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RESUMEN

Planococcus citri “chanchito blanco” es una plaga importante de citricos,
vid y sus malezas asociadas en todo el mundo. El control de este fitéfago
se basa en un control integrado, donde los extractos vegetales
constituyen una real alternativa. Por tal motivo, la investigacion
experimental de tipo aplicada tuvo como objetivo evaluar el efecto
bioinsecticida de los extractos etanolicos de Agave murpheyi “agave” y
Azorella diapensioides “yareta” frente a la mortandad de Planococcus citri
“chanchito blanco”.

El estudio se desarroll6 en los laboratorios del CITEagroindustrial y la
Universidad Nacional San Luis Gonzaga de Ica, donde se obtuvieron los
extractos etandlicos de las plantas y se cri6 la cepa de Planococcus citri
en zapallos y brotes de papas. Para los bioensayos, cada repeticion
consistié en 25 individuos dispuestos en tapers de un litro que contenian
un tubérculo de papa. Las concentraciones evaluadas fueron de 10, 25,
50 y 75% del extracto de Agave murpheyi “agave” y 10, 25, 50 y 60% del
extracto de Azorella diapensioides “yareta”. Los tratamientos positivo y
negativo constaron en un producto quimico y agua - tween
respectivamente. Todos los tratamientos fueron aplicados por aspersion
mediante atomizadores manuales. Luego de la aplicacion de los extractos
se evalud la mortandad con ayuda de un estereoscopio a las 5y 24 horas,
contabilizando los individuos de Planococcus citri muertos por el efecto de
los extractos.

Los resultados obtenidos fueron de gran importancia con un 68% de
mortandad en la concentracion al 50% del extracto de Azorella
diapensioides “yareta” y 71 % de mortandad para la concentracion al 75%
del extracto de Agave murpheyi “agave”. Los datos fueron ajustados con
la formula de Abbott corregida y procesados con el analisis de varianza
(ANOVA). Se obtuvo diferencia significativa de los extractos de yareta y

agave frente a sus diferentes concentraciones y frente al control negativo.



PALABRAS CLAVES: Biocidas, metabolitos secundarios, piojo harinoso.
citrus mealybug.
ABSTRACT

Planococcus citri "citrus mealybug" is an important pest for citrus, vine and
their associated weeds around the world. The control of this phytophagous
is based on an integrated control, where plant extracts are a real
alternative. Therefore, the objective of experimental research of the
applied type was to evaluate the bioinsecticidal effect of the ethanolic
extracts of Agave murpheyi "agave" and Azorella diapensioides "yareta"
on the mortality of Planococcus citri "citrus mealybug".

The study was carried out in the laboratories of CITEagroindustrial and
Universidad Nacional San Luis Gonzaga de Ica, where ethanolic plant
extracts were obtained and the Planococcus citri strain was grown in
pumpkins and potato buds. For the bioassays, each replicate consisted in
25 individuals placed in one-liter containers containing a potato tuber. The
concentrations evaluated were 10, 25, 50 and 75% of Agave murpheyi
"agave" extract and 10, 25, 50 and 60% of Azorella diapensioides "yareta"
extract. Positive and negative controls consisted in chemical and a water-
tween solution respectively. All treatments were applied by spray with
manual sprayers. Mortality was evaluated at 5 and 24 hours after
application, by counting the individuals of dead Planococcus citri, with the
help of a stereoscope.

The results obtained were of great importance with 68% and 71% mortality
in the concentration of 50% of the extract of Azorella diapensioides
"yareta" and 75% concentration of the extract of Agave murpheyi "agave"
respectively. The data were adjusted with the corrected Abbott formula
and processed with the analysis of variance (ANOVA). Significant
difference was obtained from the extracts of yareta and agave against

their different concentrations and against the negative control.
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INTRODUCCION

En la actualidad una gran cantidad de insectos son plagas de los
diferentes cultivos mas importantes en el Perl, estas plagas pueden
ocasionar defoliacion, dafios a los frutos, flores, semillas, brotes, raices y
tallos de todos los cultivos susceptibles a ellos. Una de las plagas mas
importantes es Planococcus citri, que ataca a una gran variedad de
cultivos, siendo las vides uno de los cultivos mas susceptibles a esta
plaga.

Planococcus citri (Risso) es una plaga conocida en el Pert y en el mundo
con diversos nombres vulgares como chanchito blanco, cochinilla
harinosa, cochinilla algodonosa, citrus mealybug, cotonet, entre otros;
esto referido a su aspecto harinoso, por las secreciones de su cuerpo y
por la melaza que excretan. Esta especie polifaga ha sido descrita sobre
mas de 180 especies de plantas y se alimenta de especies vegetales
tanto arboles como arbustos *. La hembra puede producir alrededor de
300 a 600 huevos que los pone de forma agrupada en estructuras
algodonosas llamadas ovisacos. Las ninfas migrantes emergen de los
ovisacos al cabo de 2 a 10 dias 2. Las hembras de P. citri poseen tres
estadios ninfales. Los machos, poseen el primer y segundo estadio ninfal
similar a la hembra, aunque de menor tamafo, luego se desarrolla un
prepupoide y pupoide que se observa como un capullo algodonoso
alargado del cual emergen en aproximadamente 11 dias, este sera un
adulto alado con dos filamentos en la parte trasera y de aspecto fragil °.
Los efectos producidos por la ninfas y hembras adultas de P. citri son los
dafios ocasionados por la succion de savia de las plantas y excrecion de
melaza sobre las estructuras de éstas; dichos dafios son propicios para
gue enfermedades producidas por hongos puedan crecer sobre ello
dando un aspecto desagradable, esto puede degradar la calidad de la
fruta y en algunas plantas reducir el efecto fotosintético de las hojas * *.
La disminucién del rendimiento de los cultivos debido al ataque de plagas

es en un 20 a 30% en la mayoria de cultivos; el mayor porcentaje de



control de dichas plagas son con plaguicidas de sintesis quimica de alto
impacto negativo para el medio ambiente, para los organismos benéficos
y para los consumidores °. Las consecuencias de las aplicaciones de
quimicos de amplio espectro son fatales para la salud humana. Nava, et
al. (2012) de acuerdo con la OMS estim0 que anualmente cerca de un
millon de personas son intoxicadas con plaguicidas quimicos y entre cinco
mil y veinte mil de ellos fallecen; el 50% de los fallecidos por intoxicacion
con estos quimicos son agricultores y los demas son envenenamiento por
consumo de alimentos contaminados ® 7. Por esta razén se presenta
como alternativa amigable a los extractos vegetales denominados
plaguicidas biolégicos, bioplaguicidas o biocidas.

Los insecticidas de origen vegetal o biocidas constituyen una alternativa
para los insecticidas quimicos; estos insecticidas biol6gicos son obtenidos
de partes de plantas que han desarrollado resistencia al ataque de
plagas, esta resistencia se basa en la produccién de compuestos activos
(metabolitos secundarios) para inhibir o contrarrestar dichos ataques;
siendo algunos de estos compuestos las saponinas, taninos, alcaloides,
terpenoides, entre otros. Existen al menos cien mil compuestos activos de
bajo peso molecular denominados metabolitos secundarios derivados de
plantas y diez mil de ellos han sido desarrollados como adaptacién a las
plagas ’. Los biocidas pueden demostrar su efecto sobre las plagas de los
cultivos de diversas formas, los principales efectos son: toxicidad (con ello
la mortandad o repelencia); inhibiciobn de crecimiento; supresién del
comportamiento reproductivo y reduccién de la fertilidad ’.

Actualmente existen una gran cantidad de productos derivados de
extractos vegetales con efecto de control sobre las plagas; estos biocidas
son de facil degradacién en el medio ambiente ya que son derivados de
plantas y no poseen efectos adversos sobre animales °; en esta
investigacién se utilizaron las plantas denominadas Agave murpheyi f.

variegata “agave” y Azorella diapensioides A. Gray “yareta”.



El Agave “maguey” es una planta suculenta, pertenece a la familia de las
Agavéacea, siendo esta originaria de México. También es conocida bajo
los nombres de Agave amarillo, Pita, Pitdn, Alcibara, Maguey, Cardon,
entre otros® °. El Agave puede alcanzar hasta los 2 metros de altura y no
presenta tallo por lo que las hojas salen desde la base, dichas hojas son
lanceoladas con espinas en la punta y con bordes de color verde grisaceo
0 azulado con margenes amarillos, muy carnosos, rigidos y en ocasiones
curvadas por su peso. Florece solo una vez y cuando termina la floracion,
la planta muere®. Existen varios estudios del género Agave que han
demostrado la presencia de diferentes grupos de metabolitos secundarios
como saponinas, glicésidos cardiacos, esteroides, taninos y flavonoides™®.
En este género las saponinas esteroidales pertenecen en su mayoria al
grupo de las hecogeninas, mostrando concentraciones bastante altas y
siendo estas las mas estudiadas, presentando actividad molusquicida
bien documentada®?.

La Azorella “yareta” es una hierba perenne que en conjunto forman
cojines compactos de varios metros de didmetro, es denominada yareta,
yarita, champa o cojines, son especies longevas que pueden llegar a vivir
mas de 500 afios. Su crecimiento es lento e inicia su desarrollo en

bloques de rocas y no en suelos descubiertos®® .

Esta planta se
distribuye en Peru, Bolivia, Chile y noroeste de Argentina pudiendo crecer
en las laderas y montafias de entre 2800 hasta los 5200m sobre el nivel
del mar, siendo una de las especies que alcanza mayores altitudes a nivel
mundial. Los extractos etandlicos de yareta poseen alto efecto ovicida
sobre T. urticae al mismo nivel que los quimicos utilizados como control
positivo, también un efecto acaricida moderado sobre la misma especie®®
14 Un estudio fitoquimico de Azorella compacta demostré que esta planta

posee una gran cantidad de metabolitos secundarios® *°.

Por tal razon, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto

bioinsecticida de los extractos etanolicos de Agave murpheyi F. Gibson



forma variegata “agave” y Azorella diapensioides A. Gray “yareta” frente a
Planococcus citri “chanchito blanco”. Asi mismo se evalué el efecto
bioinsecticida de las plantas antes mencionadas en diferentes tiempos y
concentraciones frente al Planococcus citri de la vid; con el fin de obtener
un producto natural a base de plantas que puedan controlar el ataque de

dichos insectos y con ellos disminuir la aplicacién de productos quimicos.



ANTECEDENTES

No se encontraron referencias sobre la aplicacion de los extractos de
Agave murpheyi F. Gibson forma variegata “agave” y Azorella
diapensioides A. Gray ‘“yareta” frente a la plaga Planococcus citri
“chanchito blanco”, tampoco se encontraron referencias de la aplicacion
de los extractos de los géneros Agave y Azorella frente a la misma plaga,
por este motivo se cita como antecedentes a los efectos insecticidas,
acaricidas, fungicidas, bactericidas, entre otros de los extractos de dichas

plantas.

e VILLAVICENCIO, N. et al. 2010. Hidalgo, México; sustentan que los
productos obtenidos de varias especies de agaves poseen actividad
biolégica en diferentes organismos de prueba, es asi que en este
estudio realizaron entrevistas para obtener informacién acerca de las
plantas que se utilizaban para el control de plagas, donde se obtuvo
que utilizan un producto elaborados a base de los compuestos del
género agave. Esto puede ser corroborado con el estudio realizado por
DHARMASHAKTU., et al, 1987; citado por Villavicencio en el 2010, en
donde demuestra que los extractos de hojas de Agave americana a
una concentracion de 0.08% causaron 100% de mortalidad en larvas

de mosquitos de los géneros Anopheles, Aedes y Culex *’.

e NEIRA, M. Y VELASTEGUI, R. 2010. Nevado, Ecuador; Sustentan la
presencia de glucésido espirostanol, saponinas, saponinas esteroidales
y derivados de tetratriacontanol en el Agave americana. La parte
suculenta del Agave americana que se habia empleado para la
obtencion de extractos, posee en su composicion tanto de las hojas
como de la raiz, saponinas, pero la raiz posee mayor cantidad que en

las hojas. Esto indicé que el efecto fungicida del extracto de agave se



debe a la cantidad de saponinas presentes en cada parte de la planta,
debido a ello el extracto de la raiz del agave es mucho mas efectivo
para el control de oidio que el de las hojas*®. También reporta que este
y otros estudios sobre Agave americana demuestran que esta planta
posee saponinas: agavasaponina E, agavasaponina y otros
compuestos como el tetratriacontanol, tetratriacontyl hexadecanoato y
un nuevo 2-tritriacontylcromina que han sido aislados de Agave
americana L., dos de estos compuestos exponen significativa actividad

antibacteriana®®.

FUERTES, C. et al. 2010. Lima, Per0; Realizaron un estudio con el fin
de favorecer la disminuir de plaguicidas aplicados en los cultivos y dar
como alternativa extractos inocuos para los cultivos y suelos, pero con
efecto en las principales plagas que atacan a los cultivos. Iniciaron con
la colecta de 40 especies de plantas con propiedades biocidas, entre
las especies mas relevantes se encontr6 al Agave americana. Los
extractos se obtuvieron por la metodologia de extraccion acuosa. Entre
las especies biocidas que han mostrado resultados expectantes por
sus propiedades plaguicidas en favor del algodonero se encuentran:
Agave americana, Lonchocarpus nicou, Hura crepitans y Cissampelos
grandifolia. Después de las cuatro aplicaciones de los extractos
liofilizados, el extracto de Agave americana (maguey) mostré un efecto
significativo sobre Aphis gossypii y no presento efecto dafiino contra los
controladores biologicos, las poblaciones permanecieron intactas, lo
cual constituye una ventaja con relacion a los insecticidas no

naturales®®.

IANNACONE, J. et al. 2013. Lima, Peru; Demostraron en los tamizajes
fitoquimicos del género Agave, la presencia de algunos metabolitos
secundarios como saponinas, glicésidos cardiacos, esteroides, taninos

y flavonoides. Las hecogeninas muestran concentraciones bastante



altas y son las méas estudiadas, presentando actividad molusquicida
bien documentada. Los mayores efectos sobre M. tuberculata se
observaron en el extracto acuoso de las hojas de A. americana, siendo
considerado como un buen sustituto para el molusquicida niclosamida,
disponible comercialmente, y que pueden ser empleados en forma
segura para el control de caracoles vectores-transmisores de

trematodos*?.

TELLO, V. et al. 2014. Iquique, Chile; Evaluaron el efecto acaricida de
seis extractos metandlicos de seis plantas diferentes en donde la
yareta mostro el efecto més importante sobre los huevos de acaros. La
Azorella compacta posee una gran cantidad de compuestos que
pueden ser utilizados en la agricultura para el control o repelencia de
plagas. Estudios realizados a esta planta demuestran que los extractos
obtenidos poseen una gran cantidad de terpeno, siendo uno de los mas
abundantes el azorellanol. Dichos extractos fueron utilizados para el
control de huevos de T. urticae y demostré que tiene una gran eficacia
sobre estos. También se demostré en este mismo estudio que posee

efecto acaricida en un nivel moderado™®.

LOYOLA, L. et al. 2004. Antofagasta, Chile; Analizaron el efecto
inhibitorio de cinco diterpenoides aislados de la planta Azorella
compacta frente a Plasmodium berghei en donde se inyectaron
intraperitonealmente ratones con una cantidad de 108 glébulos rojos
parasitados (de 10 mg / kg / dia) y posteriormente procedieron a
determinar el efecto supresor de la malaria, mediante el examen de
frotis sanguineo tefiido con Giensa, para eso se tom0 muestras de
sangre de las colas de los ratones. Los resultados de este estudio
proporcionaron una primera evidencia de la actividad antiplasmodial de

los diterpenos del tipo mulinano aislados de fuentes naturales®.



lIl. MATERIALES Y METODO

3.1. Materiales

3.1.1. Material biolégico

El material bioldgico estuvo constituido por:

3.2.Método

1 kilogramo de muestras de Azorella diapensioides “yareta”.
1 kilogramo de muestras de Agave murpheyi “agave”.
Especimenes de Planococcus citri “chanchito blanco”
criados en laboratorio.

Semillas de Solanum tuberosum “papa” germinadas.

Muestras de zapallos de la variedad punky.

3.2.1. Identificacion de las plantas colectadas.

Las muestras de A. murpheyi “agave”, fueron colectadas en el
departamento y provincia de Ica. (Anexo 1, figura 03) y las
muestras de A. diapensioides “yareta”, fueron colectadas en la
Reserva Nacional Pampa Galeras-Barbara d'Achille. (Anexo
1, figura 04). Ambas plantas fueron enviadas al Herbario del
Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos, donde se realizé su identificacion taxonomica.
Las muestras de yareta fueron identificadas como Azorella
diapensioides A. Gray “yareta” y las muestras de agave fueron
identificadas como Agave murpheyi f. variegata “agave”

respectivamente. (Anexo 2a).

3.2.2. Elaboraciéon de los extractos etandélicos.



3.2.2.1.

3.2.2.2.

Recoleccion, secado y fragmentaciéon de las

plantas.

Las muestras de las plantas fueron colectas en horas
de la mafana para captar todos los metabolitos que se
pudieran perder con el sol, mantener la humedad y la
turgencia de las plantas®’. Para el A. murpheyi “agave”
solo se realiz6 colecta de hojas y para la A.
diapensioides “yareta” se realiz6 colecta de la planta
completa (hojas, tallos y raiz), estas muestras fueron
manipuladas con mucho cuidado para que estén en
buen estado®’ (Anexo 3, figura 5a y 5c). Luego se
procedio al secado de las muestras al ambiente libre,
bajo sombra, por aproximadamente dos semanas; para
el caso de la planta suculenta A. murpheyi “agave” se
procedio a realizar la extraccion de los compuestos con
el vegetal recién cortado. Posteriormente se procedid
con la fragmentacion de las muestras, estas fueron
cortadas en porciones de 5 mm con ayuda de cuchillas,
por ultimo, se procedi6 a almacenar las muestras
fragmentadas en los recipientes de vidrio para la

obtencion de los extractos?. (Anexo 3, figura 6ay 6b).

Obtencion de los extractos por reflujo.

Se realizé6 la extraccién de los compuestos secundarios
con etanol como solvente en una extraccion continua.
Se empleo el método del reflujo, este método desarrolla
destilacion por arrastre de vapor y asi facilita la
extraccién de los principios activos, lo cual permite la
separacién de componentes volatiles de otros que son

menos volatiles %> 4,



3.2.2.3.

Se peso6 200 g de material vegetal seco y picado en el
caso de A. diapensioides “yareta” y material vegetal
fresco y picado en el caso de A. murpheyi “agave’,
estos fueron dejados macerando en etanol al 96% por
48 horas con agitaciones frecuentes. Pasados las 48
horas se separ0 el solvente del sustrato y dicho
sustrato se colocé en un matraz, obteniéndose un
matraz por cada muestra de planta®®. Se colocé sobre
la boca del matraz un tapon de goma con una varilla de
vidrio (reflujo), posteriormente se llevo a una fuente de
calor hasta que llegue a la ebullicion y el vapor fue
condensado gracias al enfriamiento de la varilla®?°.
(Anexo 3, figura 7).

Se realiz6 la extracciéon de los compuestos secundarios
por un espacio de 8 horas por cada muestra, luego se
procedid al filtrado del solvente y se juntaron ambos
solventes que contenian los compuestos secundarios
(el obtenido del macerado con el obtenido del reflujo),
finalmente se llevé a concentrar en el rotaevaporador
hasta obtener los extractos semi secos; durante este
proceso el solvente es reciclado, permitiendo obtener
mayor cantidad del extracto y el ahorro del solvente®
%5 Los extractos semi secos se dispusieron en platos
de porcelana forrados con papel aluminio hasta dejar

2
| 5

evaporar el solvente residual “°. (Anexo 3, figura 8 y 9).

Conservacion de los extractos.

Los extractos que se obtuvieron del raspado de los
platos de porcelana se colocaron en placas y se
cubrieron con papel, posteriormente se dispusieron en

refrigeracion hasta su utilizacion.
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3.2.2.4.

De acuerdo a Corpas y Barriga (1993), es muy

importante la conservacion de los extractos vegetales

por ello se debe cumplir con las siguientes

condiciones®:

= Se deben conservar protegiéndolos de la Iluz
(Frascos de vidrio oscuros cubiertos con papel
aluminio).

= Los envases deben estar bien tapados.

= También se debe de mantener en oscuridad a 4 ° C

hasta su analisis®®.

Realizacion del screening fitoquimico de Azorella
diapensioides “yareta”.

Las determinaciones se realizaron siguiendo el
protocolo disefiado por la Dra. Olga Lock Sing. Las
modificaciones se realizaron mediante comunicacion
personal con la asesora Haydee Chavez Orellana y se
tomo como referencia a otros autores.

El extracto se dividié en fracciones con solventes de
diferentes polaridades, obteniéndose las fracciones A,
B,C.D,E 27, 28.

e Fraccion A: Fue el extracto obtenido por
maceracion y reflujo (extracto propiamente
dicho).

Se coloc6 20 g del extracto (Fraccion A) en un vaso
precipitado y se afladié 130 ml de acido clorhidrico
(HCL) al 1%, se homogenizo6 y se paso6 por un papel
filtro, en donde se obtuvo una parte soluble y una
insoluble; la parte insoluble fue la Fraccion B vy la
parte soluble se siguié trabajando para obtener las

demas fracciones. La fraccion B se lavé con agua
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destilada para quitar los residuos del &cido
clorhidrico #’. (Anexo3, figura 10).

A la parte insoluble (extracto + HCL) se le afiadio 2
ml de hidroxido de amonio para alcalinizar y se midio
con papel de tornasol (vira de rojo a morado para
alcalino). Se dispuso esta solucién en un embudo de
decantacion y se afiadio 100 ml de diclorometano,
se mezcld agitando bruscamente el embudo de
decantacion y se liber6 el gas que emitia, esta
accion se repitio varias veces hasta obtener poca
liberacion de gas. En esta reaccion se formo 2
partes, la superior de color verde y la inferior de color
transparente, se extrajo la parte transparente y se
filtra con papel filtro doble, esta fue la Fraccion C.
Luego se afiadi6 100 ml de diclorometano y se
repitié la accion 2’

Se prepar6 una solucién de 40 ml de etanol y 60ml
de diclorometano y se realizd agitacion constante y
liberacion de gas (se repiti6 la accion anterior). De la
misma forma, se dividié en una parte superior verde
y una parte inferior transparente, se filtré la parte
transparente con papel filtro y esta correspondio a la
Fraccion D; la otra parte de color verde oscuro
correspondié a la Fraccion E. (Anexo 3, figura 11ay
11b).

Una vez obtenidas todas las fracciones, se procedio
a realizar las reacciones para determinar los grupos
de compuestos secundarios 2’

Reaccion de Shinoda: Determinacion de

flavonoides en la Fraccion A, Dy E.
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Se dispuso una alicuota de la fraccion a utilizar
sobre placas excavadas, posteriormente se afadio
limadura de magnesio y gotas de HCL concentrado y
se observa la reaccion con un viraje de color verde a
rojo; esto indicé la presencia de flavonoides en el
extracto 2" ?8%_(Anexo 3, figura 12).

Reaccion de Rosenheim: Determinacion de

leucoantocianidinas en Fraccion E.

Se agregdé 1 ml de HCL concentrado en 1 ml de la
fraccibn E y se puso a calentar en bafio maria a
50°C durante 10 minutos aproximadamente y se
dejo enfriar. Se afiadié 2 ml de agua destilada, 2 ml
de alcohol anhidro, se agitdé y se observo la fase
superior: En donde se observé de color verde que

indicaba la presencia de leucoantocianidinas 2" *°.

Reaccion de Taninos: En Fraccién A.

Se agregd una fraccion del extracto de la Fraccion A
y 8 ml de agua destilada estéril, luego se dispuso en
4 tubos de ensayo: Tubol: Se afiadié 1 ml de cloruro
de sodio al 5%, Tubo 2: Se afiadié 1ml de solucion
de gelatina, Tubo 3: Se afiadid 1 ml de solucién de
gelatina y 1ml de cloruro de sodio al 5% y al Tubo 4:
Fue el control para la comparacion. La reaccion no
vird de color y no precipité la gelatina, siendo esto
indicador de ausencia de taninos 2" %,

Reaccion de Ninhidrina: Determinacion de

Aminoéacidos en Fracciéon A.

Se agregd una gota de la Fraccion A sobre un papel
filtro, se dej6 secar y se agregé una gota de

ninhidrina al 0.2%, finalmente se puso el papel filtro
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en una estufa a 110 a 120°C y se observd una
mancha de color violeta lo cual indicé la presencia
de aminoécidos 2" ?°. (Anexo 3, figura 13).

Reaccion de terpenos y esteroides: en Fraccién
DyC.

Se disolvié una alicuota con diclorometano, se paso
con ayuda de una espatula a una placa excavada,
se afadié 4 gotas de anhidrido acético, 2 gotas de
acido sulfurico y se puso en calor; el cambio de color

demostr6 la presencia de terpenos y esteroides 2" %,

Deteccion de Cardendélidos: Fraccion C.

Se disolvié una alicuota de la Fraccion C en 2 ml de
HCL al 1%, se dispuso en una placa excavada en
cuatro pozos; En el primer pozo se agregd una gota
del reactivo Dragendorff, en el segundo pozo se
agreg6 1 gota del reactivo Mayer, en el ultimo pazo
se agregd 2 gotas del reactivo Wagner y se
emulsiond. Las reacciones no indicaron positivo para
esta determinaci6n 2" %,

Reaccion de Lieberman - Buchard:

Determinacion de Catequinas. Fraccion D.

Se disolvi6é una alicuota de la Fraccién D en 2 ml de
etanol, se agregd 1ml de metanol, se agrego 0.5 ml
de HCl y se puso en bafio maria durante 10 minutos;
Se dej6 enfriar y se afladié 2ml de agua méas 0.5 ml
de alcohol amilico. La reaccién determindé la

presencia de catequinas 2’
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3.2.3. Crianza de Planococcus citri “chanchito blanco” en

laboratorio.

3.2.3.1. Produccion de brotes de Solanum tuberosum
“papa” y obtencidén de zapallo.
Las semillas de S. tuberosum “papa” fueron de
variedad peruanita de entre 40 a 65 ¢
aproximadamente y aquellas que tuvieron una gran
cantidad de yemas, evitando aquellas que tuvieran
cualquier tipo de dafio.
Para la produccién de los brotes etiolados de S.
tuberosum “papa” se inicié con el tratamiento de las
semillas con un antifingico para evitar la proliferacion
de hongos. También se aplicé un activador de brotes
(Activol) a las semillas para que las yemas u ojos
emerjan simultaneamente. Segun Quirés y Oyarzun el
sustrato estuvo constituido por tierra y arena y esto fue
modificado por los autores con la adicion de humus en
una mezcla en proporciones de 1:1:1. El sustrato
también fue tratado previamente con un antifingico y
se coloc6 en una caja de carton para que conserve la
humedad, una vez se trataron los tubérculos, estos se
dispusieron en el sustrato separados en 10 cm uno de
otro aproximadamente 32, Las cajas se colocaron en
una sala oscura para evitar la fotosintesis y el
crecimiento excesivo de los brotes (evitar con ello
acortar la vida del brote) **. Después de 30 dias se
obtuvieron brotes de entre 10 a 20 cm y se procedio a
la cosecha de estos. (Anexo 3, figura 14).
Los frutos de zapallos de la variedad punky se
obtuvieron del laboratorio de control biolégico del

Servicio Nacional de Sanidad Agraria.
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3.2.3.2. Inoculacién y produccion de Planococcus citri

“chanchito blanco”

v Una vez obtenidos los brotes etiolados de S.
tuberosum “papa”, se cosecharon cortando las
raices y quitando la mayor cantidad de tierra posible.
Las papas con brotes se dispusieron en tapers
namero 5 con las tapas cortadas y forradas con tela
para dar una buena aireacion, también se puso
papel Kraft en la base entre el taper y las papas y se
colocé una tela de color negro para proporcionar las
condiciones adecuadas de reproduccion. (Anexo 3,
figura 14).

El in6culo de P. citri “chanchito blanco” fue
proporcionado por el laboratorio de investigacion de
controladores biolégicos del CITEagroindustrial,
estos fueron inoculados en los brotes de papa
puestos en los tapers para asi proliferar y obtener
una gran cantidad de ejemplares. Las tapers con los
brotes de papa inoculados fueron almacenados a
temperaturas entre 22 a 25°C, con el fin de
proporcionar un ambiente adecuado para que dichos
insectos se reproduzcan de manera adecuada %°.
v Una vez obtenidos los zapallos se dispusieron en
taper con las mismas condiciones para los brotes de
papas y se realiz6 la inoculacion del P. citri
“chanchito blanco” sobre el zapallo. Se dispuso con
las mismas condiciones de temperatura y oscuridad.
(Anexo 3, figura 15).

3.2.4. Medicio6n de la efectividad bioinsecticida de los extractos.

3.2.4.1. Preparacién de las concentraciones y testigos.
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El extracto solido de A. murpheyi “agave” se diluyd en
una solucion de agua - tween al 15% y el extracto
solido de A. diapensioides “yareta” se diluyé en una
solucion de agua - tween al 30%, esto de acuerdo a la
cantidad de tween utilizado para diluir los extractos. El
control positivo fue Kohinor 350 SC aplicado de
acuerdo a las indicaciones del fabricante. (Anexo 3,
figura 16).

Cada uno de los extractos fueron diluidos para obtener
la cantidad suficiente para aplicar a todas las
repeticiones que se tuvieron. Se prepararon cuatro
diluciones para el extracto de A. murpheyi “agave” a
diferentes concentraciones de 10%, 25%, 50% y 75% y
para el extracto de A. diapensioides “yareta” de la
misma manera se realizaron cuatro diluciones a
diferentes concentraciones 10%, 25%, 50% y 60%,;
donde se evalud la efectividad de los extractos, esto
reflejado por la mortandad de individuos que

ocasionaron®*. (Anexo 3, figura 17).

3.2.4.2. Actividad bioinsecticida

Bioensayos

Una vez que se prepararon las dosis de ambos
extractos, estos fueron aplicados de la siguiente
manera: Los ensayos se realizaron en condiciones
controladas en camara climatica (Fitotron) a 24°C + 2
grados, a una humedad relativa (HR) 65% y 12 horas
luminosidad. Dichos ensayos se realizaron en
envases de plastico de 7 cm de altura y 12 cm de
diametro con un volumen de un litro

aproximadamente; las tapas tuvieron una abertura
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circular en la parte superior y fue cubierta con tela
para dar ventilacion y evitar las concentraciones de
vapores. En cada envase se coloco un papel filtro en
la base, una papa germinada (brotes etiolados) y se
afiadio entre 10 a 40 individuos de P. citri (obtenidos
de la crianza en laboratorio), esto se realiz6 una hora
antes de iniciar las aplicaciones®® ** 3¢, (Anexo 3,
figura 18). Se tuvieron cinco envases, cada uni con
una papa germinada y 25 individuos de P. citri en
promedio, esto representd las repeticiones de dichos
ensayos y fue realizado para cada una de las
concentraciones de los extractos. La aplicacion de los
extractos vegetales se realiz6 por la técnica de
aspersiéon a través de atomizadores manuales, en
donde se asperj6 1 ml del extracto en toda la papa
gue se encontraba dentro del envase (al fondo del
taper un papel filtro para absorber el excedente), de la
misma manera se aplicd el control positivo (Kohinor) y

el control negativo (Agua-Tween)®3¢

. (Anexo 3, figura
19). Después de la aplicacién de las diferentes dosis
del extracto se contabiliz6 el tiempo para hacer los
registros sobre el porcentaje de P. citri muertos en

2L, 35 36 ge  realizd

tiempos de 5 y 24 horas
modificaciones en la medicion de los tiempos
propuestos en el perfil, esto segun las observaciones

que se realiz6 durante el desarrollo de los ensayos.

3.2.4.3. Variable de respuesta evaluada

La mortandad se determind por el total de insectos
muertos sobre el total de insectos al inicio del ensayo,

se considerd6 muertos aquellos individuos que al ser

18



rozados con un estilete no mostraron motilidad. La
mortandad observada en los controles se descont6
mediante la férmula de Abbott (1995) 3* 3.

% mt — % mta
100 — % mta

% Mortalidad corregida = ( )X 100

Donde®:
v mt = mortandad en el tratamiento.
v mta = mortandad en el tratamiento testigo (control

negativo).

3.2.4.4. Andlisis estadistico

Para los bioensayos, el disefio experimental fue
completamente al azar. Para la correccion de la
mortandad en el tratamiento negativo se utilizd la
formula de Abbott*>** Para la eficiencia de los
tratamientos se evalué mediante analisis de varianza
(ANOVA), con un nivel de significancia de a=0,05, en
donde no fue necesario realizar la normalizacién de los
datos ya que éstos cumplian con el supuesto de
normalidad ** *°. Se aplicé la misma metodologia para

los extractos de las dos plantas.
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IV. RESULTADOS

Durante la investigacion se determind que los extractos evaluados en sus
diferentes concentraciones tienen efectos insecticidas sobre los individuos
de Planococcus citri de la vid. Esto evidenciado por la disminucién o
muerte de los individuos de Planococcus citri al ser aplicados con los

extractos y evaluados a las 5y 24 horas.
4.1.Efecto bioinsecticida de Azorella diapensioides A. Gray “yareta”.

Tabla 1. Porcentaje de mortandad de Planococcus citri frente a los
extractos de A. diapensioides en diferentes concentraciones y tiempos

de evaluaciones.
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% mortandad % mortandad

Tratamiento  Descripcion  Poblacion
a 5 horas a 24 horas
T1 Testigo 16 7.3 16.2
T2 Yareta 10% 16 34.1 49.2
T3 Yareta 25% 16 37.2 53.2
T4 Yareta 50% 16 53.6 68.0
T5 Yareta 60% 14 51.7 67.0
T6 Control positivo 16 87.9 95.3

Tabla 2. Porcentaje de mortandad corregida de Planococcus citri

frente a los extractos de A. diapensioides “yareta” en diferentes

% mortandad % mortandad

Tratamiento  Descripcibn  Poblacion
a 5 horas a 24 horas
T1 Testigo 16 0.0 0.0
T2 Yareta 10% 16 28.9 39.4
T3 Yareta 25% 16 32.3 44.1
T4 Yareta 50% 16 49.9 61.8
T5 Yareta 60% 14 47.9 60.7
T6 Control positivo 16 86.9 94.4

concentraciones y tiempos de evaluaciones, segun Abbott (1995).

v' La poblacién fue el promedio de 5 repeticiones que se realizaron

para cada tratamiento, donde se contaron los individuos de A.

d
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oides “yareta” que se encontraron sobre el tubérculo o los brotes.
Los porcentajes de mortandad fueron los colectados directos y
estos fueron ajustados para descontar los porcentajes obtenidos

en los controles negativos.

Figural. Comparacion entre los porcentajes de mortandad de las

evaluaciones de 5 y 24 horas con los datos no ajustados de los

extractos de A. diapensioides “yareta”.

v

El mayor efecto insecticida fue del extracto al 50% con 61.8% de
mortandad, superando a la concentracién de 60% con 60.7% de
mortandad; el menor efecto insecticida fue del extracto al 10% con
39.4% de mortandad.

En todos los extractos de A. diapensioides “yareta” de las
diferentes concentraciones aplicadas directamente a los
individuos de P. citri, resultaron con cambios morfoldégicos, como
la pérdida parcial o completa de la capa cerosa que recubre a
estos individuos. Esto comparado con el control positivo en donde
se obtuvo la mortandad completa pero no se observé la pérdida
de la capa cerosa de los individuos de P. citri (Anexo 3, figura.
20).

Se observd que ciertos individuos de P. citri reaccionaron a la
aplicacion con secreciones amarillentas en la parte terminal del
cuerpo (Anexo 3, figura. 21).

A las 24 horas de aplicados los extractos de A. diapensioides
“yareta”, se observo que aun persistia extracto en los tubérculos,
a diferencia de la aplicacion del control negativo y positivo que al
cabo de 5 horas ya se habia evaporado (Anexos 3, figura. 22).
Para realizar la dilucion del extracto de A. diapensioides “yareta”
se necesité mayor cantidad de tween y se tuvo complicaciones
para diluir el extracto al 60% debido a su poca solubilidad con el

agua.
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Tabla 3. Porcentaje de mortandad acumulada a las 24 horas
mostrando las diferencias significativas entre los tratamientos

evaluados y los tratamientos testigos (ANOVA).

Tratamiento  Descripcion % mortandad  Diferencias

T1 Testigo 16.2 A

T2 Yareta 10% 49.2 B

T3 Yareta 25% 53.2 B

T4 Yareta 50% 68.0 C

T5 Yareta 60% 67.0 C

T6 Control positivo 95.3 D

v' Las medias con la letra comdn no son significativamente
diferentes (p > 0.05) segun la prueba LSD de Fisher. Existe
diferencia significativa de los tratamientos al 10% y 25% frente a
los tratamientos al 50% y 60%. También existe diferencia
significativa del control negativo frente a los demas tratamientos,
segun ANOVA.

4.2.Efecto bioinsecticida de Agave murpheyi F. Gibson forma

variegata “agave”.

Tabla 4. Porcentaje de mortandad de P. citri frente a los extractos de

_ o . % mortandad % mortandad
Tratamiento  Descripcion  Poblacion

a 5 horas a 24 horas
T1 Testigo 22 2.7 16.3
T2 Agave 10% 20 11.5 31.6
T3 Agave 25% 20 14.6 42.5

A. murpheyi en diferentes concentraciones y tiempos de evaluacion.
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T4 Agave 50% 21 25.9 57.1

T5 Agave 75% 21 32.0 71.1

T6 Control positivo 20 86.2 94.0

Tabla 5. Porcentaje de mortandad corregida de Planococcus citri

frente a los extractos de A. murpheyi en diferentes concentraciones y

. o .. % mortandad % mortandad
Tratamiento  Descripcibn  Poblacion

a 5 horas a 24 horas
T1 Testigo 22 0.0 0.0
T2 Agave 10% 20 9.0 18.3
T3 Agave 25% 20 12.2 31.3
T4 Agave 50% 21 23.8 48.8
T5 Agave 75% 21 30.1 65.5
T6 Control positivo 20 85.8 92.8

tiempos de evaluaciones.
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ion fue el promedio de 5 repeticiones que se realizaron para cada
tratamiento, donde se contaron los individuos de chanchito blanco
que se encontraron sobre el tubérculo o los brotes. Los
porcentajes de mortandad fueron los colectados directos y estos
fueron ajustados para descontar los porcentajes obtenidos en los

controles negativos.

Figura 2. Comparacion entre los porcentajes de mortandad de las

evaluaciones de 5 y 24 horas con los datos no ajustados de los

extractos de A. murpheyi “agave”.

v

El mayor efecto insecticida fue del extracto al 75% con 65.5% de
mortandad y el menor efecto insecticida fue del extracto al 10%

con 18.3% de mortandad.

En los extractos de A. murpheyi “agave” de las concentraciones
de 50 y 75% aplicadas directamente a los individuos de
Planococcus citri, resultaron con cambios morfolégicos, como la

pérdida parcial de la capa cerosa que recubre a estos individuos.

Tabla 6. Porcentaje de mortandad acumulada a las 24 horas

mostrando las diferencias significativas entre los tratamientos

evaluados y los tratamientos testigos (ANOVA).

Tratamiento  Descripcion % mortandad  Diferencias

T1 Testigo 16.3 A

T2 Agave 10% 316 B

T3 Agave 25% 42.5 C

T4 Agave 50% 57.1 D

T5 Agave 75% 711 E
T6 Control positivo 94.0 =
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v' Las medias con la letra comdn no son significativamente
diferentes (p > 0.05) segun la prueba LSD de Fisher. Existe
diferencia significativa entre todos los tratamientos de A. murpheyi
aplicados. Existe diferencia significativa del control negativo frente

a las diferentes concentraciones, segin ANOVA.

4.3.Diferencia del efecto bioinsecticida por tratamiento de Agave
murpheyi F. Gibson forma variegata “agave” y Azorella

diapensioides A. Gray “yareta”.

Cada uno de los tratamientos fueron comparados entre las mismas
concentraciones para determinar la diferencia de mortandad entres
los extractos de las dos plantas (T2 de yareta frente a T2 de agave,;
T3 de yareta frente a T3 de agave; T4 de yareta frente a T4 de agave

y de la misma forma los tratamientos positivos y negativos).

Tabla 7. Comparacion de los porcentajes de mortandad y la diferencia
significativa entre los tratamientos de la misma concentracién de los

extractos de A. murpheyi y A. diapensioides frente a Planococcus citri.

% mortandad a

Tratamiento Descripcion i i
p 24 horas Diferencia

T1 Testigo Yareta 16.2 A

T1 Testigo Agave 16.3 A

T2 Yareta 10% 49.2 A

T2 Agave 10% 31.6 B
T3 Yareta 25% 53.2 A

T3 Agave 25% 425 A

T4 Yareta 50% 68.0 A

T4 Agave 50% 57.1 B
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T5 Yareta 60% 67.0 A

T5 Agave 75% 71.1 B
T6 Control + Yareta 95.3 A
T6 Control +Agave 94.0 A

v' Para cada una de los tratamientos, las medias con la letra comdn no
son significativamente diferentes (p > 0.05) segun la prueba LSD de
Fisher. Existe diferencia significativa entre los extractos de los
tratamientos T2; T4 y T5 segun ANOVA. Los tratamientos T1 y T6
no existe diferencia significativa ya que son repeticiones de los

ensayos.

v' Para los tratamientos T2 hay diferencia de mortandad de un 20%
para A. diapensioides y para el T3 y T4 de ambos extractos se

diferenciaron en un 11% de mortandad para A. diapensioides.
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Figura 3. Comparacion entre los porcentajes de mortandad de las
evaluaciones de 5 y 24 horas con los datos no ajustados de los
extractos de A. murpheyi “agave” y A. diapensioides “yareta”.

4.4.Screening fitoquimico de Agave. murpheyi “agave”.

Tabla 8. Resultados del screening fitoquimico de Agave murpheyi f.

variegata “agave”. Determinacién de los principales grupos de

m

e _ . Extracto . . Extracto
Tipos de Metabolitos Etandlico Tipos de Metabolitos Etanolico

a Grasas y Aceites + Saponinas +++

Alcaloides - Fenoles y Taninos ++

b Lactonas - Aminoacidos Libres +++

o) Cumarinas - Quinonas -

| Trlterpen.os ylo + Flavonoides +

_ Esteroides

: Catequinas + Antocianidinas -

t Resinas - Mucilagos -

o Azucares Reductores ++

s secundarios del extracto etandlico de A. murpheyi.

v" Los principales grupos de metabolitos secundarios encontrados en
la planta A. murpheyi “agave” fueron las saponinas y los
aminoacidos libres con una cuantificacion de tres cruces, lo cual
indica la presencia en abundancia de estos compuestos. (Anexo
2b).

4.5.Screening fitoquimico de Azorella diapensioides “yareta”.

Tabla 9. Resultados del screening fitoquimico de Azorella
diapensioides A. Gray ‘“yareta”. Determinacion de los principales
grupos de metabolitos secundarios del extracto etanolico de A.

diapensioides.

Tipos de Metabolitos Extracto Etandlico
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Grasas y Aceites Positivo

Alcaloides Negativo
Catequinas Positivo
Terpenos y/o Esteroides Positivo
Cardendlidos Negativo
Aminoacidos Positivo
Flavonoides Positivo
Leucoantocianidinas Positivo
Taninos Negativo

v' Los principales grupos de metabolitos secundarios encontrados en
la planta A. diapensioides “yareta” fueron los flavonoides,
catequinas y terpenos. Las determinaciones se realizaron
determinando la presencia y ausencia de cada grupo de puestos

secundarios (Anexo 2b).

V. DISCUSION

Los extractos etandlicos obtenidos de la planta completa de Azorella
diapensioides “yareta” y de las hojas de A. murpheyi aplicados para el
control de Planococcus citri “chanchito blanco”, obtuvieron un efecto

insecticida considerable. En todos los tratamientos de ambos extractos se
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obtuvo diferencia significativa con respecto al testigo, siendo las
concentraciones del 50 y 75% de mas efectividad.

Para el extracto de Azorella diapensioides A. Gray “yareta” se obtuvo una
mortandad del 61.8% con una concentracion de extracto aplicada al 50%,
comprobando asi el efecto insecticida de dicha planta. Estos resultados
se pueden comparar con lo reportado por Borkosky, et al. (2016) con otras
especies de yareta como es la Azorella compacta, los extractos de esta
especie fueron aplicados como insecticida a escala de laboratorio frente a
Spodoptera frugiperda *. También concuerda con lo reportado por Tello,
et al. (2014), en donde se aplicé un extracto metandlico de Azorella
compacta sobre adultos de Tetranychus urticae “arafita roja” y se obtuvo
una mortandad superior al 50% y 100% de mortandad al ser aplicado a

los huevos de dicha plaga®.

Para el extracto de Agave murpheyi forma variegata “agave” se comprob6
el efecto insecticida sobre Planococcus citri “chanchito blanco” con una
mortandad de un 71% de los individuos con una concentracion de
extracto aplicado al 65.5%. Esto se puede comparar con los efectos
insecticida o biocidas de otras especies de agave como el Agave
americana; en donde Fuertes, et al. (2010), reportaron el efecto del
extracto liofilizado evaluado a las 24 horas de aplicacion, obteniendo 78%
de mortandad sobre Aphis gossypii “pulgén *°. Lo anterior concuerda con
lo citado por Villavicencio, et al. (2010), donde Dharmashaktu., et al,
(1987), reportaron 100% de mortandad de las larvas de mosquitos de la
familia culicidae al ser aplicados con los extractos de las hojas de Agave

americana ’.

Los extractos de A. diapensioides “yareta” en todas sus diluciones
afectaron criticamente a la cubierta cerosa de Planococcus citri, solo las
concentraciones del 50 y 75% del extracto de Agave murpheyi
ocasionaron el mismo efecto. La remocion de la capa cerosa vuelve

susceptible a dicha plaga a ser afectado por otros productos. Esto
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resultados son corroborados por Villar (2015), donde realizé la aplicacion
del detergente agricola TS-2035 como coadyuvante frente a hembras
adultas de Pseudococcus viburni, en donde obtuvo que las aplicaciones
de clorpirifés y hongos entomopatdgenos fueron significativamente menor
a los mismos tratamientos mas la adicién del detergente. La aplicacion del
detergente removié la capa cerosa de dichos insectos y los dejé
susceptibles frente a la aplicacion de productos entomopatégenos y

quimicos®.

La concentraciéon al 50% del extracto de A. diapensioides “yareta”
presentd mayor eficiencia sobre la concentracion al 60%, esto debido que
el extracto de yareta fue mucilaginoso y a mayor concentracion fue mas
dificil de diluir, por lo cual no se dispersaba de manera homogénea y no

abarco el 100% de los individuos de Planococcus citri.

Los controles (positivo y negativo) tuvieron una rapida evaporacion al
cabo de las primeras 5 horas, diferente al extracto de A. diapensioides
“‘yareta” el cual todas las diluciones permanecieron con un mucilago en los
brotes de papa hasta las 24 horas después de la ultima evaluacion,
demostrando la durabilidad del producto. Los extractos de agave solo

perduraron los de las concentraciones mas altas.

Los porcentajes de mortandad de las diluciones de los extractos de
Azorella diapensioides “yareta” evaluados a las 24 horas postaplicacion
fueron de T2(10%)=39.4; T3(25%)=44.1; T4(50%)=61.8; T5(60%)=60.7 y
los extractos de Agave murpheyi “agave” evaluados a las 24 horas
postaplicacion fueron de T2(10%)=18.3; T3(25%)=31.3; T4(50%)=48.8;
T5(60%)=65.5. Siendo catalogados como eficientes los extractos con
efectividad superior al 60% y con 72 horas como tiempo aceptable de
exposicién de una plaga a medios bioldgicos, establecido por el Manual
de Funciones de Proteccion de Plantas: Centro Nacional de Sanidad
Vegetal (CNSV, 2008), citado por Sobrino, et al (2016). Estos mismos

autores reportan el efecto insecticida del 12.5, 25, 50 y 100% del extracto
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por compresion de las hojas de Furcraea hexapétala sobre la plaga
Plutella xylostella “polilla de la col” obteniendo como resultados una
mortandad de 0, 42, 50, 59% evaluados a las 24 horas y 27, 65, 75, y
78% de mortandad evaluados a las 72 horas respectivamente *°. Lo
anterior concuerda con Guevara, et al. (2015), que reportaron el efecto
bioinsecticida del extracto etandlico por maceracion y destilacion de dos
plantas frente a Bemisia tabaci “mosca blanca”. Los extractos en
diluciones de 5, 10 y 15% de hojas de Lantana cdmara y Ricinus
communis obtuvieron como resultado 9.9; 11.6; 8.5y 11.6; 16.6; 28.9% de
mortandad respectivamente evaluado a las 24 horas de aplicacion y 26.6;
35.1; 39.8 y 49.6; 36.5; 52.4% de mortandad respectivamente evaluado a

las 72 horas de aplicacion **.

El screening fitoquimico del extracto etandlico de Azorella diapensioides
demostrd poseer los grupos de metabolitos como terpenos y flavonoides,
siendo estos los compuestos secundarios a los cuales se les atribuye el
efecto insecticida y antialimentario; concordando con el estudio de Kim, et
al. (2003), donde los extractos metandlicos de diferentes plantas
aromaticas con una gran cantidad de terpenos, probaron tener actividad
insecticida frente a Sytophilus oryzae gorgojo del tabaco y Callosobruchus
chinensis gusano de la lenteja *?. También concuerda con Morimoto, et al
(2003), donde se evaluaron 4 extractos de flavonoides frente a las larvas
de Spodoptera litura y se obtuvo como resultado un efecto antialimentario

moderado *°.

El efecto insecticida mayor al 50% obtenido de los extractos etandlicos de
Agave murpheyi es debido a la presencia en grandes cantidades de
fenoles, taninos, saponinas y en menor cantidad los terpenos en el
screening fitoquimico realizado a dicho extracto. Dichos resultados se
pueden comparar con el estudio de lannacone, et al. (2013), en donde el
tamizaje fitoquimico del extracto acuoso de las hojas de Agave americana

presento taninos, flavonoides, saponinas y glicosidos; la aplicacion de los
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extractos de dicha planta frente a Melanoides tuberculata obtuvieron

grandes efectos controladores™?.

VI. CONCLUSIONES
e Los mejores resultados del efecto insecticida de los extractos

etanadlicos fueron los de Agave murpheyi al 75% con una mortandad de
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Planococcus citri  “chanchito blanco” de 65% y de Azorella

diapensioides al 50% con una mortandad corregida al 61%.

e Los porcentajes de mortandad de los extractos de A. diapensioides
‘yareta” en sus diferentes concentraciones variaron desde 40 - 60% a
las 24 horas de aplicacion, obteniendo asi desde una moderada a una
gran mortandad de dicha plaga, pero solo las concentraciones al 50 y

60% estuvieron por encima del 60% de eficiencia.

e Los porcentajes de mortandad del extracto de Agave murpheyi forma
variegata en sus diferentes concentraciones variaron desde 18 - 65% a
las 24 horas de aplicacion, obteniendo asi una baja, media y alta
mortandad; solo la concentracion al 75% estuvo por encima del 60% de

eficiencia.

e Ambos extractos demostraron tener efecto insecticida en tiempos muy
cortos de evaluaciéon (5 y 24 horas). Pudiendo obtener resultados mas

favorables con tiempos prologados de exposicion.

e Ambos extractos demostraron poseer diferentes grupos de compuestos
secundarios como fenoles, terpenos, flavonoides y saponinas que les

confiere el efecto insecticida sobre dicha plaga.

VIl. RECOMENDACIONES

34



e Realizar un estudio mas profundo sobre los grupos de compuestos
secundarios encontrados en dichos extractos, para asi determinar cual
o cudles de ellos les confiere dicho efecto.

e Continuar con la linea de investigaciones de productos biocidas
(orgénicos) que lleven a el control de Planococcus citri, siempre y
cuando sean viables para los agricultores y amigable con el medio
ambiente.

¢ Realizar evaluaciones de los productos a base de extractos de Azorella
diapensioides y Agave murpheyi en diversas concentraciones y en
tiempos mas prolongados de exposicion.

e Realizar el ajuste de los resultados sobre la mortandad de individuos ya
que mucho de ellos son susceptibles a la manipulacién y se puede
obtener falsos resultados.

e Para los ensayos in vitro con brotes de papa, es recomendable
tubérculos con poca cantidad de brotes para evitar la pérdida de
individuos entre los brotes.

e Realizar estudios a nivel de invernadero y de campo para evidenciar el
efecto de dichos extractos frente a la plaga y a las condiciones

ambientales.
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ANEXOS

e

ClilEagroindustrial - Ica

Anexo N°1.

Fig. 01. Ubicacion geogréafica del Centro de Innovacién Productiva y
Transferencia Tecnologica CITEagroindustrial, coordenadas:
13°59'50.96"S y 75°46'11.68"0.

Fig. 02. Ubicacion geografica de la Universidad Nacional San Luis

Gonzaga de Ica y la Facultad de Farmacia y Bioquimica, coordenadas:

& 1 l%
e § .
@iUniversidad San Luis'Genzaga,de;ica

; £4 fo s
tad'de,FarmacialylBioguimicag




14° 5'6.46"S y 75°44'3.69"0O.

Fig. 03. Ubicacion geogréafica del departamento de Ica, toma de muestra
de Agave murpheyi “agave”, coordenadas: 14°40'0.73"S y 74°26'57.78"0.
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Fig. 04. Ubicacion geografica de la Reserva Nacional Pampa Galeras-

Barbara d'Achille, toma de muestra de la planta Azorella diapensioides
“yareta”, coordenadas: 14° 4'34.62"S y 75°44'3.16"0.
Anexo N°2.

Identificacién de Agave murpheyi “agave” (Anexo 2A)
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Identificacién de Azorella diapensioides “yareta” (Anexo 2B)
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Anexo N°3.
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Fig. 05. Plantas colectadas para la identificacion. A y B.- Muestra de

Azorella diapensioides “yareta” colectada. C y D.- Muestras de Agave

murpheyi “agave” colectada para identificacion.
Fig. 06. A.- Maceracion por 48 horas de muestras fragmentadas de
Azorella diapensioides “yareta”. B.- Maceracion por 48 horas de muestras

picadas de Agave murpheyi “agave”.
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Fig. 07. A y B.- Colado del macerado después de 48 horas. C y D.-

Reflujo en matraces de Azorella diapensioides “yareta” y Agave murpheyi

“agave” durante 8 horas.

Fig. 08. Rotaevaporador: Concentrado de los extractos etandlicos
obtenidos mediante reflujo.
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Fig. 09. A y B.- Extractos concentrados puestos a ventilacion para extraer
el alcohol residual. C.- Extractos secos en placas Petri, listo para
aplicacion.

Fig. 10. A y B.- Extracto mas acido clorhidrico para la obtencién de la
fraccion “B”. Colado para extraer parte del extracto crudo.




Fig. 11. A y B.- Extracto, acido clorhidrico y diclorometano, obtencion de
las fracciones C, Dy E.

LB

Fig. 12. Reaccion de Shinoda: Muestras de fraccién E, un control y otra
con limaduras de magnesio mas gotas de acido clorhidrico.

Fig. 13. Reaccion de Ninhidrina: Determinacion de Amino&cidos en
Fraccion A. Coloracion violeta, presencia de aminoacidos.
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Fig. 14. A.- Semilla de Solanum tuberosum “papa” germinada después de

la siembra. B.- Brotes etiolados de papa a los 15 dias de siembra. Cy D.-

tubérculos de papas cosechados para puesta de chanchito blanco.




Fig. 15. Produccién de Planococcus citri “chanchito blanco” en zapallo.
Produccion a gran escala en laboratorio para los ensayos de mortandad.

Fig. 16. Dilucién madre del extracto etandlico de Azorella diapensioides
“yareta” con tween 80.




Fig. 17. Dosificacion de las diluciones del extracto de Azorella
diapensioides “yareta” colectada en 10,25, 50 y 60%.

Fig. 18. A.- Camara climatica con condiciones controladas. Temperatura
24°C, humedad relativa 65% y luminosidad 12 horas luz.
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Fig. 18. B.- Brotes de Solanum tuberosum “papa” en donde se colocaron
entre 10 a 40 individuos de chanchito blanco para ser aplicados con los
extractos.
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Fig. 18. C.- Tubérculos de Solanum tuberosum ‘papa” en frascos de 1
litros para ser aplicados con las diluciones del extracto de Azorella
diapensioides “yareta”.




Fig. 18. D.- Repeticiones de tubérculos de Solanum tuberosum “papa” en
frascos de un litro para las diferentes diluciones de los extractos.
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Fig. 19. Ay B.- Aplicacion de los diferentes extractos sobre los individuos
de Planococcus citri “chanchito blanco” puestos en los brotes de Solanum
tuberosum “papa”.




Fig. 19. C.- Tubérculos de Solanum tuberosum “papa” con los individuos
de chanchito blanco aplicados con los extractos.

Fig. 20. Caracteristicas morfologicas de Planococcus citri “chanchito
blanco” después de ser aplicados con el extracto de Azorella
diapensioides “yareta”: A.-Control negativo. B.-Control positivo C.- Control
al 10%. D.- Control al 25% E.- Control 50%. F.- Control 60%.
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Fig. 21. Presencia de secreciones en los individuos de Planococcus citri
“chanchito blanco” como reaccién a las aplicaciones de los extractos de
Azorella diapensioides “yareta”.

Fig. 22. A.- Tubérculos de Solanum tuberosum “papa” con presencia de
residuos del extracto de yareta después de 24 horas de aplicados. B.-
Tubérculos de Solanum tuberosum “papa” sin presencia de residuos,
evaporacion a las 5 horas después de las aplicaciones del control
negativo.




Fig. 20. Caracteristicas morfologicas del Planococcus citri “chanchito
blanco” después de ser aplicados con el extracto de Agave murpheyi
“agave”. A.-Control negativo. B.-Control positivo C.- Control al 10%. D.-
Control al 25% E.- Control 50%. F.- Control 60%.
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