo
(Oreochromis niloticus), la carpa negra (Mylopharyngodon
piceus) y el pez gato hibrido (Clarias gariepinus) para el
control de Pomacea ha sido llevado a cabo en las Filipinas y
Vietnam, con resultados alentadores. La carpa comun y la
tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) han sido
experimentalmente utilizado para controlar Pomacea en
campos de arroz en las Filipinas. En este estudio se
encontré que la carpa comun era un eficaz depredador del

caracol manzana [31].

La seleccion de los peces autdctonos es importante en el
biocontrol de caracoles. Por ejemplo, aunque la mayoria de
caracoles en Africa eran controlados por Hapochromis

melandi y Tilapia melanopleura, estos peces no son



24

ampliamente distribuidos fuera de su area endémica y antes
de hacer la transferencia se deben hacer estudios de
impacto ambiental sobre la introduccion y liberacién en
habitats exéticos como las Islas galapagos en el Ecuador

[13].

Controlar moluscos acuaticos empleando peces no es un
nuevo concepto. Physopsisy Biomphalaria, comunes en
Africa Central han sido controlados abasteciendo un
estanque con peces de la especie Senrranochromis sp [32].
Asi, el uso de peces como un agente de control biolégico

para Pomacea es bastante factible [13].

Dentro de la clase Insecta, el saltamontes de cuernos largos
(Conocephalous longipennis), puede reducir la poblacién de
P. canaliculata, al alimentarse de los huevos. En un trabajo
de campo, investigadores observaron el nimero de masas
de huevos devoradas y con cascaras rotas o trizadas. Para
determinar la causa de los dafios a la masas de huevos,
Joshi et al. [14] muestrearon los posibles depredadores en

arroz y en habitats sin arroz.

P. canaliculata pone sus huevos sobre tallos de plantas o en

muros cercanos al agua, los huevos se enfrentan a
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diferentes formas de depredacion. Independientemente del
color llamativo rojo de los huevos, muy pocos animales los
consumen probablemente porgue tienen sabor desagradable

[50].

Ha sido observada la depredacion de huevos de P.
canaliculata por Solenopsis geminata en Filipinas y en

Thailandia.

S. geminata es autéctona de la zona sur de América del
Norte y América Central. Se introdujo involuntariamente en
muchas areas tropicales y subtropicales. Adicionalmente,
algunas hormigas del genero Pheidologeton también han
sido reportadas como depredadoras de huevos de P.

canaliculata [15].

1.6 Extractos con Actividad Molusquicida

Consciente de los riesgos de toxicidad de los molusquicidas
sintéticos, la comunidad cientifica han llevado a cabo trabajos
para utilizar las propiedades naturales del reino de las plantas

con el fin de resolver el problema de P. canaliculata.

Blumea balsamifera, Jatropha menispermum, Nicotiana

tabacum, Derris philippinensis, Tinospora rumphii y Capsicum
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frutescens son plantas toxicas para los caracoles (70 - 100% de
mortalidad)[48]. Maini y Rejesus evaluaron 53 plantas mas [41].
Entre estas, Derriselliptica (tubli) resulté altamente tdxica para
los caracoles y fue elegida para ser investigada con mas detalle
debido a su amplia presencia a lo largo de los arroyos y en los
bosques secundarios en altitud baja y media [42] . Ademas, el
Neem (Azadirachta indica), ha sido objeto de estudio cientifico
como una fuente de productos naturales para el manejo
integrado de plagas; Schmutter revisé la eficacia de diferentes
derivados de neem contra los moluscos[43]. Muley sefialé que
la mortalidad del 100% del caracol Melania scabra se produjo
en 20 minutos cuando se tratan con extracto al 0,5% de polvo
seco de semillas de neem. Extractos de la semilla de neem
resultdé igualmente toxico contra Biomphalaria glabrata[44]. Las
especies de moluscos Lymnealuteola 'y  Gyraulus
convexiusculus fueron tratadas con hojas secas, alcanzando la
mortalidad en 24 horas. Las hojas, corteza y frutos también
fueron probados en contra otros moluscos consiguiendo
resultados exitosos. Maini y Rejesus [44] probaron extractos
acuosos de hojas, semillas de neem, y aceite de neem contra
P.canaliculata, los extractos de semillas y hojas fueron los mas

toxicos causando el 100% de mortalidad a 100ppm después de
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48 horas. Los efectos de los tratamientos en base de neem
sobre la ecologia de los caracoles todavia estan siendo
investigados. El extracto acuoso de semillas de neem fue

probado contra caracoles de agua dulce con y sin opérculo [44].

Vulgarone-B es otro molusquicida vegetal aislado del aceite
destilado [45] de la Artemisia douglasiana Besser. El estudio de
Joshi et al. (2005) ha sefialado que el Vulgarone-B tiene
actividad molusquicida comparable a la del metaldehido
(molusquicida comercial) en un bioensayo de laboratorio que

indica 100% mortalidad de caracoles en 24 horas [46].

Otra especie con propiedades molusquicidas es Barringtonia
racemosa (L.) Spreng (Lecythidaceae) es una planta tropical,
ampliamente distribuida en el este de Africa, sureste de Asia e
islas del Pacifico y crece en lugares donde se expone a
intensidades altas de luz solar por largos periodos. Sus frutos
son utilizados como medicina tradicional para algunas
enfermedades. La semilla de esta planta contiene saponinas y
flavonoides [47]. Estos compuestos estdn ampliamente
distribuidos en la planta y muestran un amplio rango de
propiedades biolégicas [48]. Han sido llevados a cabo algunos

estudios sobre la actividad citotoxica de B. racemosa sobre P.
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canaliculata. La aplicacion del extracto mostro un efecto

significativo en la tasa de mortalidad de los caracoles [49].

Los Artropodos como Indicadores de Impacto Ecoldgico.

Biodiversidad o diversidad biolégica es el numero total de
especies de animales, plantas y microorganismos encontrados

en un area determinada [17].

La diversidad biolégica del Ecuador posee un alto valor debido
a factores como como la rigueza de especies, el alto grado de
endemicidad, la particularidad de los procesos ecoldgicos y por

su estado de conservacion [16].

Los insectos representan los componentes mas numerosos de
los ecosistemas terrestres, tanto en niUmero de especies como
de individuos; estan distribuidos en todos los hébitats del mundo
y constituyen el grupo de organismos mas diversos, ya que de
cada diez seres vivos, mas de cinco son insectos y de cada diez
animales al menos siete lo son[33, 34]; la importancia de los
artrépodos radica en los roles que estos cumplen dentro de los
habitats para su sobrevivencia, ellos son fundamentales para la
polinizacion de alrededor del 80% de especies vegetales
[35,36], para el control de plagas y malezas y son fuente

importante para la alimentacion de otros animales (incluso para
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el hombre). Muchos insectos tienen importancia industrial,
medicinal, forense y artistica, ademas de ser utiles en la
investigacion cientifica y la ensefianza [37]. El estudio de estos
grupos taxondémicos se torna clave en el ambito ecoldgico,
debido a que, los insectos con su presencia 0 ausencia pueden
mostrar el estado de la biota referente a parametros como
biodiversidad y biogeografia o grado de intervencion humana

[38, 39].

Bioindicadores son especies que tienen rangos estrechos de
amplitud con respecto a uno o mas factores ambientales, y su
presencia indica una condicién particular o un conjunto de
condiciones ambientales. El monitoreo de impacto ambiental
mediante el uso de bioindicadores se ha propuesto ya que no
es posible y/o practico evaluar la respuesta individual de cada
uno de los componentes de un sistema a las diferentes
condiciones del ambiente. En este sentido, se debe asumir que
las respuestas de los indicadores reflejan las respuestas de
muchos de los otros miembros del ensamblaje estudiado y que
son una parte importante de la integridad ecoldgica de los

habitats [18].
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Numerosos autores han listado criterios a priori para la
seleccibn de grupos potencialmente efectivos de taxa
indicadores y muchos estudios han aplicado esto para justificar

la conveniencia de grupos particulares como indicadores [19].

Estos criterios probablemente han servido mas para descartar
gue para escoger las especies 0 grupos que sean candidatos
para indicadores. La bioindicacion y la variedad de términos
usados con relacién al concepto, pueden ser repartidos en tres
categorias correspondientes a las tres principales aplicaciones

de bioindicadores seguin McGeoch [20].

TABLA 3. FUNCIONES DE LOS GRUPOS EN CADA CATEGORIA DE
BIOINDICACION

Categoria del indicador Funciones alternativas

Detecta un cambio en el estado del

Ambiental ambiente

Monitorea cambios en el estado del

ambiente

Demuestra el impacto de un factor de

Ecolégica estrés sobre la biota

Monitorea durante largo tiempo cambios
inducidos por factores de estrés en la

biota

Identifica la diversidad de taxa en un area

Biodiversidad especifica

Monitorea cambios en la biodiversidad
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CAPITULO 2

2. MATERIALES Y METODOS.

2.1

Recolecciéon y Procesamiento del Material Vegetal.

La busqueda de material vegetal se caracterizd por la poca
disponibilidad de las plantas estudiadas en las localidades
planificadas al inicio de la experimentacion. Factores como: la
escasez de lluvias, expansion de fincas y/o extensién de
cultivos han permitido la desaparicion de zonas en las que las

plantas bajo experimentacién crecian de manera silvestre.

El material vegetal empleado para la elaboracién de los
extractos evaluados en esta investigacion, fue recolectado en
dos localidades de la provincia del Guayas; los frutos de CBE-
PAT-FP-001se colectaron en la hacienda “Yolanda” ubicada en

el recinto La Unién, en el Km 12 de la via Naranijito-Bucay. Por
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otro lado, el material vegetal de CBE-PAT-FP-002se recolectd
en el vivero de plantas ornamentales -“D’ Lirios”-, ubicadoen el
Km 3.5 de la via Milagro — Naranjito del canton Milagro,
Provincia del Guayas. En la misma localidad se lograron

obtener algunos frutos de CBE-PAT-FP-001.

-

© CBE-PAT-FP-001

®hoba

FIGURA. 2.1 (A) DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LAS ZONAS DE
RECOLECCION EN LA PROVINCIA DE GUAYAS, LAS FLECHAS
INDICAN LAS ZONAS DE COLECCION DEL MATERIAL VEGETAL.(B)
MATERIAL VEGETAL SECO DE CBE-PAT-FP-001. (C) MATERIAL
VEGETAL SECO CBE-PAT-FP-002.

De CBE-PAT-FP-001 se utilizaron los frutos, los mismos que
fueron cortados en partes mas pequefas con la finalidad de

facilitar el proceso de secado (Figura 2.2 A).
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El material cortado fue colocado en laminas de papel kraft
dentro de una estufa a temperatura de 120°C durante 48 horas

para eliminar todo el contenido de agua de los frutos (Figura

2.2 B).

) C S D
FIGURA. 2.2 (A) CORTE DE FRUTOS DE CBE-PAT-FP-001.(B)
MATERIAL COLOCADO EN LA ESTUFA LISTO PARA EL
PROCESO DE SECADO. (C) FRUTOS DESPUES DEL SECADO.
(D) PROCESO DE MOLIDO DEL MATERIAL SECO.

Luego del secado de los frutos de CBE-PAT-FP-001, todo el
material fue desintegrado en un molino de accién manual
(CORONA), se repiti6 el proceso hasta obtener particulas

inferiores a =2mm de grosor, el polvo obtenido de la
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pulverizacion, fue el empleado en la elaboracion del extracto
acuoso. En el proceso, es indispensable el empleo de
mascarilla debido a que las particulas obtenidas pueden
ocasionar irritacion de la mucosa nasal.

Para la elaboracion del extracto en base a CBE-PAT-FP-002,
se emplearon Unicamente hojas, esto, debido a la abundancia
de foliolos al momento de la coleccién de las plantas y a la
facilidad para procesarlas. Ademas, la escasa inflorescencia de
las plantas, no permitié la obtencion de una cantidad apropiada
de flores para la elaboracién de los extractos.

Las hojas de CBE-PAT-FP-002fueron colocadas en mesones
expuestas al sol a temperatura ambiente durante un lapso de
72 horas. Las hojas secas se trituraron manualmente

obteniendo fragmentos de 1 a 3 mm aproximadamente.
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FIGURA. 2.3 (A) MATERIAL VEGETAL DE CBE-PAT-FP-002

COLOCADO A TEMPERATURA AMBIENTE.
(B) MATERIAL VEGETAL SECO. (C) TRITURADO DE MATERIAL
VEGETAL SECO. (D) RESULTADOS DEL PROCESO MANUAL DE

TRITURACION.



2.2. Elaboracion de Extractos.

En la elaboraciéon de los extractos se utilizd el material
vegetal previamente pulverizado / triturado de cada especie

vegetal por separado.

Para la obtencion del extracto acuoso de CBE-PAT-FP-001
[51], se colocaron 5 litros de agua destilada en un recipiente
metalico sometido a coccion hasta alcanzar el punto de
ebullicién, se agregaron 500 gramos del material pulverizado
y se continda la coccion durante 20 minutos. Posteriormente
la mezcla fue filtrada, y el extracto obtenido fue envasado en
botellas plasticas y almacenadas en un lugar oscuro para
evitar cualquier alteracidbn a causa de la luz, ademas se

midieron los parametros fisicoquimicos (pH, C.E).

Se repiti6 el procedimiento para preparar la cantidad

deseada de extracto concentrado a 100.000 ppm.

36
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FIGURA. 2.4 (A) MATERIAL VEGETAL PULVERIZADO. (B)
PROCESO DE COCCION. (C4) MEZCLA RESULTADO DE LA
COCCION. (D) FILTRADO DE LA MEZCLA. (E) EXTRACTO DE
SOLANUM MAMMOSUN. (F) ENVASADO DEL EXTRACTO.

Para la obtencién del extracto alcohélico de CBE-PAT-FP-
002[51], el material seco y triturado fue colocado en

recipientes con alcohol etilico al 80% y colocado durante un



periodo de 48 horas en la zaranda (C10 Plataform Shaker)

para su homogenizacion.

FIGURA. 2.5 (A) MATERIAL VEGETAL TRITURADO (CBE-PAT-
FP-002). (B) COLOCACION DEL MATERIAL EN LOS
RECIPIENTES. (C) FRASCOS CON LA MEZCLA
(TRITURADO/ALCOHOL ETILICO AL 80%). (D) PROCESO DE
HOMOGENIZACION DE LA MEZCLA.

La cantidad de material triturado empleado fue 300 gr en
2000 ml de alcohol obteniendo un concentrado a 150000
mgL™. Posteriormente la mezcla fue filtrada (0,22 pm) y
colocada en vasos de precipitacion, el liquido obtenido se

llevé al rotoevaporador para la eliminacion del solvente.

38
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FIGURA. 2.6 (A) FILTRADO DE LA MEZCLA HOMOGENIZADA.
(B) ELIMINACION DEL SOLVENTE EN EL
ROTOEVAPORADOR.

Bioensayos en Laboratorio.

El bioensayo fue llevado a cabo en las instalaciones del Centro
de Investigaciones Biotecnoldgicas de la Ecuador (C.I.B.E.)
ubicado en el Campus Gustavo Galindo. Los especimenes de
P. canaliculata, se colectaron en canales de riego de campos
de arroz [54] en sector Plan América, Cantén Daule Provincia

del Guayas.

FIGURA. 2.7 RECOLECCION DE CARACOLES (POMACEA
CANALICULATA)
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Alrededor de 600 caracoles fueron colocados en tanques de
plastico con agua del canal para su traslado inmediato hasta el
laboratorio del CIBE. Se lavaron los especimenes con agua
destilada y se colocaron en peceras (50x30x50cm) de
capacidad de 75Lde volumen durante un periodo de 48 horas
para el periodo de adaptacion [54], la dieta empleada para el
mantenimiento de los individuos fue en base de hojas de

Cucurbita sp. siguiendo las recomendaciones de estudios

preliminares realizados en el CIBE.

FIGURA. 2.8 (A) RECOLECCION DE CARACOLES (POMACEA
CANALICULATA). (B) ESPECIMENES EN TANQUE DE
PLASTICO. (C) LAVADO DE CARACOLES. (D) PECERA CON
ESPECIMENES.
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La metodologia empleada en los bioensayos para determinar la
actividad molusquicida de los extractos vegetales, es la descrita
en el protocolo CBE-PROT-FP-15, que sigue los lineamientos

de la Organizaciéon Mundial de la Salud [52].

En total se evaluaron cinco concentraciones de cada extracto
vegetal (150, 250, 500, 750, 1000 ppm), el experimento se

replicé cuatro veces.

Para determinar la bioactividad, se emplearon viales de
polietileno de dos litros de capacidad, en cada vial se colocaron
diez moluscos. Las concentraciones fueron diluidas en un litro
de agua destilada por vial. Los tratamientos fueron comparados
con un testigo positivo en el que se utilizé Endosulfan y un

testigo negativo que consistié en agua destilada.
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FIGURA. 2.9 (A) VIALES DE POLIETILENO USADOS PARA EL
BIOENSAYO EN EL LABORATORIO. (B) COLOCACION DE DIEZ
CARACOLES POR VIAL. (C) BIOENSAYO EN EL LABORATORIO,
VIALES CON LAS DILUCIONES DE EXTRACTOS (D) EXTRACTO
DILUIDO EN EL VIAL CON LOS CARACOLES (POMACEA
CANALICULATA).

La mortalidad fue evaluada después de 24 horas de exposicion,
posteriormente, los individuos muertos fueron descartados y los
sobrevivientes colocados en viales de polietileno con un litro de
agua destilada para el periodo de recuperacion. La lectura de
mortalidad de los sobrevivientes fue evaluada después de 24

horas de exposicion al agua destilada.
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FIGURA. 2.10 (A) EVALUACION DEL BIOENSAYO EN EL
LABORATORIO. (B) CARACOLES MUERTOS DESCARTADOS.
(C) ESPECIMENES (POMACEA CANALICULATA) COLOCADOS
EN AGUA DESTILADA. (D) ESPECIMENES SOBREVIVIENTES
DESPUES DE LA SEGUNDA EVALUACION.

La dosis letal media fue obtenida mediante el paquete
estadistico Kyplot (Version 2.0 beta 13) disponible en la web.
Las medias de los diferentes tratamientos fueron comparadas
mediante un Andlisis de la varianza; Se emplearon las mismas

concentraciones en los ensayos de campo.
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2.4 Bioensayos en Campo.

Las unidades experimentales del bioensayo en campo fueron
instaladas en terrenos de arroz infestados con P. canaliculata,
ubicados en el sector Plan América — Lomas, Canton Daule,

provincia del Guayas.

FIGURA. 2.11 UBICACION DEL BIOENSAYO EN CAMPO

Se uso6 un disefio de bloques completos al azar D.B.C.A. para
evaluar el efecto de los extractos se compararon doce
tratamientos: cinco tratamientos en base al extracto de CBE-
PAT-FP-001, cinco tratamientos en base al extracto de CBE-

PAT-FP-002, un testigo positivo con Endosulfan y un testigo
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solo con agua destilada. Se realizaron cuatro repeticiones por
tratamiento, siguiendo la metodologia empleada por Matthew et
al. [53]. Los blogues se separaron mediante la elaboracion de

piscinas de 4 m?.

TABLA 4. TRATAMIENTOS EVALUADOS EN EL BIOENSAYO EN
CAMPO.

Disefio de Blogues Completos al Azar (D.B.C.A.)

Tratamiento Dosis (ppm) Extracto
T1A 150 CBE-PAT-FP-001
T2A 250 CBE-PAT-FP-001
T3A 500 CBE-PAT-FP-001
T4A 750 CBE-PAT-FP-001
T5A 1000 CBE-PAT-FP-001
T6B 150 CBE-PAT-FP-002
T7B 250 CBE-PAT-FP-002
T8B 500 CBE-PAT-FP-002
T9B 750 CBE-PAT-FP-002
T10B 1000 CBE-PAT-FP-002
. Tl . Sugerida en .
Testigo-Positivo ) Endosulfan
etiqueta
T12
Testigo-Negativo - -

Para el ensayo de campo se preparo el terreno de la siguiente
manera:

Luego del paso de la fangueadora se elaboraron pequefios
muros para dividir el terreno en 48 parcelas de 2x2m

distribuidas en 4 columnas de 12 parcelas cada una.
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En las esquinas de las parcelas se colocaron trampas
utilizando tarrinas plasticas llenas de cerveza como cebo para
extraer la mayor cantidad de caracoles posibles y dejar las

parcelas libres de los mismos.

Se retiraron las tarrinas 24 horas después, logrando sacar de 5

a 11 caracoles por parcela aproximadamente.

Se sembré el arroz por trasplante procurando dejar en cada
parcela un total de 56 plantas, para luego evaluar el porcentaje
de dafo cuantificando la cantidad de plantas

afectadas/devoradas por los caracoles.

-qu_."g“.!cu" ':;. N
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FIGURA. 2.12 (A) LEVANTAMIENTO DE LOS MUROS. (B)
CONSTRUCCION DE PARCELAS. (C) PARCELA DE 2MX2M. (D)
SIEMBRA DEL ARROZ CON EL METODO DE TRASPLANTE
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Una vez preparado el terreno se infestaron las parcelas
artificialmente con tres caracoles por metro cuadrado, una
densidad que resulta en dafos significativos. Se colectaron
aproximadamente 600 caracoles empleando individuos de 3 a
5cm de longitud aproximadamente y se procedié a aplicar los
extractos en concentraciones de 150, 250, 500, 750, 1000 ppm
ademas del Endosulfan (dosis recomendada en la etiqueta) y el

testigo sin aplicar ningun producto.

TABLA 5. DISTRIBUCION DE LOS TRATAMIENTOS EN EL AREA
DEL EXPERIMENTO

Blogue 1 Blogue 2 Bloque 3 Bloque 4
T12 T5 T3 T5
T4 T10 T4 T2
T11 T1 T9 T10
T6 T4 T7 T12
T7 T6 T8 T4
T3 T11 T12 T7
T8 T9 T2 T8
T10 T8 TS5 T1
T9 T2 T6 T9
T2 T7 T1 T6
T5 T12 T10 T11
T1 T3 T11 T3
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Se emplearon dos bombas manuales (CP3) de 4 litros, y las
diluciones se hicieron en el laboratorio en 2 litros de agua
destilada. Se evaluaron los tratamientos luego de 24 horas de la

aplicaciéon y se siguio evaluando continuamente durante 5 dias.

g R

FIGURA. 2.13 (A) AREA DEL ENSAYO SEMBRADA. (B) INFESTACION
DE PARCELAS CON CARACOLES (POMACEA CANALICULATA). (C)
EXTRACTOS Y BOMBAS PARA LA APLICACION. (D) APLICACION DE
LOS EXTRACTOS SEGUN LA DOSIS POR TRATAMIENTO. (E)
EVALUACION DEL DANO EN LAS PARCELAS. (F) DANO CAUSADO
POR EL CARACOL MANZANA (POMACEA CANALICULATA)



2.4.

49

No se infestaron areas libres de P. canaliculata, mas bien, se
trasladaron los caracoles de canales y pozas hacia al area
donde se realiz6 el experimento. El dafio del caracol manzana a

las plantulas, se midié de acuerdo a la siguiente formula:

. # de plantulas consumidaspor cuadrantes
% de dafio = # de plantulas x 100

Se registré la tasa de mortalidad y se determiné la DL50 con el
programa estadistico Kyplot(Versién 2.0 beta 13) disponible en

la web.

Medicion de la Diversidad de Artropodos.

Para efectos de estudiar la entomofauna existente en la zona
donde se realiz6 el ensayo, se evaluaron las 48 parcelas en las

que se dividio el area del experimento.

La captura de los insectos se realiz6 mediante el método de
colecta directa que consiste en la busqueda dirigida de los
individuos presentes en cada parcela de cuatro metros
cuadrados. Ademas, se procedio al abatimiento de la
vegetacion mediante el uso de redes entomoldgicas. Se

efectuaron dos pases de red por unidad experimental y los
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individuos colectados se conservaron en viales con alcohol al
70% [8] para su identificacion en los laboratorios, cada vial fue

rotulado de acuerdo al tratamiento y repeticion evaluada.

La identificacion taxondmica de los insectos se realizo hasta el
nivel de familias y subfamilias por comparacion de
caracteristicas morfologicas, mediante el uso de claves
taxondmicas, se emplearon: “An introduction to the study of
insects”, “A Handbook of the Families of Neatic Chalcidoidea
(Hymenoptera)”, “How to Know aquatic insects”, “Ordenes y
Familias de Insectos de Centroamérica” y “Parasitoides de
plagas agricolas en América Central”’ ; para la identificacion de

insectos inmaduros se empledé “ How to know the Mites and
Ticks”, “How to Know the Immature insects”, “Estados
inmaduros de los insectos”, “ldentificacion taxondmica de
insectos inmaduros y Ordenes menores”. Ademas se
emplearon colecciones sindpticas disponibles en la web como:
Coccinellidae del Pert, Coleccién sinoptica del Instituto
Nacional de Biodiversidad de Costa Rica (INBIO), Diptera
Collection, e Identificacion, imagenes e informacion de insectos
y araflas de Estados Unidos y Canada (BUGGUIDE). Para la

manipulacion de los especimenes se emplearon pinzas de

diseccion (5-INOX) y la observacion de las caracteristicas
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morfologicas se realiz6 mediante microscopios estéreo de 4,5 X

de aumento.

Para la medicion de la biodiversidad se empled el indice de
Margalef que permitié estimar la biodiversidad de las unidades
de muestreo, pero en base a la distribucion numérica de los
individuos de las diferentes especies, en funcion del numero de
individuos existentes en la muestra analizada, este indice no
considera el valor de importancia de las especies, solo se basa
en el numero de especies presentes, se lo obtuvo mediante la

p S—1 , .
formula Dmg = (Ln—N) donde S es el numero de especies y N

es el numero total de individuos. Los valores de los indices se

compararon mediante un analisis de la varianza.

Ademas se compararon los valores de abundancia de las

familias presentes en cada unidad experimental.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Elaboracion y Caracterizacion de Extractos

Los parametros fisicos medidos en los extractos son los
mostrados en la Tabla 6.

TABLA 6. PARAMETROS FISICO - QUIMICOS DE LOS

EXTRACTOS
EXTRACTO PH CONDUCTIVIDAD
CBE-PAT-FP-001 7.25 522
CBE-PAT-FP-002 6.5 620

La concentracién de determinados compuestos en los extractos
vegetales es muy variable y dependen exclusivamente de la
parte la planta con la que se realizé el extracto y el medio de
extraccion. Estos cambios de concentracion de los compuestos,
permitieron la variacion de algunos de los parametros fisicos

medidos en esta investigacion.
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El pH resulta determinante en el estudio de actividad biologica,
puesto que los seres vivos empleados en estas pruebas pueden
ser o no sensibles a cualquier cambio en el medio en el que se
esté ejecutando el ensayo (solvente: agua). En el caso del
caracol Pomacea canaliculata, se conoce que reacciona
negativamente en ambientes en los que el pH es
extremadamente bajo.

El contenido de sales, medido a través de la conductividad
eléctrica es otro parametro fisico de interés, puesto que
cualguier molusco del mismo ORDEN, muere por
deshidratacion al entrar en contacto con sales; Estas

consideraciones evitaron emitir conclusiones erradas.

Bioensayos en Laboratorio

El Analisis de la Varianza no paramétrico (Kruskal Wallis)
separé las medias de los tratamientos en tres grupos, no
existen diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos: Endosulfan, 1000 mgL™, 750 mgL™ y 500 mgL™
de CBE-PAT-FP-001. Se logré6 una mortalidad de caracoles
superior al 90% usando el extracto acuoso de CBE-PAT-FP-
001. La mejor media se obtuvo usando la concentracion de
1000 mgL™? que es estadisticamente igual al tratamiento

quimico basado en Endosulfan (p<0,05). Las dosis bajas de
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CBE-PAT-FP-001 en laboratorio resultaron estadisticamente
iguales al testigo negativo en el que se aplicé agua destilada. La
mortalidad en el testigo negativo basado en agua destilada fue

del 0% vy el testigo positivo del 100%.

TABLA 7. COMPARACION DE LOS PORCENTAJES DE MORTALIDAD
DE P. CANALICULTA EN DIFERENTES CONCENTRACIONES DEL
EXTRACTO ACUOSO DE CBE-PAT-FP-001 EN CONDICIONES DE
LABORATORIO.

Nimero de .
. Porcentaje de
Tratamientos individuos mortalicjiack Valorp HTest
evaluados?
Test - ® 40 0,00 0,00 a 0,0003* 24,12
SM_150 ppm? 40 0,00 0,00 a
SM 250 ppm 40 4750 +10,3 ab
SM_500 ppm 40 7750 6,29 abc
SM 750 ppm 40 90,00 +4,08 bc
SM 1000ppm 40 97,50 +2,50 C
Test+ v 40 100,00 +0,00 C

*Medias con letras diferentes, indican diferencias estadisticamente significativas (p<=0,05)
%Consistio en agua destilada.

PSM: Extractos a base de CBE-PAT-FP-O01

"Consistio en la aplicacion de Endosulfan a dosis recomendada por el fabricante

9Se emplearon 10 caracoles por repeticion y los tratamientos se replicaron 4 veces.

1X  Sem: sem=\oh

Adicionalmente se calculé la dosis letal media a partir de los
datos de sobrevivencia obtenidos en cada una de las
concentraciones del extracto acuoso de CBE-PAT-FP-001. La
figura 3.1 muestra una gréfica de regresion lineal simple

mediante la cual se obtuvo el valor DL50.

La dosis letal media de 262. 25, indica que una concentracion

de extracto acuoso de CBE-PAT-FP-001 de 262 elimina
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aproximadamente el 50% de la poblacion de caracoles. La

ecuacion empleada para determinar la DLsg fue:

Y=100*A1/(X+Al)

En donde:

Y: variable respuesta (Y=100% when X=0)
X: concentracion del extracto

Al: DLsg
Restricciones: A1>0

100

80 -

Sobrevivencla (%)

0 A A A A A I - A A " J

0 100 200 300 400 500 600 700 800 200 1000
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FIGURA 3.1. GRAFICA DE LA DOSIS LETAL MEDIA DE LAS
CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO ACUOSO DE CBE-PAT-
FP-001 EN LABORATORIO.

La dosis letal media de las concentraciones del extracto
etandlico de CBE-PAT-FP-002 no fue determinada, debido a
que los valores maximos de mortalidad fueron de 23 y 25%. Sin

embargo, el analisis de la varianza efectuado, separo las
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medias de los diferentes tratamientos en cuatro grupos, la dosis
de 1000 mgL'son estadisticamente iguales al tratamiento
control positivo en el que empleé Endosulfan. Los demas
tratamientos no presentaron mortalidad significativa por lo que
son estadisticamente iguales al control negativo que consistio
en agua destilada

TABLA 8. COMPARACION DE MEDIAS DE LAS DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE CBE-PAT-FP-002 EN LABORATORIO

Numero de Porcentaje de
Tratamientos individuos . Valor p H Test
mortalidad:
evaluados®
Test - 8 40 0,00 0,00 a 0,0005* 21,83
VP_150 ppm# 40 0,00 +0,00 a
VP_250 ppm 40 300 0,03 ab
VP_500 ppm 40 10,00 +t0,04 a bc
VP_750 ppm 40 25,00 0,03 bc d
VP_1000ppm 40 23,00 +0,06 cd
Test + 7 40 100,00 +0,00 d

*Medias con letras diferentes, indican diferencias estadisticamente significativas (p<=0,05)
3Consistio en agua destilada.

BVP: Extractos a base de CEE-FAT-FF-002

"Consistio en la aplicacién de Endosulfan a dosis recomendada por el fabricante

*Se emplearon 10 caracoles por repeticion y los tratamientos se replicaron 4 veces.

1% £ Sem; sem=Voh

Los mejores resultados de mortalidad de los caracoles se
obtuvieron con la utilizacién del extracto acuoso de CBE-PAT-
FP-001, en el que se obtuvieron porcentajes de mortalidad
superiores al 90% y estadisticamente iguales a los valores de
mortalidad obtenidos con el endosulfan. Los valores de

mortalidad obtenidos con la aplicacion del extracto alcohdlico de

CBE-PAT-FP-002, son muy bajos y no justifican su uso en
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campo y/o posterior investigacion. Sin embargo, considerando
que las caracteristicas fisico-quimicas de los extractos pueden
variar por multiples parametros analizados anteriormente,
consideramos que el proceso de obtencidon de los bioproductos
debe ser estandarizado y se deben realizar ensayos de
bioactividad con otras partes de la planta que pueden incluir
tallo, frutos o raices. Por otro lado, el efecto inhibitorio de los
extractos alcoholicos de CBE-PAT-FP-002 sobre P. canaliculata

obtenidos en laboratorio, se mantienen en campo

Bioensayos en Campo

La diferencia de los tratamientos evaluados en campo fue
determinada mediante un analisis de la varianza. Previamente,
un diagrama de perfiles multivariados (Figura 3.2) con los
diferentes conjuntos de datos de las evaluaciones periddicas
realizadas permiti6 determinar y analizar la evolucién del nivel

de dafio en los tratamientos.
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e SM_150 —e- SM_250 —X— SM_500
—— SM_750 —s— SM_1000 —a— VP_150
—8— VP 250 —+— VP 500 —A— VP_750

— —=— VP_1000 —&— Edosuifan —{— Test

14,70

Nivel de dafio

794

Evaluaciones

FIGURA 3.2 DIAGRAMA DE PERFILES MULTIVARIADO,
EVOLUCION DE LOS EXTRACTOS EN EL CAMPO

La tendencia del nivel de dafio a incrementar en todos los
tratamientos se mantiene a medida que se incrementa el tiempo
de evaluacion. El indice de dafio en el tratamiento Endosulfan
se mantiene constante durante el periodo de evaluacion. El
promedio de nivel de dafio en el tratamiento Endosulfan es el
menor, no asi en el tratamiento testigo absoluto que presento

los niveles méas altos durante todas las evaluaciones medidas.

Los tratamientos: CBE-PAT-FP-001 a 1000 mgL™*(SM_1000) y
CBE-PAT-FP-002 a 750 mgL*(VP_1000) resultaron en
porcentajes de dafio inferiores y estadisticamente iguales al
tratamiento con endosulfan. Sin embargo, se observa un

desacelerado crecimiento del porcentaje de dafio en el
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tratamiento de CBE-PAT-FP-001 (1000 mgL™) en comparacién
con el tratamiento CBE-PAT-FP-002 a dosis de 750 mgL™.
Debido a que en los ensayos de laboratorio se consiguié la
mortalidad de los caracoles unicamente en los tratamientos que
contenian CBE-PAT-FP-001, no asi en los tratamientos con
CBE-PAT-FP-002 en los que la mortalidad fue baja; se llega a la
conclusién de que en condiciones de campo CBE-PAT-FP-001
ocasiona la mortalidad de los caracoles, por lo que el porcentaje
de dafio tiende a estabilizarse en el tiempo de evaluacion, al
contrario, con CBE-PAT-FP-002, solo se promueve la inhibicion
e inmovilizacién de los moluscos, que en el transcurso del
tiempo se restablecen y vuelven a consumir las plantulas de

arroz.

Los porcentajes de dafios de la segunda evaluacion fueron
usados para determinar diferencias de las medias entre los
tratamientos, se selecciond tal conjunto de datos, puesto que
cumple todos los supuestos para realizar el Analisis de la
varianza. Se realizaron las comparaciones mediante el
estadistico DMS (Diferencia minima significativa) al 5% de
significancia. No existen diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos: CBE-PAT-FP-002 al 750 mgL™, CBE-

PAT-FP-001 1000 mgL™y Endosulfan, obteniéndose los
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porcentajes de dafio mas bajos de P. canaliculata. El coeficiente

de variacion es aceptable (Tabla 7).

TABLA 9. COMPARACION DEL PORCENTAJE DE DANO ENCADA DOSIS

Tratamientos Porcentaje de dafio Valor p F Test CV (%)

VP_750 ppm 1,79 0,85 a <0,0001* 6,61 2311
Test+ 7 2,23+0,52 a b 0,1603** 1,83

SM_1000ppm 3,120,45abc

VP_500 ppm 4,46 ¥1,52 bcd

VP_1000ppm 4,46 +1,26 bcd

SM_750 ppm 491152 bcd

VP_250 ppm 5,8 +1,12 cde

SM_500 ppm 6,7 +0,45 de

SM_250 ppm 7,14 13,3 def

VP_150 ppm? 9,82 +1,69 ef
Test- 8 11,16 +1,15 f

SM_ 150 ppm# 11,16 0,73 f

*Medias con letras diferentes, indican diferencias estadisticamente significativas (p<=0,05)

**Medias con letras diferentes, indican diferencias estadisticamente significativas (p<= 0,05) entre bloques
No se aplico ningin producto.

PSM: Extractos a base de CEE-FAT-FP001

PVP: Extractos a base de CEBE-FAT-FP-002

*Consistio en la aplicacion de Endosulfan a dosis recomendada por el fabricante

*Se emplearon 10 caracoles por repeticion y los tratamientos se replicaron 4 veces.

X X sem, sem=Voh

3.4. Diversidad de Artrépodos

Dos grupos de interés en estudios de biodiversidad y
ampliamente usados como bio-indicadores se lograron
identificar del total de individuos colectados en las redes

entomoldgicas.

Las familias fueron: Tetragnathidae del orden ARANEA vy

Braconidaede HYMENOPTERA. Los primeros, conocidos
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ampliamente como depredadores de plagas en el arroz y el

segundo grupo caracterizado por parasitar huevecillos de

Lepidopteros plaga.

Solo se lograron capturar individuos de estas dos familias en

todas las unidades de muestreo en las que se aplicaron los

tratamientos basados en CBE-PAT-FP-001 y CBE-PAT-FP-

002. EIl tratamiento basado en Endosulfan, solo registré 1

familia comun de insectos: Culicidae. La riqueza especifica

de familia se observa en el gréfico de barras (Figura 3.3).
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FIGURA 3.3 ABUNDANCIA DE FAMILIAS EN LOS DIFERENTES

TRATAMIENTOS.




La diversidad de familias se midi0 mediante el indice de
Margalef (Da), los resultados se presentan en la Tabla 8. Se
observa, que el indice de diversidad mas bajo lo presenta el
tratamiento Endosulfan cuyo valor es de 0,25. Los indices de
diversidad mas altos se agrupan en la categoria B del

analisis de la varianza (Tabla 9).

TABLA 10. COMPARACION DEL PORCENTAJE DE DANO EN
CADA DOSIS

62

indice de diversidad

Tratamientos Ftest Valorp %CV SEM
de Margalef (Da)*
Endosulfan® 025 +014 a 15587 0,55 454 0,0821
Extracto_B_1000° 045+014 a b
Extracto B 500 054+£014 ab
Extracto_B 250 055+0,14 ab
Extracto A 750" 056 +0,14 a b
Extracto A 1000 059+014 ab
Extracto_B 150 064+£014 ab
Extracto A 150 074+£014 b
Control® 079+014 b
Extracto A 500 08+014 b
Extracto B 750 082+014 b
Extracto A 250 090,17 b

a Insecticida organofosforado de accion residual
B Insecticida de origen vegetal tipo B, el nimero indica la concentracion en mgL'1

v Insecticida de origen vegetal tipo A.
& Control negativo, no se realizaron aplicaciones de productos insecticidas.

€ Indice calculado para determinar la diversidad entre comunidades, Da + Sem

El bajo indice de diversidad medido en las unidades
experimentales en las que se empled el insecticida
Endosulfan obedece a la toxicidad de este y refleja la pérdida

de varios grupos de insectos, incluidos, los de la familia



Tetragnathidae, Baconidae, Euléphidae, etc. Recientemente,
se han reportado en el Ecuador un sinnimero de eventos de
desequilibrio biologico en los agroecosistemas de arroz. Tal
es el caso de los brotes de Tagosodes orizicolus, y con esta
la emersion del virus de la hoja blanca en variedades que se
creian resistentes. Por otra parte, también se han reportado
brotes de Diatraea sp, Rupela albinella y otras especies de
lepidopteros cuyos parasitoides han desaparecido. Los
desbalances, segun la presente investigacion se atribuyen a
la desmesurada aplicacion de productos como el Endosulfan
para la supresion del caracol manzana en el arroz. Por otro
lado los presentes resultados permiten comprender el
impacto negativo sobre el ambiente del ampliamente utilizado

Endosulfan.
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

. Se determind que el extracto acuoso CBE-PAT-FP-001
produce una mortalidad promedio de los caracoles superior al
90%, similar estadisticamente al control ejercido por endosulfan.
o La mortalidad ocasionada por el extracto etandlico
CBE-PAT-FP-002 en condiciones de laboratorio fue baja,
alrededor de 25% (valor maximo). Sin embargo, se observo una
inhibiciébn de la actividad de los caracoles en los ensayos de
campo disminuyendo el porcentaje de dafio al menos en las
dos primeras evaluaciones.

o Se registr6 la presencia de reguladores naturales
pertenecientes a las familias: Tetragnathidae y Bracdnidae, en

todas las unidades experimentales, excepto en las unidades
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experimentales en las que se aplicé endosulfan con lo que se
comprobd el impacto ecolégico negativo del uso de este
producto toxico.

. Se explico ademas de manera cientifica que el
resurgimiento de plagas en el cultivo puede ser ocasionado por
la nula presencia de artropodos benéficos en las parcelas. El
indice de diversidad de Margalef mas bajo se tabuldé con los
datos de abundancia de las especies en el tratamiento
endosulfan, el testigo absoluto y las concentraciones los
extractos vegetales testeados.

. Los escenarios de desbalances biolégicos ocasionados
en los agro-ecosistemas de arroz pueden ser atribuidos la
aplicacion desmesurada de insecticidas organoclorados cuyo
efectos mortales sobre la diversidad de artropodos se presentan

en este trabajo.
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RECOMENDACIONES

o Se recomienda la continuidad de la investigacion de
bioproductos en mezclas a diferentes proporciones para
alcanzar una mortalidad mas cercana 100% de los caracoles en
invernadero y campo.

o Recomendamos la sociabilizacibn de los presentes
resultados para la adopcion por parte de los productores de
arroz.

o Se recomienda la identificacion de las estructuras

guimicas responsables de la actividad molusquicida.



APENDICE 1. DATOS DE LAS EVALUACIONES DIARIAS EN
CAMPO (NUMERO DE PLANTAS AFECTADAS POR
PARCELA)

DISTRIBUCION TRATAMIENTOS

Blogue 1 | Blogue 2 | Blogue 3 | Bloque 4
T12 T5 T3 T5
T4 T10 T4 T2
T11 T1 T9 T10
T6 T4 T7 T12
T7 T6 T8 T4
T3 T11 T12 T7
T8 T9 T2 T8
T10 T8 T5 T1
T9 T2 T6 T9
T2 T7 T1 T6
T5 T12 T10 T11
T1 T3 T11 T3




DIA 1




DIA 2

11




DIA 3

10 6 10
1 1 1
7 2 2
2 2 1
7 5 5
5 6 5
7 12 10
2 6 2
3) 4 4
7 8 3
8 7 8
8 8 8




DIA 4

16 9 9 15
1 1 1 1
12 6 2 5
3 7 8 4
8 12 8 10
8 7 12 8
7 6 12 11
2 10 5 7
6 5 12 7
9 7 11 3
8 8 8 11
10 9 9 10




DIA 5

19 12 10 17
1 1 1 1
15 9 8 5
6 9 10 6
10 13 10 11
12 8 14 10
10 8 14 14
2 12 6 8
10 6 13 9
9 9 13 7
10 9 8 13
12 11 10 10




APENDICE 2. DATOS DE MORTALIDAD OBTENIDOS EN EL
LABORATORIO (NUMERO DE CARACOLES MUERTOS POR
VIAL).

EXTRACTO DE CBE-PAT-FP-001

TRATAMIETO |REPT |MUERTOS

O OOV |OIUTNIOIIN|O|O |00

alajaja|b(bbDwlwlwlwNd NN Rk ke
DwNRIB W NP WNRB W NP B W[N]~




EXTRACTO DE CBE-PAT-FP-002

TRATAMIENTO |[REPT |MUERTOS
6 1 0
6 2 0
6 3 0
6 4 0
7 1 0
7 2 0
7 3 0
7 4 1
8 1 0
8 2 1
8 3 2
8 4 1
9 1 2
9 2 2
9 3 3
9 4 3

10 1 1
10 2 2
10 3 4
10 4 2

TESTIGO POSITIVO (ENDOSULFAN)

TRATAMIENTO |[REPT |MUERTOS
11 1 10
11 2 10
11 3 10
11 4 10

TESTIGO NEGATIVO (SIN PRODUCTO)

TRATAMIENTO |[REPT |MUERTOS
12
12
12
12

AWIN|F
O|0|0|O




APENDICE 3. METODOLOGIA PARA LA MEDICION DE LA
DIVERSIDAD DE ARTROPODOS.

Medicion de
diversidad
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