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DETERMINACION DEL EFECTO DE EXTRACTOS DE CUATRO
PLANTAS DE LA AMAZONIA SOBRE Plutella xylostella L., A TRAVES DE
DOS METODOS DE EXTRACCION

1. INTRODUCCION

La produccion horticola en el Ecuador es una actividad que genera importantes ingresos
econdmicos para todos los agricultores dedicados a esta actividad. A nivel nacional se
registré una produccion de 455 433 T. En la region sierra se destaca principalmente la
produccién de hortalizas del género Brassica, de la familia Brassicaceas (Revista_EIAgro,
2012). La calidad con la que son producidas estas hortalizas, ha permitido que ingresen a
mercados selectos a nivel mundial. Una de las hortalizas més destacadas en el mercado
internacional de la familia Brassicacea es el brécoli. La produccion de esta verdura, entre el
afio 2000 al 2012, registro un crecimiento del 41,88%, pasando de 14 989 000 T producidas
en el afio 2000 a 21 266 789 T en el 2012 (Ministerio de Agricultura, Ganaderia,
Acuacultura y Pesca, 2013).

Uno de los principales riesgos que tiene el sector agricola, de acuerdo a Trujillo, (2008), es
la influencia de factores biol6gicos como plagas y enfermedades que inciden directamente

en el rendimiento y calidad de los cultivos.

Dentro de las principales plagas de las brassicaceas, se destaca palomilla dorso de
diamante Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae). Este tipo de plaga se encuentra
como una de las primeras que desarrolld resistencia al uso de insecticidas quimicos (Perez
& Shelton, 1997), se conoce que presenta resistencia a mas de 50 ingredientes activos
(Pedroso de Moraes & Amilton, 2012). Entre los mecanismos de resistencia que tiene la
plaga se encuentra: mecanismos que implica la insensibilidad de acetil colinesterasa hasta

mecanismos de desintoxicacién metabdlica (Abdulkadir, 2014).

El uso excesivos de insecticidas quimicos para el control de Plutella xylostella, ha
ocasionado adicionalmente una problematica ambiental, ya que este método de control

emplea sustancias altamente toxicas, que no solo afectan al organismo para el cual fueron



disefiados, sino a todos los demas organismos que se encuentren en ese medio ecoldgico,

provocando intoxicaciones e inclusive en casos severos la muerte (CANNA, 2016).

Hoy en dia se busca alternativas méas ecoldgicas, con las que se logre el control de Plutella
xylostella. Una de estas alternativas es el empleo de extractos vegetales. Es asi que la
presente investigacion se basa en determinar algunos efectos en laboratorio como: anti-
alimentario, larvicida y repelencia ovipositora sobre palomilla dorso de diamante,
producida por accion de cuatro plantas provenientes de la Amazonia ecuatoriana. De
acuerdo a Villacrés, (1995), sefiala que la cuenca amazonica posee una gran biodiversidad.
En donde, existe una considerable cantidad de especies vegetales con diversos potenciales,
entre ellos, plantas con efectos de potenciales insecticidas.

Las plantas que presentan este efecto insecticida, poseen metabolitos secundarios
responsables de afectar el desarrollo y el metabolismo energético de los insectos. Las
fitotoxinas ejercen su efecto insecticida a través de diversos mecanismos como: accion anti-
alimentaria, accién inhibidora de la pupacion, simulacion de hormonas de crecimiento en
insectos, inhibicion de la oviposicion, inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa,

inhibicidn de la enzima tirosinasa, entre otros (Céspedes & Alarcon, 2011).



A. JUSTIFICACION

La bdsqueda de un control més eficiente para Plutella xylostella es una necesidad
imperante, ya que por estudios se ha comprobado que es una plaga altamente resistente a
las diferentes técnicas dentro del control quimico, debido a que ha desarrollado
mecanismos que implica insensibilidad de acetil colinesterasa y mecanismos de
desintoxicacion metabdlica (Abdulkadir, 2014). Adicionalmente hay que sefialar que el
inadecuado uso de las sustancias toxicas empleadas en el control quimico se ha constituido

en una fuente de contaminacion ambiental.

Por todo ello se vio la necesidad de buscar métodos de control, mas eficientes y
ecoldgicamente amigables con el ambiente. El uso de insecticidas de origen vegetal tiene la
ventaja de degradarse mas radpidamente que sus contrapartes sintéticas, son de
disponibilidad inmediata, bajo costo, se pueden preparar mediante tratamientos caseros y
pueden ser aplicados de forma inmediata sin requerir de la utilizacion de aspersores o
implementos costosos (lannacone & Lamas, 2003).

lannacone & Lamas, (2003) sefiala adicionalmente que un parametro importante dentro del
desarrollo tecnoldgico de un insecticida botanico es el método de extraccion empleado, ya
que éste garantiza la calidad, rendimiento y obtencion de metabolitos secundarios
(principios activos) que se encuentran dentro del material vegetal.

En este trabajo de titulacion haciendo referencia a este aspecto, se analizé dos tipos de
extraccion, una por método tradicional (maceracidn — extraccion acuosa), y otra por método
no tradicional como es la extraccion asistida por ultrasonido. En extractos acuosos solo se
obtiene extractos con compuestos polares (Vasquez, 2003). Mientras que por el método de
ultrasonido, de acuerdo a Rostagno et al., (2003), es un método con el que se obtiene un

elevado nimero de compuestos, aumentando asi el rendimiento de extraccion.

El conocimiento de extractos botanicos empleados en el control de Plutella xylostella
generaria pautas apropiadas que el agricultor puede adoptar como alternativas
ecologicamente mas amigable y de menor costo, incrementando las opciones de manejo del

cultivo contribuyendo asi, al cambio de la matriz productiva del pais



B. OBJETIVOS
1. General

Determinar el efecto de los extractos de cuatro plantas de la Amazonia sobre Plutella

xylostella L. a través de dos métodos de extraccion.

2. Especificos

a.  Obtener extractos de Clibadium sp, Cyclanthus bipartitus Poit. ex A.Rich,
Dieffenbachia costata H. Karst. ex Schott y Vismia sp., por dos métodos fisicos de

extraccion, uno acuoso Yy otro por ultrasonido.

b.  Analizar el efecto anti-alimentario de los extractos de Clibadium sp, Cyclanthus
bipartitus Poit. ex A.Rich, Dieffenbachia costata H. Karst. ex Schott y Vismia sp.,

para el control de la plaga Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae)

c.  Analizar el efecto larvicida de los extractos de Clibadium sp, Cyclanthus bipartitus
Poit. ex A.Rich, Dieffenbachia costata H. Karst. ex Schott y Vismia sp., para el

control de la plaga Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae)

d. Analizar el efecto de repelencia ovipositora de los extractos de Clibadium sp,
Cyclanthus bipartitus Poit. ex A.Rich, Dieffenbachia costata H. Karst. ex Schott y

Vismia sp., para el control de la plaga Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae)



1I. MARCO TEORICO

A. INSECTO PLAGA Plutella xylostella L.

Plutella xylostella L. conocida como palomilla dorso de diamante o DBM (siglas en inglés
Diamondback moth), es una plaga cosmopolita que afecta a los cultivos de la familia de las

Brasicaceas en todo el mundo (Castelo & Gatehouse, 1997).
1. Taxonomia

Arctos, (2013) sefiala que la clasificacidon taxondmica de la palomilla dorso de diamante es:

Reino: Animalia

Filo: Arthropoda

Clase: Insecta

Orden: Lepidoptera

Superfamilia: Yponomeutoidea

Familia: Plutellidae

Género: Plutella

Especie: P. xylostella (Linnaeus, 1758)

2. Distribucion geografica

Se cree que el origen de P. xylostella L. es africano, en concreto, de Sudafrica. Sin embargo
hoy en dia puede encontrarse a lo largo de toda América, Europa, Sudeste Asiatico,
Australia, Nueva Zelanda, India, y Africa. Esta plaga es mas importante en tierras bajas de
los trépicos y sub-tropicos. En Zonas templadas DBM no puede sobrevivir en el invierno
(Rueda & Shelton, 1996)

3. Biologia

Estudios realizados sobre Plutella xylostella L., establece que el ciclo de vida de esta polilla
en promedio es de 17,1 dias, con un rango de 14 y 22 dias, bajo las condiciones de
temperatura de 19 a 22°C. Es una especie multivoltina con cuatro a 20 generaciones por

afio en regiones templadas y tropicales respectivamente. La duracion promedio de las



diferentes fases de desarrollo del insecto es de: Huevo 2 — 3 dias, larva de 7 — 8 dias y pupa
de 3 — 4 dias. Presenta cuatro instares larvales. La longevidad de los adultos en promedio es
de 21 - 23 dias (Fernandez & Alvarez, 1988) (Ochoa et. al, 1989).

Adulto
(Varios dias)

(6-8 dias) . {3-6 dias)

Palomilla dorso de diamante
Plutelia xylostella
{Duracion total: 19-28 dias)

Larva
(4 instares: 10-14 dias)

Larva alimentdndose —
en hoja de brocoli . e

Larvas recién nacidas

Figura 1. Ciclo de vida de Plutella xylostella L.

Fuente: Cipactli Organizacion Ecoldgica y Sustentable, (2015)

4, Morfologia

A continuacion se presenta la descripcion de las fases del insecto Plutella xylostella L.:
a. Huevo

Presentan una forma dvalo-aplanada, de color amarillo claro recién colocados, cambiando
de tonalidad hasta llegar a oscurecerse para el tiempo de eclosién Tiene una longitud
promedio de 0,48 mm de longitud y 0,28 mm de ancho (Fernandez & Alvarez, 1988).

Las hembras de DBM ovipositan debajo de las hojas cerca de su vena central. Los huevos
son puestos individualmente o en pequefio grupos (Rueda & Shelton, 1996).



b. Larva

La larva recién emergida es de color blanco palido, con la cabeza marrén oscuro. Al
momento de emerger tiene una longitud promedio de 1,20 mm, esta larva se desplaza por la
hoja y luego hace una pequefia “mina” superficial. Al iniciar su segundo instar la larva
abandona la “mina” y se convierte en defoliador, causando perforaciones en el tejido foliar.
Finalizando el dltimo instar, el cuerpo tiene una coloracion verde claro con la cabeza
marron y la longitud promedio del cuerpo es de 10,27 mm. La prepupa es de forma mas
contraida, especialmente en la region de la cabeza y torax, cesa su alimentacion y pierde
movilidad (Fernandez & Alvarez, 1988).

Turrialba, (1986) sefiala que los diferentes instares larvales tienen la siguiente duracion a
una temperatura constante de 20°C de: larva del primer instar dura entre 2,5 — 6 dias, larva
segundo instar de 2 — 5 dias, tercer instar de 2 — 4 dias y las larvas del cuarto instar de 1 — 6

dias.
C. Pupa

La pupa es obtecta con una longitud promedio de 6,83 mm. Al principio de su formacién
tiene un color verde brillante, mas tarde se torna blanco crema y antes de emerger el adulto
es de color marrén oscuro. La pupa se halla encerrada en un fino capullo de seda de color
blanco. En esta fase es muy dificil diferenciar el sexo por presentar una morfologia externa

muy similar en esta especie (Fernandez & Alvarez, 1988).
d. Adulto

El adulto es una polilla cuya longitud promedio del cuerpo es de 10,56 mm, de color café
grisdceo. Las alas anteriores son angostas con manchas péalidas en la parte media,
semejando, cuando estan en repose a un diamante en la parte dorsal del insecto. El adulto
hembra se diferencia muy facilmente del macho por su genitalia externa, pero ademas en la
hembra se presenta la mancha dorsal con una coloracion mas clara y brillante (Fernandez &
Alvarez, 1988).



Las palomillas prefieren descansar debajo o dentro de las hojas para protegerse. Son mas
activas y visibles al atardecer (Rueda & Shelton, 1996).

A

Figura 2. Adultos de Plutella xylostella. A. Adulto macho. B. Adulto hembra.

Fuente: Fernandez & Alvarez, (1988).

5. Comportamiento ovipositor y alimentario

Las larvas recién nacidas de P. xylostella L. son minadoras de hojas ya que se alimentan del
tejido del meséfilo esponjoso (Harcourt, 1957). Las larvas mayores se alimentan de toda las
partes de la planta (Talekar & Shelton, 1993). El segundo, tercer y cuarto instar larval se
alimentan del tejido de la hoja, haciendo agujeros en la hoja a manera de ventana, si es una
severa infestacion, la hoja entera puede ser afectada. Las larvas de Plutella xylostella L.
también se alimentan de tallos, puntos de crecimiento, flores y vainas de semillas
(Ramachandran et al., 1998).

Las hembras de Plutella xylostella en promedio colocan de 118 — 234 huevos. El periodo
de preoviposicion y oviposicion dura en promedio de 3 y 11 dias respectivamente. La
mayor cantidad de huevos son puestos en el segundo dia después de iniciado el proceso de
oviposicion. Las posturas de este insecto se realizaron en horas nocturnas. Colocan sus

huevos ya sea en el haz o envés de la hoja (Fernandez & Alvarez, 1988)



6. Métodos de control

Existen algunos métodos de control para Plutella xylostella L. que se detallan a

continuacion:
a. Meétodos culturales

Entre los métodos culturales que se puede aplicar para contrarrestar la presencia de P.
xylostella se encuentra la rotacion de cultivos, riego por aspersion y el uso de plantas
repelentes a insectos, sin embargo hay que denotar que dichas técnicas no son aconsejables

en cultivos extensivos de brassicaceas (Abdulkadir, 2014).

Las fuertes lluvias provocan una alta mortalidad de P. xylostella, por lo que se puede
sefialar que es una plaga grave en la estacion seca (Talekar & Shelthon, 1993). Debido a
este hecho, una alternativa de control que se esta usando, es el sistema de riego por
aspersion, en especial en horas de la tarde y madrugada, estableciendo asi una baja en la
poblacion de la plaga (Abdulkadir, 2014).

Otra método cultural empleado para contrarrestar la presencia de esta plaga es la rotacion y
asociacion de cultivos con plantas que desarrollen un ambiente protector al cultivo y de esta
manera proteger al cultivo y tener diversidad de productos, lo que significaria un ingreso
econdmico adicional para el agricultor. Un ejemplo de este tipo de medida de control es el
empleo de ajo entre hileras de col. Para este método cultural se debe tomar en cuenta que el
cultivo trampa se planta antes de la cosecha comercial y de estar disponible durante todo el

periodo de crecimiento del cultivo comercial (Talekar & Shelthon, 1993).
b.  Control quimico

El control quimico es el método principal para reducir el dafio causado por las larvas de la
polilla dorso de diamante; por lo general el nimero de aplicaciones de insecticidas puede
alcanzar entre 15 o 20, independientemente de la presencia de las larvas en el campo. El
uso excesivo de insecticidas ha provocado que la plaga genere resistencia, de hecho se ha

establecido que, es una de las especies de lepiddpteros con mayor nimero de registros de



resistencia a los ingredientes activos (50 insecticidas) (Pedroso de Moraes & Amilton,
2012).

Plutella xylostella L. ha desarrollado resistencia, especialmente a piretroides (Liu et al.,
1982), organofosforados (Miyata et al., 1982) y reguladores del crecimiento de insectos
(Lin et al., 1989).

Entre los mecanismos de resistencia que tiene la plaga se encuentra: mecanismos que
implica la insensibilidad de acetil colinesterasa hasta mecanismos de desintoxicacion
metabolica (Abdulkadir, 2014).

c.  Control biol6gico

Dentro del control bioldgico se encuentra una gran variedad de organismos como
parasitoides, hongos, bacterias, virus, cuya funcion es ser los enemigos naturales de
Plutella xylostella L. (Abdulkadir, 2014).

Otra alternativa dentro de este tipo de control es el uso de bio-insecticidas basados en
Bacillus thuringiensis BERNILER, var. Kurstaki, que se producen comercialmente desde
1970 y en la actualidad representan mas del 90% del mercado de los productos bioldgicos

para el control de la plaga (Pedroso de Moraes & Amilton, 2012).
d. Control con extractos botanicos

Una alternativa dentro del manejo integrado de plagas se encuentra el uso de extractos
botanicos. En las plantas son frecuentes los metabolitos secundarios con funciones
defensivas contra insectos, tales como los alcaloides, los aminoacidos no proteicos, los
esteroides, fenoles, flavonoides, glicosidos, glucosinolatos, quinonas, taninos y terpenoides
(Valencia, 1995). Las caracteristicas de estos metabolitos secundarios de acuerdo a
Alfonso, (2002) son:

o Terpenos: Son los principales constituyentes de los aceites esenciales y actian como

repelentes e inhibidores de la alimentacion y la oviposicion.
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o Glicosidos cianogénicos: Al hidrolizarse liberan cianuro, por lo que son toxicos y

repelentes.

o Compuestos azufrados: Entre los mas importantes estan los tiofenos, con accién

insecticida y nematicida.

o Flavonoides: Son los compuestos que dan color a plantas y flores, a ellos pertenece

la rotenona, y actiian como inhibidores enzimaticos y repelentes.

o Alcaloides: Son el grupo maés diverso de metabolitos secundarios, con muy variados

efectos toxicos; a ellos pertenece la nicotina.

De acuerdo a Delgado, (2011) los bio-insecticidas obtenidos a partir de las plantas poseen

varios efectos de accion sobre el insecto plaga, entre los mas importantes: efecto repelente,

efecto anti-alimentario, toxico por contacto o ingestion.

Algunas especies botanicas para el control de P. xylostella son:

Cuadro 1. Especies botanicas para el control de P. xylostella.

Nombre o . Parte de la Efecto
Comaun Nombre clentifico Familia planta usada insecticida
Achiote Bixia orellana L. Bixaceae Semillas Mortalidad,
repelencia
Floripondio | Brugmansia candida Solanaceae Hojas Mortalidad,
Pers. repelencia
Sacha yoco | Paulinia clavigera | Sapindaceae | Cortezay hojas | Mortalidad,
Schitdl. repelencia
Yuquilla Euphorbia Euphorbiaceae Hojas Mortalidad

cotinifolia L.

Fuente: (Auccahuasi, Bulnes, & Farfan, 2015)
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B. PLANTAS EN ESTUDIO PARA VER POSIBLE EFECTO INSECTICIDA
SOBRE Plutella xylostella L.

1. Clibadium sp. (Kakllambi)

El género Clibadium pertenece a la familia de las Asteraceas, comprende 29 especies en
América Latina, desde México hasta Perd. EI mayor nimero de especies se encuentra en
Costa Rica, Colombia y Ecuador (Arriagada, 2003).

Este tipo de plantas se caracterizan por ser malezas agresivas, son utilizadas en la pesca ya
que son plantas con propiedades ictiotoxicas, sus hojas y las partes aéreas de la planta son
usadas como cebos (Costa et al., 2006), (Odonne et al., 2009). También se ha reportado
usos como vermifugo para nifios, o como un débil laxante, mediante decocciones de toda la
planta (Sanz-Biset et al., 2009).

2. Cyclanthus bipartitus Poit. ex A. Rich.

La familia Cyclanthaceae son plantas neotropicales que comprende 180 especien en 11
géneros, incluyendo Aplundia, Carludovica, Dicranopygium y Cyclanthus. EI Gltimo
incluye una sola especie C. bipartitus Poit. ex A.Rich, que es un arbusto perenne que crece
principalmente en bosques tropicales humedos o pantanosos de Centro y Sudamérica. Es

una especie monoica, con flores estaminadas y pistiladas (Schultz K et al. 1999)

De acuerdo al Inventario Nacional de Plantas Medicinales realizado por el Instituto
Nacional de Salud del Pert (s.f), sefiala que Cyclanthus bipartitus Poit. ex A.Rich,, sirve
para la picadura de isula (hormiga que provoca un dolor muy fuerte y fiebre por dos dias).
Bourdy, et al., (2008), indica que es empleada en usos tradicionales, cuando una mujer esta
embarazada abre el boton floral de la planta y s en el extremo del apice hay una raya, es
indicativo que el sexo del bebé es femenino, otro uso es para elaborar chimpanadas, un

plato que consiste en pescado envuelto en hojas de esta planta.
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3. Dieffenbachia costata H. Karst. Ex Schott (Lalu)

Dieffenbachia es un género de la familia Araceae, se caracteriza por ser una planta
ornamental muy popular. Son plantas que puede ser de 60 cm a 3 m de altura, sus hojas
presentan manchas grandes ya sean blancas, amarilllas o verde. Aunque son plantas que
crecen bien en interiores y en algunas zonas al aire libre, Dieffenbachia es uno de los
géneros mas toxicos; cada afio, nifios, adultos y mascotas mueren al ser intoxicados por esta
planta venenosa. Las cualidades tdxicas e irritantes de Dieffenbachia han sido conocidas y
utilizadas durante afios. En el Amazonas, los nativos usan para hacer flechas venenosas.
Los habitantes de las Islas del Caribe en cambio usan estas plantas para conseguir la
esterilidad masculina en un lapso de tiempo de 24 — 48 horas. Entre sus usos medicinales se
destaca su uso para tratar la gota, hidropesia, impotencia sexual y frigidez (Arditti &
Rodriguez, 1982).

4, Vismia sp.

Vismia es un género de la familia Clusiaceae, esta distribuida en regiones tropicales y
subtropicales. Varios triterpenoides, antraquinonas, benzofenoles y lignanos han
caracterizado a este género. Algunos constituyentes de Vismia tienen actividad citotoxica y
anti-alimentaria. Ciertas especies de este género se estan estudiando por su potencial anti-
cancerigeno (Hussein et al., 2003).

C. METODOS DE EXTRACCION DE EXTRACTOS BOTANICOS PARA SU
USO COMO INSECTICIDA.

1. Extractos vegetales

De acuerdo a Ruiz & Susunaga (2000), define a los extractos vegetales como concentrados
obtenidos con solventes apropiados como agua, etanol o éter, que se encuentran
constituidos por una mezcla de principios activos y de sustancias inertes que se producen

de la totalidad o de partes de una planta fresca o seca.

Rodriguez et al., (2000) establece que: “el empleo de extractos vegetales para el control de

plagas y enfermedades en el marco de una agricultura sostenible constituye una alternativa
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promisoria, debido a su elevada efectividad, bajo costo y no ser contaminantes del
ambiente. Estos bioproductos se caracterizan por la presencia de determinados compuestos
de origen natural (compuestos nitrogenados, fendlicos y terpenoides). Dichos compuestos
le proporcionan importantes caracteristicas a los extractos, como son anti-apetitivos, anti-
virales, anti-microbianos o repelentes, que permiten su utilizacion para proteger los

cultivos e incrementar la calidad y su produccion”.

Los extractos botanicos segun Barreto, (1997), presentan algunas caracteristicas

especificas tales como:

o Los extractos bien preparados son de color mas o menos oscuros, pero si €stos han

sido preparados al vacio presentaran colores ligeramente mas claros.
o Los extractos provenientes de hojas son verdosos debido a la clorofila.
o Su aspecto debe ser liso, fino y homogéneo.

o Su olor y sabor son propiedades caracteristicas de la materia prima que les ha dado su
origen. Cuando son mal preparados, adquieren olor a caramelo o confitura poco

conocida.

o La solubilidad de los extractos es variable y esta en relacion directa con el tipo de

preparacion al cual fueron sometidos.

o Los extractos acuosos son completamente solubles en agua y producen una solucion
transparente, algunas veces ligeramente turbia, debido a que han sido preparados con

mucha anterioridad.

o Los extractos alcohdlicos preparados con hojas, dan soluciones coloreadas de verde,

pues la eliminacion de la clorofila no puede ser total.

o Los extractos deben conservarse en un lugar protegidos de la luz, en envases

totalmente herméticos y en un ambiente seco.
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2. Fundamentos de las técnicas de extraccion de sustancias

Para obtener un extracto, primero se requiere identificar la planta deseada y la parte que
contiene los constituyentes Utiles. Luego, se debe determinar la técnica precisa de cosecha y

métodos de preservacion de la planta (Azuola & Vargas, 2007).

El mecanismo de extraccion involucra dos tipos de fendmenos fisicos: difusion a traves de
las paredes celulares y lavado del contenido celular una vez que las paredes se han roto
(Vinatoru, 2001).

3. Métodos de extraccion

Segn Arévalo & Enciso (1996), la eleccién del método de extraccion depende de la
naturaleza quimica de las sustancias presentes en la planta y el propésito de la

investigacion.
Guerra, (2005) menciona que los factores que influyen en el proceso de extraccién son:

o La cantidad de agua. Cuanto mayor sea la cantidad de agua, méas elevado sera el

agotamiento de los principios activos dentro de la planta.

o La temperatura. La infusion o el cocimiento a una temperatura cercana a los 100°C
favorece la extraccién. Sin embargo, a veces conviene hacer la extraccion con agua
fria, ya que puede interesar no extraer determinados principios activos que solamente

pasarian al agua con ayuda de calor.

o El tiempo. La duracidn del contacto de la planta con el agua es determinante, a mas

tiempo de contacto mejor extraccion.

o Grado de pulverizacion de la planta. Aumenta la extraccion, cuanto més troceada
esté la planta, pero hasta ciertos limites a partir de los cuales puede originarse una
serie de procesos fisicos que dificulten el proceso. Por otro lado, las plantas
pulverizadas pueden traer otra serie de problemas (compactacion, taponamiento,

canalizacion).
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1)

Otro factor que sefiala Arévalo & Enciso (1996) es el tipo de solvente. Es asi que si
se requiere encontrar sustancias con actividad bioldgica, la extraccion del material
vegetal debe hacerse en agua o con solucion disotonica (0,9% NaCl). Frecuentemente
se usa la extraccion con solventes orgéanicos de bajo punto de ebullicion (alcohol,
acetato de etilo) y de baja reactividad. Algunas veces es conveniente desengrasar el
material vegetal con éter de petréleo (extracto etéreo) o hexano. El alcohol es

generalmente mas eficaz para recuperar la mayoria de los metabolitos secundarios.
Extraccion por métodos tradicionales

Extraccion por solventes

Este tipo de extraccion se basa principalmente en la transferencia de masas en un sistema

de dos fases liquidas. Se llama también intercambio i6nico liquido y se fundamenta en el

principio por el cual, un soluto o ion metélico puede distribuirse en cierta proporcion entre

dos solventes inmiscibles, uno de los cuales es usualmente acuoso y el otro un solvente
organico (inmiscible al agua) (CODELCO, s/f)

2)

Extraccion por Soxhlet

Nufez, (2008) establece que la extraccion Soxhlet se fundamenta en las siguientes etapas:

Colocacion del solvente en un balon.
Ebullicion del solvente que se evapora hasta un condensador a reflujo.

El condensado cae sobre un recipiente que contiene un cartucho poroso con la

muestra en su interior.

Ascenso del nivel del solvente cubriendo el cartucho hasta un punto en que se

produce el reflujo que vuelve el solvente con el material extraido al baléon.

Se vuelve a producir este proceso la cantidad de veces necesaria para que la muestra

quede agotada. Lo extraido se va concentrando en el balén del solvente
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3) Destilacion

El método de destilacion es un proceso que consiste en calentar un liquido hasta que sus
componentes mas volatiles pasan a la fase de vapor y, a continuacion, enfriar el vapor para
recuperar dichos componentes en forma liquida por medio de la condensacion (Ramirez de
la Torre, 2010).

4)  Percolacion o lixiviacién

La lixiviacion, percolacion o extraccion sélido-liquido, es un proceso en el que un
disolvente liquido pasa a través de un solido pulverizado para que se produzca la disolucién

de uno o més de los componentes solubles del sélido (Wikipedia, s/f a)
5)  Maceracién

La maceracion es un proceso de extraccion solido-liquido. El producto sélido (materia
prima) posee una serie de compuestos solubles en el liquido extractante que son los que se
pretende extraer (Wikipedia, s/f b). Mediante este método de extraccion se obtiene
principalmente compuestos fendlicos, particularmente antocianos y taninos, entre otras
sustancias (aromaticas, nitrogenadas, polisacaridos, minerales, etc) (Ribereau-Gayon,
1998).

Existe tres tipos de maceraciones de acuerdo al liquido extractante que se emplee, es asi
gue, maceracion acuosa (extractos acosos), maceraciones aceitosas (extractos oleosos) y

maceracion alcoholica (extracto hidroalcoholico) (Botanical-Online SL., s/f).

La maceracion acuosa se emplea cuando se quiere extraer los principios hidrosolubles de
una planta, este proceso se la puede realizar con agua fria, especialmente cuando se macera
flores u hojas, o se emplea agua caliente, preparado infusiones o decocciones para cortezas,

raices y algunas semillas (Sanchez, 2015)

El agua es conocido como “el solvente universal”, ya que en ella se disuelven muchos tipos
de sustancias y en mayores cantidades que otro solvente. Su caracter polar hace que el agua
sea un excelente solvente para solutos polares e idnicos, denominados hidréfilos, pero los

compuestos no polares son virtualmente insolubles en ella (Vasquez, 2003)
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De manera general el macerado en frio se hace al 10%, es decir, si se desea preparar 100
mL de extracto se requiere 10 g de material vegetal y 90 mL de agua fria (se emplea agua

destilada o agua mineral) (Sanchez, 2015)

Existen varios procesos para la obtencion de extractos acuosos usados como insecticidas

boténicos, entre ellos se menciona los siguientes:

Segun Lizarazo et al., (2008) después de la recoleccidn de plantas, se procede con el secado
durante 72 horas a 40°C, después el material es molido hasta conseguir su total
pulverizacion. A continuacion se procede a extraer los metabolitos con agua y se dejan en
reposo y oscuridad por 96 horas para ser filtrados, para su aplicacion se debe diluir el

extracto.

En cambio Rangel et al., (2001) mencionan gque una vez seco y molido el material vegetal,
se lo macera con agua durante una noche, luego se somete el extracto a agitacion durante

30 minutos a 60°C, y se filtra al vacio.
b.  Extraccion por métodos no tradicionales
1)  Extraccién asistida por microondas

La extraccidon asistida por microondas es una técnica que permite la extraccion de
principios activos de matrices vegetales con base en el calentamiento selectivo obtenido de
la friccién molecular debido a la alineacion de iones y dipolos al campo eléctrico oscilante
de las microondas. Se emplea un calentamiento efectivo sin inducir reacciones quimicas
(Alfaro et al., 2003).

2)  Extraccion por fluidos supercriticos

La extraccion supercritica es una operacion unitaria de transferencia de masa que se efectia
por encima del punto supercritico del solvente. Este tipo de extraccion permite controlar y
manipular propiedades tales como la difusividad, viscosidad y densidad del fluido (Gallego
& Castarieda, 2004).
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El proceso de extraccion supercritica se inicia cargando el material por extraer en el
recipiente de extraccion, luego se presuriza el solvente, que en la mayoria de los casos es
CO2 a una presion por encima de los 7,38 MPa, una vez que se encuentre presurizado el
solvente se procede a calentarlo para que alcance una temperatura por encima del punto
critico. Al tener el solvente como fluido supercritico, éste se pone en contacto con el soluto
0 matriz que posee el compuesto que se quiere extraer (Esquivel & Vargas, 2007).

3)  Extraccion turbo

Vinatoru, (2001), indica que la extraccion turbo utiliza un agitador de alta velocidad, que
induce cavitacion hidrodindmica, aumentando el rendimiento de extraccién, ya que se
aumenta el contacto entre el material vegetal y el solvente, incrementando de esta manera el

proceso de difusion a través de las paredes celulares.
4)  Extraccion eléctrica

En este tipo de extraccion se aplican descargas eléctricas a la mezcla de extraccion,
incrementando la extracciéon hasta un 25% al formarse burbujas de cavitaciéon (Vinatoru,
2001).

5)  Extraccion asistida por ultrasonido

El método de ultrasonido o “Ultrasound assisted extraction (UAE)”, es un método eficaz
para la extraccion répida y exhaustiva de un elevado numero de compuestos (por ejemplo,
alcaloides, polifendles, antocianinas, compuestos aromaticos, polisacaridos y otros
compuestos funcionales) con un aumento de rendimiento de extraccion de los componentes

extraidos y con una reduccién en el tiempo de extraccion (Rostagno et al., 2003)

Los posibles beneficios de la extraccion por ultrasonido son: intensificacion de
transferencia de masa, ruptura celular y aumento de penetracion del solvente en el tejido
celular. La proporcion en la composicién de los extractos y el rendimiento de éstos depende
de la temperatura a la que se lleve a cabo el proceso y del disolvente, 0 mezcla de

disolventes que se utilicen (Proestos & Komaitis, 2006). Segin Rostagno et al., (2003) esta
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técnica de extraccién es la mas econdmica y tiene los requerimientos instrumentales mas

bajos entre las Ultimas técnicas de extraccion desarrolladas.

El ultrasonido son ondas con frecuencia que oscilan entre 16 kHz a 1 GHz, imperceptible
para humanos (Sliwinski, 1993). Las ondas ultrasénicas rompen las células vegetales y
liberan el contenido celular en el medio de extraccion (Proestos & Komaitis, 2006); las
particulas solidas y liquidas vibran y se aceleran ante la accion ultrasonica, y como

resultado el soluto pasa rapidamente de la fase solida al solvente (Gao & Liu, 2005).

El fendbmeno mas importante ocurrido durante la extraccion por ultrasonido es la
cavitacion, la cual implica la formacién de burbujas pulsantes en la solucion de extraccion,
como resultado de fuerzas de estiramiento fuertes, procedentes de las caidas abruptas de

presiones locales (Sliwinski, 1993).

Existen distintos equipos experimentales comunmente empleados en la extraccion de
sustancias asistida por ultrasonido, pero entre el mas ampliamente disponible, cominmente
utilizado y méas barato es el bafio de ultrasonidos. Este equipo estd compuesto de un
transductor (componente electromecanico encargado de generar los ultrasonidos), esta
fijado en la base de un bafio lleno de agua. Los bafios de ultrasonidos trabajan con
frecuencias entre 30 y 50 kHz (Azuola & Vargas 2007).

Solvent and
plant material Water

Stainless \
steel tank J
—

L |

Transducers
bonded to base

Figura 3. Bafio Ultrasonido.

Fuente: Azuola & Vargas (2007).
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V. MATERIALES Y METODOS

A. CARACTERIZACION DEL LUGAR
1. Localizaciéon

La investigacion se realizd en las instalaciones de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

La preparacion de extractos se realizo en el laboratorio de Fito farmacia de la Facultad de
Ciencias. Mientras que la crianza de Plutella xylostella L., y la ejecucion de los diferentes
bioensayos se efectud en el laboratorio del Grupo de Entomologia del Centro de Desarrollo

de Tecnologias para la Reduccion y Racionalizacion de Agroquimicos (CEDETERRA).

2. Ubicacion geogréafica

Altitud: 2778 msnm
Latitud: 1° 41" 05" S.
Longitud: 78° 40" 20" W

3. Condiciones ambientales

Las condiciones ambientales de laboratorio del Grupo de Entomologia del Centro de
Desarrollo de Tecnologias para la Reduccion y Racionalizacién de Agroquimicos
(CEDETERRA) fueron (Anexo 1):

Temperatura media = 24,63 °C

Humedad relativa media = 51,6%
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B. MATERIALES

1. Material experimental

Plantulas de brdcoli (Brassica oleracea. L. var. Italica cv. Avenger) de 35 dias de edad, cria
del Plutella xylostella L. en condiciones de laboratorio, plantas empleadas como
insecticidas botanicos: Clibadium sp, (Kakllambi), Cyclanthus bipartitus Poit. ex A.Rich,
Dieffenbachia costata H. Karst. ex Schott (Lalu) y Vismia sp.

2. Material de campo

Plantulas y semillas de brdcoli (Brassica oleracea L. var Italica cv. Avenger), bandejas de
germinacién de poliestireno (Plastro S.A., Ecuador), turba BM2 (Berger, Canadd),
estructuras de proteccidn anti-insectos (alambre galvanizado + varillas lisas de 50 cm + tela
crinolina) (Anexo 2), baldes plasticos de 10 L, sustrato (tierra, humus), micro-tanel (Tubos
PVC de 1/2*’+varillas lisas de 25 cm + cubierta anti-insectos (tela velo de novia), manguera

X 17m.

3. Material de laboratorio

Cajas de engorde plasticas de 7x28x17 cm. (Consuplast, Repostero rectangular, Ecuador;
Anexo 3), cajas de cria de 3,7 L (PIKA, Pomo cristal, Ecuador; Anexo 4), alcohol, toallas
lisas (Toalla Scott Singiefold, Hoja Sencilla AIRFLEX * 175, Kimberly-Clark, Estados
Unidos), pinceles de pelo de malta Kolinsky N° 6, cajas Petri plasticas (100 mm de
diametro x 15 mm de profundidad), algodén, miel de abeja artesanal, agua destilada,
jeringuillas de 10 mL, guantes de nitrilo, papel filtro, lupa, probeta de vidrio de 100 mL,
barras de silicon, pinzas entomoldgicas, vasos de precipitacion de 100 mL, pinzas de
laboratorio, papel de aluminio, botella de laboratorio autoclavable de 250 mL (BOECO,
Alemania), gafas protectoras de laboratorio, gotero plastico, plastico stretch, cajas Petri
plasticas (55 mm de diametro x15 mm de profundidad), parafilm, masking, cortador de
discos de 4 cm de diametro, cloro (hipoclorito de sodio al 0,5%), malla metalica, frascos
rociadores de 100 mL, soporte universal, balanza, estufa de laboratorio, molino de
laboratorio, embudo Bushner (Albus, Espafia), bomba de succion (Vacuubrand, Estados

Unidos), etanol, bafio ultrasonido (Modelo Bransonic 220 Ultrasonic Cleaner, EEUU).
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4, Material de oficina

Resma de papel bond (Copylaser, Ecuador), marcadores permanentes, computadora,
escaner-impresora (HP, Deskjet Ink Advantaje 1515, EEUU), cuaderno de laboratorio.
Software libre R (lhaka, R., & Gentleman, R., Nueva Zelanda), Softwae libre Infostat
(Universidad Nacional de Cordoba, Argentina), Software libre GIMP 2.8.16 (Spencer
Kimball, Peter Mattis and the GIMP Development Team, EEUU), Software libre Scion
Image 4.0.2 (Scion Corporation, EEUU).

C. METODOLOGIA

1. Disefio experimental

Para determinar los efectos anti-alimentario y larvicida se empleé un Disefio de Bloques
Completamente Aleatorizados unifactorial (DBCA). Mientras que para determinar el efecto

de repelencia ovipositora se trabajo con un Disefio Completamente al Azar (DCA).

2. Especificaciones del experimento

Numero de tratamientos: 8
NUmero de repeticiones: 10
NUmero de unidades experimentales: 80

Se usaron controles negativos que estaban constituidos por: agua destilada para los
extractos acuosos (CAc), y etanol - agua en una proporcion 9:1 para los extractos por
ultrasonido (CUI).

a. Unidad experimental
1)  Bioensayos de efectos anti-alimentario y larvicida

La unidad experimental de los ensayos para determinar los efectos anti-alimentario y

larvicida fue una caja Petri plastica (55 mm de didmetro y 15 mm de profundidad), en cuyo
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interior se colocd un disco de brocoli de 5 cm de diametro y 5 larvas de Plutella xylostella
del tercer instar (Anexo 5).

2)  Bioensayo de efecto de repelencia ovipositora

La unidad experimental en el bioensayo para determinar la repelencia ovipositora de
Plutella xylostella, fue una caja de cria de adultos, en cuyo interior se coloc6 40 adultos (20
hembras y 20 machos) y dos discos de hoja de brocoli (5 cm de didmetro), uno de

tratamiento y otro de control (Anexo 6).

b.  Tratamientos

1)  Factor A: Extractos botanicos
Cl:  Extracto de Clibadium sp.
Cy: Extracto de Cyclanthus bipartitus
Di:  Extracto de Dieffenbachia costata
Vi:  Extracto de Vismia sp.

2)  Factor B: Métodos de extraccion
Ac: Método Acuoso

Ul: Método Ultrasonido
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3)  Analisis combinatorio

Cuadro 2. Factor A por Factor B.

Tratamiento Codigo  Descripcion

Tl ClAc Extracto de Clibadium sp./Método acuoso

T2 CIUI Extracto de Clibadium sp./Método ultrasonido

T3 CyAc Extracto de Cyclanthus bipartitus/Método acuoso

T4 Cyul Extracto de Cyclanthus bipartitus/Método ultrasonido
T5 DiAc Extracto de Dieffenbachia costata/Método acuoso

T6 DiUI Extracto de Dieffenbachia costata/Método ultrasonido
T7 ViAc Extracto de Vismia sp./Método acuoso

T8 Viul Extracto de Vismia sp./Método ultrasonido

Elaboracion: Altamirano, G., 2015.

3. Coleccion del material vegetal

En este estudio se empled cuatro especies de plantas recolectadas en la Amazonia como
posibles insecticidas: Clibadium sp, (Kakllambi), Cyclanthus bipartitus, Dieffenbachia
costata (Lalu) y Vismia sp (Anexo 7). Este material fue recolectado a 2 km del Centro de
Investigacion de Posgrado y Conservacion Amazoénica (CIPCA) de la Universidad Estatal
Amazoénica (S 1°14°18.85”, W 77°53°4.30”’), en Pastaza, Ecuador, en los meses de agosto
y septiembre de 2015. Se debe sefialar que las partes de las plantas utilizadas fueron hojas

apicales.

4, Obtencion de extractos botanicos por dos métodos de extraccion

Entre los métodos de extraccion que se emplearon se encuentran: el método de extraccion

acuoso (maceracion) y el método de extraccion asistida por ultrasonido.

Para los dos casos, primero se procedio a secar y moler el material vegetal (Anexo 8), de la

siguiente forma:
1)  Sepeso 1,5 kg de material fresco de cada planta.

2)  Se secO el material vegetal a una temperatura de 40°C por un periodo de tiempo de 48

horas, para ello se empled una estufa de laboratorio (Anexo 8, A).
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3)

Una vez seco el material vegetal, se lo molié usando un molino de laboratorio, donde
el tamafio de particula de los productos fueron aproximadamente de 1 mm (Anexo 8,
B).

Extractos botanicos por método acuoso (Maceracion acuosa)

Se trabajo con extractos cuya concentracion fue de 0,12 g/mL, a los cuales se aplicd

estandares de maceracion que propuso Cerda et al., (2015) (Anexo 9).

1)
2)
3)

4)

5)

b.

Se peso 12 gramos de material vegetal seco y molido (Anexo 9, A).
Se afladio 100 mL de agua destilada (Anexo 9, B).
Se colocd en una botella de vidrio y se la cubrié con papel aluminio.

Se dej6 macerar por 24 horas, luego de ello se procedio a filtrar empleado un embudo

Bushner, papel filtro y una bomba de succién (Anexo 9, C).

La solucion filtrada se la colocé en botellas de laboratorio autoclavable de 250 mL

(BOECO), para luego ser utilizada en los diferentes bioensayos (Anexo 9, D).

Extractos botanicos por método de extraccion asistida por ultrasonido

Se trabajé con extractos cuya concentracion fue de 0,13 g/mL, a los cuales se aplicd

estandares propuestos por Chiurato, M., (2015) (Anexo 10).

1)

2)

3)

4)

Se pes6 100 gramos de material vegetal seco y molido.

Se afiadié 800 mL de una solucién de etanol - agua, en una proporcion de 9:1, es
decir, 720 mL de etanol y 80 mL de agua destilada (Anexo 10, A).

La solucién se colocd en un matraz.

El matraz con la solucion fue colocado en un bafio ultrasonido (Modelo Bransonic
220 Ultrasonic Cleaner, SmithKline company, USA, 50 Hz, 220 v), durante 60

minutos a una temperatura de 35-40 °C, agitdndolo contantemente (Anexo 10, B).
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5)  El extracto obtenido se filtré6 empleado un embudo Bushner, papel filtro y una bomba
de succién (Anexo 10, C).

6) La solucion filtrada se la colocd en botellas de laboratorio autoclavable de 250 mL

(BOECO), para luego ser utilizada en los diferentes bioensayos (Anexo 10, D).

5. Cultivo de la planta hospedera

La planta hospedera empleada en esta investigacion fue brocoli (Brassica oleracea L. var

Italica cv. Avenger).

Las semillas de brocoli (Brassica oleracea L. var Italica cv. Avenger) fueron sembradas en
bandejas de germinacién con turba BM2 en el Departamento de Horticultura (Anexo 11,
A).

a. Plantas de brdcoli para alimentacion de la poblacion de Plutella xylostella

Para la alimentacion de la poblacidn se Plutella xylostella se emple6 hojas de brocoli, las
cuales eran cosechadas de un pequefia parcela (comidero) ubicada en un microtunel en el

invernadero del Departamento de Horticultura.

El comidero tuvo una dimension de 1,20 m x 5,7 m, se trasplantd 54 plantulas de brécoli,
las cuales se encontraban protegidas con un microtunel con tela velo de novia (Anexo 11,
B). Los riegos se realizaron pasando un dia usando una manguera de jardin. Una vez a la
semana se removia el suelo para evitar su compactacion y se procedia a limpiar las malezas

en caso de existir.

Las hojas de brocoli empleadas en la alimentacién primero se las limpiaba con un pafio

hdmedo antes de utilizarlas (Anexo 11, C).
a. Plantas de brdcoli para bioensayo

En 5 baldes plasticos que tenian una mezcla de tierra y humus en proporciones
aproximadas de 1:1, se trasplant6 dos plantulas de 25 dias después de la siembra en cada
balde (Anexo 11, D).
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Luego del trasplante en cada balde se coloco la estructura de proteccién anti-insectos; en su
base se puso una banda elastica para asegurar su hermetismo (Anexo 11, E). Los riegos se
realizaron pasando un dia. Una vez a la semana se removia el suelo para evitar su

compactacion.

A los 35 dias luego del trasplante se cosechaban las hojas 7, 8 y 9, para posteriormente

utilizarlas en los bioensayos.

6. Crianza de Plutella xylostella en condiciones de laboratorio

Inicialmente se colect6 pupas y larvas de P. xylostella en un campo de col morada infestado
con esta plaga. La colecta se realizd cerca de la Escuela de Formacion de Soldados
ESFORSE, sector El Pisque, Parroquia Atahualpa, Cantén Ambato (Tungurahua), las
coordenadas geogréaficas fueron: 1° 12" 25,14"" Sy 78° 35" 25,71"". Se recolectd doscientas

cuarenta y tres pupas y doscientas diez larvas.
a. Larvas

1)  Se prepar6 cajas de engorde (Anexo 3) colocando papel toalla liso y hojas de brdcoli
en su interior. Las hojas de brocoli se colectaban del comidero disefiado en el

invernadero del Departamento de Horticultura de Facultada de Recursos Naturales.
2)  Secolocé 70 larvas como méaximo en cada caja de engorde.

3) Pasando un dia se realizaba la limpieza de cada caja de engorde, para evitar que las

larvas se enfermen o contaminen.

4)  Cuando las larvas alcanzaban el estadio 1V, se procedia a separar machos de hembras.
Los especimenes machos eran identificados por poseer un anillo amarrillo en la parte
terminal del cuerpo mientras que las hembras son completamente verdes (CHEN et
al., (2011).

5)  Aproximadamente al transcurrir 3 semanas, las larvas comenzaban a empupar. Se

colectaban las pupas de la caja de engorde con una pinza entomoldgica
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cuidadosamente y se las llevaba a cajas Petri (50 x 60), posteriormente éstas eran
llevadas a las cajas de cria (Anexo 4).

b. Adultos

1)  Las pupas se colocaron en cajas de cria en una cantidad de 40 pupas por cajas (20

machos y 20 hembras).

2)  Una vez emergido los adultos, se los alimentd con una solucion de agua destilada y
miel de abeja artesanal en una proporcion (9:1). Se sumergian pequefias bolas de

algodon en la solucidén alimenticia.

3) Las bolas de algodon empapadas de la solucion se las colocaba en la parte superior de
la caja de cria, en donde se hallaba una compuerta para este fin. Se alimentaba a los

adultos pasando un dia.

4)  Se cortd discos de hojas de brdcoli de un diametro de 4 cm, estos discos se colocaban
en el interior de las cajas de cria, para que las hembras adultas de Plutella xylostella
ovipositen. Se colocaron de 4 a 6 discos de hojas por cada caja.

7. Bioensayo para determinar el efecto anti-alimentario

Para este experimento se empled larvas de P. xylostella del segundo y tercer instar larval,
ya que en este estadio se registra su mas alta tasa de consumo (Ramachandran et al., 1998),

lo que permitié un mejor analisis del comportamiento anti-alimentario.

Por cada planta de estudio se realizd un bioensayo. En cada bioensayo se probaron los dos

extractos obtenidos por los dos métodos de extraccion y sus respectivos controles.

En este bioensayo el procedimiento que se siguio fue el propuesto por (Rimoldi, 2015) con

algunas modificaciones, que a continuacion se detalla:

1)  Se corto las hojas numero 7, 8 y 9 de las plantas de brocoli de bioensayo de una edad
de 35 dias desde su trasplante (Anexo 12, A)
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

Se realizaron cortes en forma circular de las hojas de brécoli empleando un disco
metalico de 4 cm de diametro. (Anexo 12, B) Se emple6 en cada bioensayo un total
de 40 discos de hojas de brocoli, 10 por cada uno de los dos tratamientos y 10 por

cada uno de los dos controles respectivos

Todos los discos fueron previamente desinfectados con una solucion de hipoclorito
de sodio al 0,5%, con dos posteriores enjuagues en agua destilada y un secado a

temperatura ambiente por 20 minutos (Anexo 13).

A cada grupo de discos ya sea de tratamientos o de controles se les asigné una

nomenclatura (Codigo, Cuadro 2) y orden especificos (del 1 al 10).

Los discos fueron colocados en hojas de papel bond (Copylaser, Ecuador) en un
numero de cinco discos por hoja, en total se tuvo dos hojas de papel bond por
tratamiento y por control. En cada hoja de papel bond se colocaron 5 marcas de 1 cm
en cada espacio donde se ubicaron los discos foliares que se digitalizaron (Anexo 12,
C).

Las hojas con los discos fueron digitalizados en un escaner-impresora (HP, Deskjet
Ink Advantaje 1515, EEUU) y la imagen obtenida se la guardd en carpetas con la

nomenclatura asignada previamente y en formato .jpg.

Con el mismo orden de digitalizacion se procedi6 a colocar un disco en una caja Petri
plastica (55x15 mm), que estaba debidamente etiquetada. En el fondo de la caja Petri
se coloco papel filtro con 3 gotas de agua destilada, para evitar que las hojas de

brdcoli se deshidraten durante el proceso de experimentacion.

Los discos foliares fueron sumergidos durante 10 segundos, en los diferentes

tratamientos y controles (Anexo 12, D).

Se los dejo secar a temperatura ambiente, en una malla metélica, por media hora
(Anexo 12, E).

Posteriormente en cada caja Petri se coloco 5 larvas de Plutella xylostella L., para
ello se utilizo un pincel de malta Kolinsky N° 6 (Anexo 12, F).
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11)

12)

13)

14)

Cada caja Petri fue sellada herméticamente con parafilm.

Las cajas Petri fueron agrupadas en bloques de tratamientos completamente al azar.
Se establecié 10 blogues y en cada blogue una repeticién de cada tratamiento y
control. El factor de bloqueo fue la posicion que ocupaba la pila de cajas Petri en la

repisa de laboratorio. (Anexo 12, G).

Al cabo de cinco dias, los discos foliares fueron digitalizados nuevamente, segln los
pasos 6 y 7 (Anexo 12, H).

Las imagenes obtenidas de los discos foliares tanto al inicio como al final del
experimento  fueron analizadas con softwares de libre acceso para edicion de
imagenes GIMP (Spencer Kimball, Peter Mattis and the GIMP Development Team,
EEUU) y SCION Image 4.0.2 (Scion Corporation, EEUU). Se emple6 el protocolo
segun Carpio et al. (2010) (Anexo 14). Se realizaron las siguientes modificaciones, al

protocolo mencionado:

Al exportar las imagenes a una computadora, se cortd a cada una, dejando un disco
foliar por imagen en formato .jpg. Con ayuda del programa de libre acceso GIMP
2.8.16, se estandarizo el brillo y contraste de las iméagenes cortadas. El contraste se
estandarizo6 de la siguiente manera: se colored con verde las areas sin dafio, blanco
para las partes consumidos o con dafio provocado por la plaga. Alrededor se pintd
de color negro para evitar interferencias, este procedimiento se realizé tanto en
discos foliares iniciales y finales.

Con las imagenes obtenidas en Gimp, se procedio a trabajar en Scion Image 4.0.2,
el cual generd dos versiones de imagen, la una a color y la otra en escala de grises.
Se trabajd Unicamente con la imagen en color, a ésta, se bajo el contraste de
Threshold; para el caso de residuos de discos foliares el rango de lumbral fue de 150
— 250. Con ello se busco un 6ptimo contraste entre las zonas dafiadas (zonas
blancas) y las zonas sanas (zonas oscuras). Para las imagenes iniciales de discos
foliares (los discos antes de ser expuestos a los tratamientos), se trabajo con valores
de umbral entre 100-150. En este caso la zona blanca es el area total del disco
(Anexo 15).
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15) Para evaluar el efecto anti-alimentario se procedid a calcular el porcentaje consumido
(Mufioz, 2016), y la actividad anti-alimentaria (Baskar et al., 2011).
area comida del disco

% consumido = - . — , * 100
area del disco al inicio del bioensayo

Ecuacion 01. Porcentaje consumido

El porcentaje consumido evalta la porcion de la hoja de brdcoli consumida por larvas de
Plutella xylostella. Un alto porcentaje consumido indica que las larvas consideran una

fuente propicia de alimento, disminuyendo o inhibiendo un efecto anti-alimentario.

- . . ACC —ACT
Actividad anti-alimentaria (%) = e * 100

Donde:
ACC = Area de hoja consumida en control
ACT = Area de hoja consumida en tratamiento

Ecuacioén 02. Actividad anti-alimentaria

El porcentaje de actividad anti-alimentaria evalla el potencial de una sustancia para inhibir

el deseo de alimentacion en la larva de Plutella xylostella, existiendo alimento.

8. Bioensayo para determinar el efecto larvicida

Para este bioensayo se empled dos metodologias, una para determinar la toxicidad por
contacto de los extractos en larvas de Plutella xylostella, (método de inmersion larval),
mientras que la segunda metodologia evaluo el efecto de toxicidad por digestion (método
de inmersion foliar) en las larvas. Ambas metodologias empleadas fueron propuestas por

(Hill & Foster, 2000) con ciertas modificaciones.

En los dos casos se empleo larvas de P. xylostella del segundo y tercer instar larval los
discos foliares empleados se los obtuvo de similar manera a lo sefialado en el bioensayo

para evaluar el efecto anti-alimentario.
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a.

Método de inmersién larval

Para el método de inmersion larval (Anexo 16), se procedio de la siguiente manera:

1)

2)

3)

4)

5)

Se coloco 50 ml de solucion de cada tratamiento y control en frascos rociadores.

En una caja Petri (55 mm x 5mm) se colocé en el interior papel filtro y 5 larvas de

Plutella xylostella, empleando un pincel de malta Kolinsky N° 6.

Para realizar la aplicacion del tratamiento sobre las larvas de P. xylostella, el frasco
rociador se colocd en un soporte universal a una altura de 25 cm desde la base de

dicho soporte.

Las larvas fueron rociadas tres veces y luego se las dej6 secar a temperatura ambiente
por 10 minutos.

Se colocé las larvas tratadas en otra caja Petri del mismo tamafio, para lo cual se
utilizé otro pincel de pelo de malta para evitar contaminacion. Previamente en esta
segunda caja Petri se coloco un disco foliar de 4 cm de didmetro. Luego se sell6 la

caja Petri herméticamente con parafilm.

Método de inmersién foliar

El método de inmersion foliar (Anexo 17), consistio en:

1)

2)

3)

Los discos foliares fueron sumergidos durante 10 segundos, en los diferentes
tratamientos y controles.

Se los dejo secar a temperatura ambiente, en una malla metélica, por media hora.

Sobre el disco se situé 5 larvas de Plutella xylostella. Se sellé la caja Petri

herméticamente con parafilm.

Al culminar los dos procedimientos todas las cajas Petri del experimento fueron colocadas

en bloques de tratamientos completamente al azar, un grupo para cada método empleado

para evaluar mortalidad.
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Después de 5 dias, en ambos experimentos se contd las larvas muertas en cada caja
mediante identificacion por pérdida de movimiento, este procedimiento se lo realizo
moviendo a la larva con el pincel, hasta observan que el espécimen no presentaba reaccion
alguna ante tal estimulo. Finalmente se calculo el porcentaje de mortalidad empleando la

siguiente ecuacion:

individuos muertos

% mortalidad = * 100

total de individuos colocados

Ecuacion 03. Porcentaje de mortalidad

9. Bioensayo para determinar el efecto de repelencia ovipositora

En este bioensayo se emple6 la metodologia denominada prueba de eleccion ovipositora
propuesta por Chen et al., (1996) (Anexo 18).

1)  Se coloc6 40 adultos de Plutella xylostella: 20 hembras y 20 machos, de tres dias de

emergencia del estado pupal, en una caja de cria.

2)  Se cortaron discos foliares de brocoli (Brassica oleracea L. var Italica cv. Avenger)

variedad Avenger) de 4 cm de didmetro (Anexo 18, A).

3) Los discos foliares fueron sumergidos durante 10 segundos, en los diferentes

tratamientos y controles (Anexo 18, B).

4)  Se los dejé secar a temperatura ambiente, en una malla metalica, por media hora.
(Anexo 18, C).

5) Se empled 20 cajas de cria por cada bioensayo, estas cajas se dividieron en dos
grupos, cada grupo representa un tratamiento (extracto botanico y control) y cada caja

una repeticion.

6) En cada caja de cria se coloco al lado derecho un disco sumergido en tratamiento y a
lado izquierdo un disco de control. (Anexo 18, D).

7)  Las cajas de cria se colocaron en un orden completamente aleatorio. (Anexo 18, E).
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8)  Seretiraron los discos transcurrido 24 horas.

9)  Se procedi6 al conteo de los huevos ovipositados en cada disco, con la ayuda de una

lupa y una pinza entomoldgica (Anexo 18, F).

10) El efecto de repelencia ovipositora se evalu6 mediante el empleo del indice de
Repelencia Ovipositora, cuya sigas en inglés es ODI (Oviposition Deterrent Index)
(Zhang et al., 2004).

ODlzc;CT*wo

Donde:
C = Numero de huevos del control
T = NUmero de huevos del tratamiento

Ecuacion 04. indice de repelencia ovipositora.

10. Andlisis estadistico

Para el analisis de los datos obtenidos en los diferentes bioensayos, se procedié a realizar
analisis estadistico paramétrico y en otros casos no paramétrico, dependiendo de la

naturaleza de los datos.

En el bioensayo que evalud el efecto anti-alimentario, primero al estar los datos en
porcentaje (% Consumido y % Actividad Anti-alimentaria), se procedid a aplicar la
transformacion de Bliss (arcoseno de la raiz de x) para normalizar los datos. Luego se
aplicé analisis de varianza (ANOVA), y test de Tukey (p<0,05) para establecer diferencias
estadisticas entre los tratamientos.

En el bioensayo para determinar el efecto de repelencia ovipositora, primero se aplico la
transformacion de Bliss (arcoseno de la raiz de x) para normalizar los datos. Luego para el
conjunto de datos provenientes de indice de repelencia ovipositora por extracto botanico
(extracto botanico vs control) se aplicé Prueba T para muestras independientes; mientras

que para el conjunto de datos del indice de repelencia ovipositora por método de extraccion
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se empled anédlisis de varianza (ANOVA), y test de Tukey (p<0,05) para establecer

diferencias estadisticas entre los tratamientos.

En datos de porcentaje de mortalidad del bioensayo para determinar el efecto larvicida, se
aplico la prueba no paramétrica Friedman, ya que no fue posible mediante transformaciones
parametrizarlos. Para determinar si existen diferencias estadisticas entre los tratamientos se

utilizaron comparaciones multiples “a posteriori” (Conover, 1999) con un nivel de

ransformacion de
Bliss (arcoseno de
la raiz de x)

Prueba no
paramétrica
Friedman

Comparaciones
multiples "a
posteriori"
(p<0,05)

significancia de 0,05.
% Consumido indice de
% Actividad anti- % Mortalidad .repglencia
alimentaria ovipositora (ODI)

ransformacion de
Bliss (arcoseno de
la raiz de x)

ODI por
extracto
botanico

Prueba T para

muestras

independientes

Figura 4. Andlisis estadistico de datos empleado en cada bioensayo.

ODI por extracto

método de
extraccion

36




V. RESULTADOS Y DISCUSION

A. RESULTADOS

1. Efecto anti-alimentario

a. Resultados del método de extraccion en cada planta estudiada sobre el efecto

anti-alimentario

1)  Clibadium sp.

(8]
(&)
|
I

30 ~

20 - 1

IS

10 | N

Porcentaje consumido (%)

| | |
ClAc  CAc ClUul  Ccul

Tratamientos

*ledias con una lefra comin no som significafivamente diferentes (Tukey, p = 0,03

Figura 5. Porcentaje consumido de hojas de brécoli por Plutella xylostella para evaluar el
efecto anti-alimentario producido por extractos de Clibadium sp. CIAc: (Extracto acuoso);
CAc: (Control acuoso); CIUI: (Extracto mediante ultrasonido); CUI: (Control ultrasonido).

Los resultados mostrados en la Figura 5, indican que existen diferencias significativas entre
los tratamientos de extraccion vs controles de Clibadium sp., (Anexo 27). De acuerdo al

porcentaje consumido por larvas de Plutella xylostella, se establecié que existe dos rangos
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estadisticos; en el primer rango se ubicaron a los dos extractos de Clibadium sp., como los
mejores tratamientos cuyo porcentaje consumido fueron de: 10,45% para el extracto acuoso
y 13,71% para el extracto por ultrasonido. En este caso no existié diferencia entre los tipos
de métodos de extraccion estudiados. En el segundo rango se ubicaron los controles, cuyos

porcentajes consumidos medios fueron superiores al 26%.

2)  Cyclanthus bipartitus

S 304 — )
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| | | |
CyAc CAc CyUl CUl

Tratamientos
*Medias con una letra comudn no son significativamente diferentes (Tukey; p > 0,05)

Figura 6. Porcentaje consumido de hojas de brécoli por Plutella xylostella para evaluar el
efecto anti-alimentario producido por extractos de Cyclanthus bipartitus. CyAc: (Extracto
acuoso); CAc: (Control acuoso); CyUl: (Extracto mediante ultrasonido); CUI: (Control

ultrasonido).

Los resultados mostrados en la Figura 6 indican que existen diferencias significativas entre
los diferentes tratamientos de extraccion de Cyclanthus bipartitus y sus controles (Anexo
28). De acuerdo al porcentaje consumido por larvas de Plutella xylostella, se establecio tres
rangos estadisticos. En el primer rango se ubicé al mejor tratamiento, el cual fue el extracto

obtenido mediante ultrasonido. Su media del porcentaje consumido fue de 10,04%. Los
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controles presentaron un mayor porcentaje de consumo (>23%), es decir, un bajo efecto
anti-alimentario, por lo cual se ubicaron en un tercer rango estadistico. En el segundo rango
estadistico se ubico al tratamiento del extracto acuoso de Cyclanthus bipartitus, con una
media de porcentaje consumido de 17,32%. En este caso existio diferencia estadisticamente

significativa entre los tipos de métodos de extraccion estudiados.

3) Dieffenbachia costata
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*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (Tukey; p > 0,05)

Figura 7. Porcentaje consumido de hojas de brocoli por Plutella xylostella para evaluar el
efecto anti-alimentario producido por extractos de Dieffenbachia costata. DiAc: (Extracto
acuoso); CAc: (Control acuoso); DiUl: (Extracto mediante ultrasonido); CUI: (Control

ultrasonido).

Los resultados mostrados en la Figura 7 indican que existen diferencias significativas entre
los diferentes tratamientos de extraccion de Dieffenbachia costata y sus controles (Anexo
29). De acuerdo al porcentaje consumido por larvas de Plutella xylostella, se establecio que
existen tres rangos estadisticos; en el primer rango se ubicé al tratamiento del extracto de

D. costata obtenido mediante método de extraccion asistida por ultrasonido. La media del
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porcentaje consumido fue de 10,61%. Los controles presentaron un mayor porcentaje de
consumo (>27%), es decir, un bajo efecto anti-alimentario, por lo que se ubicaron en un
tercer rango estadistico. En el segundo rango se ubicé al tratamiento del extracto de D.
costata obtenido mediante método acuoso, con una media de porcentaje de consumo de
16,79%. En este caso existid diferencia estadisticamente significativa entre los tipos de
meétodos de extraccion estudiados.

4)  Vismia sp.
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*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (Tukey; p > 0,05)

Figura 8. Porcentaje consumido de hojas de brocoli por Plutella xylostella para evaluar el
efecto anti-alimentario producido por extractos de Vismia sp. ViAc: (Extracto acuoso);

CAc: (Control acuoso); ViUl: (Extracto mediante ultrasonido); CUI: (Control ultrasonido).

Los resultados mostrados en la Figura 8 indican que existen diferencias significativas entre
los tratamientos de extraccion de Vismia sp. y sus controles (Anexo 30). De acuerdo al
porcentaje consumido por larvas de Plutella xylostella se establecio que existen tres rangos
estadisticos. En el primer rango se ubicé al tratamiento del extracto de Vismia sp. obtenido

mediante método de extraccion asistida con ultrasonido. La media del porcentaje
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consumido fue de 12,09%. El control acuoso presentd un mayor porcentaje de consumo
(32,74%) por lo cual se lo ubico en un tercer rango estadistico. En el segundo rango se situd
al tratamiento del extracto de Vismia sp obtenido mediante método acuoso y al control del
método de ultrasonido. En este caso existio diferencia estadisticamente significativa entre

los tipos de métodos de extraccion estudiados.

b. Resultados de las plantas estudiadas con cada método de extraccion sobre el

efecto anti-alimentario

1)  Método de extraccion acuosa
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Figura 9. Porcentaje de actividad anti-alimentaria de Plutella xylostella en hojas de brocoli
producido por extractos acuosos de cuatro plantas recolectadas en la Amazonia. CIAc:
(Clibadium sp); CyAc: (Cyclanthus bipartitus); DiAc: (Dieffenbachia costata); ViAc:
(Vismia sp).

Los resultados mostrados en la Figura 9 indican que existen diferencias significativas entre

los diferentes tratamientos de los extractos obtenidos por método acuoso de las cuatro
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plantas en estudio (Anexo 31). De acuerdo al porcentaje de actividad anti-alimentaria de
larvas de Plutella xylostella se establecio que existen tres rangos estadisticos. En el primer
rango se ubicd al tratamiento del extracto de Clibadium sp., con el que se obtuvo el mayor
porcentaje anti-alimentario. La media del porcentaje anti-alimentario que se obtuvo fue de
67,10%. En el segundo rango estadistico se ubicé al extracto de Cyclanthus bipartitus y
Dieffenbachia costa; sus medias de actividad anti-alimentaria fueron de 47,66% y 42,96%
respectivamente. Mientras que el extracto que menor efecto anti-alimentario presentd, fue
el extracto de Vismia sp., este tratamiento se situé en un tercer rango con una media de
34,23%. El extracto de Dieffenbachia costata comparte rangos estadistico con C. bipartitus
y Vismia sp.

2)  Método de extraccidn asistida por ultrasonido
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Figura 10. Porcentaje de actividad anti-alimentaria de Plutella xylostella en hojas de
brocoli producido por extractos obtenidos mediante ultrasonido, de cuatro plantas
recolectadas en la Amazonia. CIUI: (Clibadium sp); CyUl: (Cyclanthus bipartitus); DiUI:
(Dieffenbachia costata); ViUIl: (Vismia sp).
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Los resultados mostrados en la Figura 10 indican que existe diferencia significativa entre
los diferentes tratamientos de los extractos obtenidos mediante el método de extraccion
asistido por ultrasonido de las cuatro plantas recolectadas en la Amazonia (Anexo 32). De
acuerdo al porcentaje de actividad anti-alimentaria de larvas de Plutella xylostella, se
estableci6 que existen dos rangos estadisticos. En el primer rango se ubicd los extractos de
Clibadium sp., Cyclanthus bipartitus y Dieffenbachia costata. Se destaca que con el
extracto de Dieffenbachia costata se obtuvo el mayor porcentaje de actividad anti-
alimentaria, con una media de 54,95%. En el segundo rango se ubicaron los extractos de
Clibadium sp., Cyclanthus bipartitus y Vismia sp. Se obtuvo el menor porcentaje de
actividad anti-alimentaria con el extracto de Vismia sp., su media fue 29,92%. Sin embargo
se debe sefialar que los extractos de Clibadium sp. y de Cyclanthus bipartitus comparten

rango estadisticamente.
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c.  Cuadro combinado de los dos efectos: plantas y métodos de extraccion sobre el
parametro anti-alimentario de Plutella xylostella

|
o

56,06

B Método Acuoso
B Método Ultrasonido

49,71

43,36

37,01

Actividad Anti-alimentaria (%)

30,66

o] Cy Di Vi

Extractos botanicos

*Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (Tukey; p > 0,05)

Figura 11. Promedio del porcentaje de actividad anti-alimentaria de larvas de Plutella
xylostella en hojas de brdcoli producido por extractos botanicos y métodos de extraccion.
Cl: (Clibadium sp.); Cy: (Cyclanthus bipartitus); Di: (Dieffenbachia costata); Vi: (Vismia
sp.).

Los resultados mostrados en la Figura 11 indican que la interaccién de los efectos
provocados por los extractos botanicos y los métodos de extraccion es estadisticamente
significativa, por lo que se establecieron dos rangos estadisticos (Ver Anexo 33). En el
primer rango se ubico los extractos ya sean acuosos o por ultrasonido de: Clibadium sp.,
Cyclanthus bipartitus y .Dieffenbachia costata. Sus porcentajes anti-alimentario medios
estuvieron en un rango de 40,90% - 55,08%.

En el segundo rango se ubicé los extractos ya sean acuosos o por ultrasonido de:

Cyclanthus bipartitus y Vismia sp., adicionalmente a ellos se ubicaron los extractos de
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Clibadium sp. (método ultrasonido), y extracto acuoso de Dieffenbachia costata. Sus
porcentajes anti-alimentario estuvieron en un rango de 31,49% - 45,07%.

Hay que sefialar que los dos extractos de Cyclanthus bipartitus, el extracto por ultrasonido
de Clibadium sp., y el extracto acuoso de Dieffenbachia costata comparten rango

estadisticamente.

Se debe destacar que con el extracto acuoso de Clibadium sp. se obtuvo el més alto
porcentaje de actividad anti-alimentaria, 55,08%; mientras que el menor porcentaje se lo
obtuvo con el extracto de Vismia sp. por ultrasonido asistida, con una media de actividad

anti-alimentaria de 31,49%.

2. Efecto larvicida

Como se sefialé anteriormente en metodologia, para evaluar el efecto larvicida se empleo
dos métodos, método de inmersion foliar y el método de inmersion larval, los cuales fueron
comparados. De acuerdo al analisis estadistico realizado por prueba no paramétrica de
Friedman y mediante comparaciones multiples “a posteriori” (Anexo 34), se establecio que
el mejor método fue el método de inmersion foliar. En esta seccion de resultados se

muestra los resultados usando el método de inmersién foliar.
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a. Resultados del método de extraccién en cada planta estudiada sobre el efecto

larvicida

1)  Clibadium sp.
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(Comparaciones multiples “a posteriori”’; p>0,05).

Figura 12. Porcentaje de mortalidad de larvas de Plutella xylostella producidos por
extractos de Clibadium sp. CIAc: (Extracto acuoso); CAc: (Control acuoso); CIUI:

(Extracto mediante ultrasonido); CUI: (Control ultrasonido).

Los resultados mostrados en la Figura 12 indican que existen diferencias significativas
entre los diferentes tratamientos de extraccion de Clibadium sp. y sus controles (Anexo 35).
Para determinar el efecto larvicida por medio del porcentaje de mortalidad, se establecid
que existen dos rangos estadisticos. En el primer rango se ubico al tratamiento del extracto
obtenido por método ultrasonido con un mayor porcentaje de mortalidad. La mediana de
porcentaje de mortalidad obtenida fue de 20%. En cambio el extracto acuoso y los dos
controles se ubicaron en un segundo rango, el cual se observé un 0% de mortalidad. En este
caso existio diferencia estadisticamente significativa entre los tipos de métodos de

extraccion estudiados.
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2)  Cyclanthus bipartitus
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Figura 13. Porcentaje de mortalidad de larvas de Plutella xylostella producidos por
extractos de Cyclanthus bipartitus. CyAc: (Extracto acuoso); CAc: (Control acuoso); CyUl:
(Extracto mediante ultrasonido); CUI: (Control ultrasonido).

Los resultados mostrados en la Figura 13 indican que existen diferencias significativas
entre los tratamientos de extraccion de Cyclanthus bipartitus y sus controles (Anexo 36).
Para determinar el efecto larvicida por medio del porcentaje de mortalidad, se establecié
que existen dos rangos estadisticos. En el primer rango se ubicé a los dos extractos de C.
bipartitus como los mejores tratamientos, con los dos tratamientos se obtuvo una mediana
de porcentaje de mortalidad de 20%. En el segundo rango estadistico se ubicaron los
controles. En este caso no existio diferencia entre los tipos de métodos de extraccion

estudiados.
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3) Dieffenbachia costata

& 20 a

b=

S 15

=

5

S 10-

[P

o

2 D

S

= a

(D] a
E 0- — —
o | | | |
=¥

DiAc  CAc DiUl CUIl

Tratamientos

*Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes
(Comparaciones multiples “a posteriori”; p>0,05).

Figura 14. Porcentaje de mortalidad de larvas de Plutella xylostella producido por
extractos de Dieffenbachia costata. DiAc: (Extracto acuoso); CAc: (Control acuoso); DiUl:

(Extracto mediante ultrasonido); CUI: (Control ultrasonido).

Los resultados mostrados en la Figura 14 indican que no existe diferencias significativas
entre los diferentes tratamientos de extraccion de Dieffenbachia costata y sus controles
(Anexo 37). Hay que indicar que en los tratamientos de Dieffenbachia costata se evidencid

una gran dispersion de datos (Anexo 23).
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4)  Vismia sp.
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Figura 15. Porcentaje de mortalidad de larvas de Plutella xylostella producido por
extractos de Vismia sp. ViAc: (Extracto acuoso); CAc: (Control acuoso); ViUl: (Extracto

mediante ultrasonido); CUI: (Control ultrasonido).

En Figura 15, los resultados obtenidos indican que existen diferencias significativas entre
los tratamientos de extraccion de Vismia sp. y sus controles (Anexo 38). Para determinar el
efecto larvicida por medio del porcentaje de mortalidad, se establecié que existen dos
rangos estadisticos. En el primer rango se ubic6 a los dos extractos botanicos. En el
segundo rango estadistico se ubicaron los controles. En este caso no existio diferencia entre

los tipos de métodos de extraccion estudiados.
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b. Resultados de las plantas estudiadas con cada método de extraccion sobre el
efecto larvicida

1)  Método de extraccion acuosa
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Figura 16. Porcentaje de mortalidad de larvas de Plutella xylostella producido por
extractos acuosos de cuatro plantas recolectadas en la Amazonia. CIAc: (Clibadium sp.);
CyAc: (Cyclanthus bipartitus); DiAc: (Dieffenbachia costata); ViAc: (Vismia sp.).

Los resultados mostrados en la Figura 16 indican que existen diferencias significativas
entre los diferentes tratamientos de extraccion de los extractos acuosos de las cuatro plantas
en estudio. Para determinar el efecto larvicida por medio del porcentaje de mortalidad de
larvas de Plutella xylostella, se establecié que existen dos rangos estadisticos (Anexo 39).
En el primer rango se ubicaron los extractos de Cyclanthus bipartitus, Dieffenbachia
costata y Vismia sp. En el segundo rango se ubicaron los tratamientos con los que se
obtuvo 0% de mortalidad, estos fueron: Clibadium sp., Dieffenbachia costata y Vismia sp.
Sin embargo se debe sefialar que los extractos de D. costata y Vismia sp. comparten rango

estadisticamente.
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2)  Metodo de extraccion asistida por ultrasonido
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Figura 17. Porcentaje de mortalidad de larvas de Plutella xylostella producido por
extractos botanicos obtenidos mediante ultrasonido asistida de cuatro plantas amazonicas.
CIUI: (Clibadium sp.); CyUl: (Cyclanthus bipartitus); DiUl: (Dieffenbachia costata); ViUI:
(Vismia sp.).

Los resultados mostrados en la Figura 17 indican que existen diferencias significativas
entre los diferentes tratamientos de extraccion de los extractos obtenidos mediante el
método de extraccion asistido por ultrasonido de las cuatro plantas recolectadas en la
Amazonia (Anexo 40). De acuerdo al porcentaje de mortalidad de larvas de Plutella
xylostella, se establecid que existe dos rangos estadisticos. En el primer rango se ubicé los
tratamientos de Clibadium sp., Cyclanthus bipartitus y Vismia sp. El porcentaje de
mortalidad para estos casos se encontrdé en un rango de 10 — 20%. En el segundo rango se
ubicé los tratamientos de Clibadium sp., Dieffenbachia costata y Vismia sp.; siendo el
extracto de D. costata el tratamiento con el que menor porcentaje de mortalidad se obtuvo,
0%. Hay que sefialar que los extractos de Clibadium sp. y Vismia sp. comparten rango
estadistico.
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3. Efecto de repelencia ovipositora

a. Resultados del método de extraccion en cada planta estudiada sobre el efecto de
repelencia ovipositora

1)  Clibadium sp.

100

96
94
92
90

o

| |
ClAc ClUI

indice de repelencia ovipositora ODI (%)

Extractos de Clibadium sp.

Figura 18. Porcentaje del indice de repelencia ovipositora de Plutella xylostella provocado

por extractos de Clibadium sp. CIAc: (Extracto acuoso); CIUI: (Extracto mediante
ultrasonido).

En la Figura 18 se observa que la repelencia ovipositora en los extractos de Clibadium sp.
ya sea acuoso o por ultrasonido, no presentan diferencia estadistica (Anexo 41). En este
caso se obtuvo indices de repelencia ovipositora medios entre 97,84 — 97,32%.
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2)  Cyclanthus bipartitus
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Figura 19. Porcentaje del indice de repelencia ovipositora de Plutella xylostella provocado

por extractos de Cyclanthus bipartitus. CyAc: (Extracto acuoso); CyUl: (Extracto mediante

ultrasonido).

Los resultados mostrados en la Figura 19, indican que no existen diferencias significativas
entre los diferentes extractos de Cyclanthus bipartitus, ya sea acuoso o por ultrasonido

(Anexo 32). En este caso se observa un indice de repelencia ovipositora medio de 99,30% -
99,68%.
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3) Dieffenbachia costata
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Figura 20. Porcentaje del indice de repelencia ovipositora de Plutella xylostella provocado
por extractos de Dieffenbachia costata. DiAc: (Extracto acuoso); DiUl: (Extracto mediante

ultrasonido).

En la Figura 19 se observa que la repelencia ovipositora en los extractos de Dieffenbachia
costata, ya sea acuoso o por ultrasonido, no presentan diferencia estadistica (Anexo 43).

En este caso se observa indices de repelencia ovipositora medios de 98,97 — 99,41%.
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4)  Vismia sp.
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Figura 21. Porcentaje del indice de repelencia ovipositora de Plutella xylostella (efecto
repelencia ovipositora) provocado por extractos de Vismia sp. ViAc: (Extracto acuoso);

ViUl: (Extracto mediante ultrasonido).

Los resultados mostrados en la Figura 21, indican que existen diferencias significativas
entre los tratamientos de extraccion de Vismia sp. (Anexo 44). Se observa que el indice de
repelencia ovipositora es mayor en el tratamiento del extracto obtenido por ultrasonido, el
valor medio en este caso es 98,34%, mientras que con el extracto acuoso se obtuvo un
indice de repelencia ovipositora medio de 87,77%, aunque se debe destacar que ambos

extractos producen un efecto de repelencia ovipositora, ya que su indice es cercano a 100%.
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b. Resultados de las plantas estudiadas con cada método de extraccion sobre el
efecto de repelencia ovipositora

1)  Método de extraccion acuosa
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Figura 22. Porcentaje del indice de repelencia ovipositora de Plutella xylostella producido
por extractos acuosos de cuatro plantas recolectadas en la Amazonia. CIAc: (Clibadium

sp.); CyAc: (Cyclanthus bipartitus); DiAc: (Dieffenbachia costata); ViAc: (Vismia sp.).

Los resultados mostrados en la Figura 22 indican que existen diferencias significativas
entre los diferentes tratamientos de los extractos acuosos de las cuatro plantas en estudio
(Anexo 45). De acuerdo al indice de repelencia ovipositora se establecié que existen dos
rangos estadisticos. En el primer rango se ubico a todos los tratamientos que produjeron el
mayor indice de repelencia ovipositora, entre ellos se encontraron los extractos de
Clibadium sp., Cyclanthus bipartitus y Dieffenbachia costata. Las medias de indice de
repelencia ovipositora fueron 97,84%, 99,30% y 98,97% respectivamente. Mientras que el
extracto de Vismia sp., con un indice de repelencia medio de 87,77% se lo ubicé en un

segundo rango.
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2)  Metodo de extraccion asistida por ultrasonido
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Figura 23. Porcentaje del indice de repelencia ovipositora de Plutella xylostella producido
por extractos obtenidos mediante extraccién con ultrasonido asistida de cuatro plantas
recolectadas en la Amazonia. CIUI: (Clibadium sp.); CyUl: (Cyclanthus bipartitus); DiUI:
(Dieffenbachia costata); ViUIl: (Vismia sp.).

Los resultados mostrados en la Figura 23 indican que existen diferencias significativas
entre los diferentes tratamientos de los extractos obtenidos mediante el método de
extraccion asistida por ultrasonido de las cuatro plantas recolectadas en la Amazonia
(Anexo 46). De acuerdo al indice de repelencia ovipositora, se establecio que existen dos
rangos estadisticos. En el primer rango se ubicé a los extractos de Cyclanthus bipartitus,
Dieffenbachia costata y Vismia sp.; con los cuales se obtuvo un ODI de 98,34 — 99,68%.
En el segundo rango se ubicaron los tratamientos de Clibadium sp., Dieffenbachia costata y
Vismia sp. Se debe sefialar que con el extracto de Clibadium sp. se obtuvo el menor indice
de repelencia ovipositora de 97,32%. Los extractos de Dieffenbachia costata y de Vismia

sp. comparte rango estadistico.
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c.  Cuadro resumen del efecto de las plantas y los métodos de extraccion sobre el
parametro de repelencia ovipositora de Plutella xylostella

B Método Acuoso

89,28 B Método Ultrasonido

85,01

80,73

76,45

indice de Repelencia Ovipositora (%)

72,18

Cy Di Cl

Extractos botanicos

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Figura 24. Promedio del indice de repelencia ovipositora a Plutella xylostella producido
por interaccion entre extractos botanicos y métodos de extraccion. Cl: (Clibadium sp); Cy:
(Cyclanthus bipartitus); Di: (Dieffenbachia costata); Vi: (Vismia sp).

Los resultados mostrados en la Figura 24 indican que la interaccion de los efectos
provocados por los extractos botanicos y los métodos de extraccion es estadisticamente
significativa, por lo que se establecieron dos rangos estadisticos (Ver Anexo 33). En el
primer rango se ubicO los extractos ya sean acuosos o por ultrasonido de: Cyclanthus
bipartitus, Dieffenbachia costata, Clibadium sp., y extracto por ultrasonido de Vismia sp.

Sus indices de repelencia ovipositora estuvieron en un rango de 82,62% - 88,97%.

En el segundo rango se ubico Gnicamente al extracto acuoso de Vismia sp., su indice medio
de repelencia ovipositora fue de 72,93%, siendo éste tratamiento con el que menor indice
de repelencia se consiguio.
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B. DISCUSION

A continuacién se detalla los efectos ocasionados por los extractos obtenidos por dos

métodos de extraccion de las cuatro plantas estudiadas:

1. Efecto anti-alimentario

En el bioensayo para determinar el efecto anti-alimentario mediante el porcentaje
consumido por larvas de Plutella xylostella en hojas de brocoli se observo que los
tratamientos con los que se obtuvo resultados significativos fueron con los extractos de las
cuatro plantas en estudio obtenidos mediante método de extraccion asistido por ultrasonido.

Las medias de porcentajes consumidos que se encontraron fueron de 10,04% - 13,71%.

Se ha realizado varios estudios en los que se analiza la eficiencia de la extraccion asistida
por ultrasonido con respecto a métodos tradicionales. Azuola & Vargas, (2007) sefialan que
el método de ultrasonido es mas eficiente que la extraccién por métodos tradicionales y
ademas puede asistir a métodos de extraccion no convencionales. Gao & Liu, (2005)
indican que el ultrasonido tiene una eficiencia 70 veces mayor que la extraccion por
solventes, 11 veces mayor que la extraccion por destilacion y 35 veces mayor que la
extraccion por soxhlet. Rostagno etal., (2003) encontr6 que mediante el método de
ultrasonido se obtiene 6,4% a 25% mas isoflavonas que por método tradicional por
solventes. La eficiencia de extraccion que posee este método se debe a que permite la
ruptura de las células vegetales liberando asi méas principios activos al medio de extraccion
(Proestos & Komaitis, 2006). Coincidiendo de esta manera con lo obtenido en los
resultados de extraccion por ultrasonido al comparar con el método acuoso, obtenidos en la

presente investigacion.

Sin embargo en el caso de Clibadium sp., no existio diferencia significativa entre los dos
tipos de extraccion empleadas (Figura 5). Es posible que los metabolitos responsables del
efecto anti-alimentario de larvas de Plutella xylostella sean compuestos polares, por lo que
fueron extraidos por el agua facilmente. Segun Vasquez, (2003) el agua es un excelente
solvente para solutos polares e ionicos, denominados hidrofilos. Ribereau-Gayon, (1998)

indica que el método de maceracion es un método con el que se puede obtener Gnicamente
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compuestos solubles en agua, tales como: compuesto fendlicos, particularmente antocianos

y taninos, entre otras sustancias (aromaticas, nitrogenadas, polisacaridos, minerales, etc).

En relacién con la actividad de las plantas sobre el efecto anti-alimentario se establecio que
el extracto acuoso de Clibadium sp. y el extracto por ultrasonido de Dieffenbachia costata
fueron con los que mayor porcentaje anti-alimentario se consiguio, 67,1% para Clibadium
sp. (Figura 9) y 54,97% para D. costata (Figura 10). Adicionalmente el porcentaje anti-
alimentario del extracto mediante ultrasonido de Cyclanthus bipartitus presentd similar

comportamiento al el extracto de D. costata, su media fue de 50,07%.

Las referencias bibliograficas sobre el efecto anti-alimentario provocado por estas plantas
son escasas, sin embargo Regnault-Roger et al., (2004), sugiere que las moléculas que
presentan actividad anti-alimentaria en insectos con frecuencia son compuestos
poliaromaticos (polifenoles, taninos, flavonoides, etc), alcaloides y compuestos terpénicos
y polihidroxilados (azadiractina, drimanos del tipo poligodial), por lo que es posible que al
menos uno de estos metabolitos secundarios puedan estar contenidos en Clibadium sp.,

Cyclanthus bipartitus y Dieffenbachia costata.

Resumiendo los dos efectos: plantas y métodos de extraccion sobre el parametro anti-
alimentario de Plutella xylostella se determind que existe un rango de los valores mas altos
de porcentaje anti-alimentario que fueron de 47,99% - 55,08% (Figura 11). Huang et al.,
(2008) en su investigacion de actividad anti-alimentaria de metabolitos secundarios de
Ajuga nipponesis® contra Plutella xylostella, encontr6 que los mejores porcentajes de
actividad anti-alimentaria fueron de 87,46% y 91,74%. Mientras que el porcentaje de
actividad anti-alimentaria mas alto encontrado por Lingathurai et al., (2011) con extractos
crudos de Acalypha fruticosa Forssk.? fue de 92,8%. En ambos casos, el porcentaje anti-

alimentario fue mayor a los encontrados en el presente estudio.

L Género de planta cosmopolita conocida por sus ecdisteroides (hormonas de muda y sexuales presentes en los
insectos) tiene méas de 150 variedades y subespecies con mas abundancia en China, Japon , Corea, asi como
en Europa ( Darvas , 1991) .

2 Planta medicinal empleada para curar dolor de estomago, desérdenes digestivos, célicos y diarreas. (Sripathi
& Uma, 2010).
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Una posible explicacién a esta diferencia en el porcentaje anti-alimentario es el tipo de
solvente empleado en los extractos boténicos: en ésta investigacion se utilizd extractos
acuosos e hidro-alcoholicos mientras que Huang et al., (2008) y Lingathurai et al., (2011)
emplearon extractos obtenidos con solventes organicos, ya sea cloroformo y acetato de

etilo.

Arévalo & Enciso (1996), indica que la eleccion del método de extraccion depende de la
naturaleza quimica de las sustancias presentes en la planta y el propésito de la
investigacion, es asi que la estructura quimica de Ajua nipponesis y Acalypha fruticosa
estuvo definida previamente, lo cual permitié que hayan elegido con mas certeza el tipo de
extraccion para conseguir de mejor manera los metabolitos responsables del efecto anti-
alimentario alcanzado porcentajes mas altos que los encontrados; en cambio las plantas con
las que se trabajo no se conocia su composicion quimica o en alguna casos dicha

composicion era muy generalizada.

2. Efecto larvicida

En el bioensayo para determinar el efecto larvicida mediante los resultados del porcentaje
de mortalidad de larvas de Plutella xylostella se establecidé que de las cuatro plantas, en
Clibadium sp., Cyclanthus bipartitus y Vismia sp. se destacd el método de extraccion por
ultrasonido con porcentajes de mortalidad mas altos de 10 — 20% (Figura 16). Para el caso
de Cyclanthus bipartitus se sefiala que el tipo de método de extraccion no difiere al

momento de obtener efecto larvicida, con los dos extractos se obtuvo un 20% (Figura 13).

Rostagno et al., (2003) sefiala que con el método de extraccion asistida por ultrasonido, se
puede obtener un elevado ndmero de compuesto como: alcaloides, polifendles,
antocianinas, compuestos aromaticos, polisacaridos y otros compuestos funcionales. Razon
por la cual alguno o varios de estos compuestos responsables del efecto larvicida
encontrado pueden estar contenidos en Clibadium sp., Cyclanthus bipartitus y Vismia sp.
Por su parte Isman, (2006), propone que los extractos vegetales pueden presentar accion

toxica si contienen compuestos como alcaloides, fenoles y terpenos.
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En un estudio de Sernaqué et al., (2014) que evalud la mortalidad y repelencia larval de P.
xylostella empleando diez extractos de plantas posibles insecticidas, encontré que con
extractos de Paulinia clavigera Schltdl., Euphorbia cotinifolia L., y Bixia orellana L. se
obtuvo porcentajes de mortalidad entre 48,3% - 63,3%. El porcentaje de mortalidad
obtenido por Clibadium sp., Cyclanthus bipartitus y Vismia sp., se encuentra muy alejado
de lo encontrado por Sernaqué et al., (2014). Aunque hay que tener en cuenta que la
naturaleza quimica de las sustancias presentes en las diferentes plantas y las partes
vegetales que se emplearon fueron causas por las cuales se evidencio la diferencia de
porcentaje de mortalidad, estos factores determinan la calidad y cantidad de metabolitos
secundarios (Azuola & Vargas, 2007).

No obstante Sepulveda et al., (2003) sefiala que los metabolitos secundarios presentan
variabilidad constitutiva y especifica ya sea entre miembros de una poblacion y/o entre
diferentes 6rganos de la planta; Sernaqué et al., (2014) emple6 semillas, corteza y hojas por
lo cual la eficiencia de los metabolitos secundarios aumentd considerablemente. En cambio
para Clibadium sp., Cyclanthus bipartitus y Vismia sp., se empled Unicamente hojas

apicales de cada planta.

La poblacion de Plutella xylostella que se usé en este experimento, fue una poblacion
peculiar, ya que presentd polimorfismo de color en el estadio larval; las larvas tuvieron
coloracion negra y roja lo que posiblemente indica que es una poblacion genéticamente
distinta a las poblaciones que existe de P. xylostella, donde que las larvas son de coloracién
verde claro. Esta caracteristica Unica de la poblacion posiblemente le atribuya resistencia
los larvicidas botanicos. No se ha encontrado literatura relacionada al tema.

Sin embargo Silva et al., (2002), indica que la mayoria de los extractos de especies
vegetales que se utilizan como insecticida no eliminan al insecto por intoxicacion sino que
generalmente inhiben el desarrollo normal de éstos, al actuar como repelente o disuasivos

de alimentacion u oviposicion.
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3. Efecto de repelencia ovipositora.

En el bioensayo para determinar el efecto de repelencia ovipositora el rango de ODI fue en
la mayoria de los casos 82,62% - 88,97%. En este bioensayo no difirié el método de
extraccion al momento de obtener el efecto sobre Plutella xylostella. El extracto acuoso de
Vismia sp. fue el Unico que difirié significativamente, ya que su indice de repelencia
ovipositora fue menor, 72,93% (Figura 24). Los resultados encontrados del indice de
repelencia ovipositora fueron préximos a los encontrados por Medeiros et al., (2005), con
extractos de Enterolobium contortisilliquum (Vell.), Sapindus saponaria L. y Trichilia
pallida Sw, en donde su ODI fue de 100%.

Spencer et al., (1999) y Hamilton el al., (2005) indican que la oviposiciéon de todos los
insectos esta asociada a una gran cantidad de estimulos provenientes de la planta: visuales,
fisicos y quimicos. Ciertos compuestos secundarios volatiles, los glucosinolatos en las
Brassicaceae, las ceras, la calidad nutricional de las plantas, la morfologia y el color de las
hojas o una combinacion de todos estos factores, pueden afectar las actividades
reproductivas y de alimentacion de P. xylostella (Sarfraz et al., 2006). Al analizar el efecto
de repelencia ovipositora con los diferentes extractos de las cuatro plantas amazonica, los
discos de hojas de brocoli empleados, luego de ser tratados, adquirieron un olor y color
diferentes a los discos foliares de control, particular que repelié a la hembra a que oviposité

en los discos de tratamiento.

En resumen de los tres efectos: anti-alimentario, larvicida y de repelencia ovipositora, se
determina que las plantas que mas efectos provocaron sobre Plutella xylostella fueron
Clibadium sp. y Cyclanthus bipartitus.

Fuertes etal., (2010) indica que Clibadium sp. posee metabolitos secundarios como
polifenoles, pequefias cantidades de flavonoides y trazas de alcaloides. Taiz & Zeiger,
(2006) seflala que los polifenoles posee propiedades insecticidas y fungicidas,
adicionalmente Alfonso (2002), indica que los flavonoides y alcaloides presentan efectos

toxicos y repelentes para insectos.
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De acuerdo a Vasquez et al., (2007), Clibadium sp. presenta compuestos que contienen
atomos de nitrégeno secundario, terciario y cuaternario en su estructura. Este tipo de
compuestos evitan la interaccion planta-insecto, ya que otorgan a la planta caracteristicas
poco agradables para el paladar del insecto, razon por la cual con esta planta se logré

obtener efecto anti-alimentario.

Para el caso de Cyclanthus bipartitus no se conoce exacta el tipo de compuestos o
metabolitos secundarios presentes, aunque hay que sefialar que en una investigacion
realizada por Chiurato, M., (2015), se establecid por pruebas cualitativas que posee
terpenos y grupos facilmente oxidables, que posiblemente serian fenoles. Silva etal.,
(2010), indica que la actividad repelente de una planta se debe principalmente a sus
componentes, tales como: fenoles, terpenos o alcaloides, razén por la cual los extractos de
Cyclanthus bipartitus al poseer este tipo de compuestos en su estructura ejercieron los
diferentes efectos sobre Plutella xylostella encontrados en este estudio. No existe referencia
bibliografica del uso potencial como insecticida, pero de acuerdo al Instituto Nacional de

Salud del Per( su uso es medicinal empleado en la picadura de isula®.

Los efectos provocados sobre Plutella xylostella por extractos de Dieffenbachia costata
fueron: efecto de repelencia ovipositora con los dos extractos y efecto anti-alimentario pero
solo con su extracto obtenido mediante ultrasonido. Aungue se debe tener especial cuidado
con el manejo de este material vegetal ya que, Arditti & Rodriguez, (1982) sefialaron que es
el géenero Dieffenbachia es uno de los méas toxicos que existe para personas y animales,

pardmetro por el cual su uso no seria el mas aconsejable.

Vismia sp. fue una de las plantas con las que se obtuvo los efectos insecticidas propuestos,
sin embargo estos indices fueron los méas bajos en relacion a los demas tratamientos.
Destacandose asi, que para el efecto larvicida se obtuvo solo un 10% de mortalidad con su
extracto por ultrasonido (Figura 17). En el efecto de repelencia ovipositora se consiguio
mejores resultados con el extracto por ultrasonido, su indice de repelencia fue de 85,15%,
mientras que para el extracto acuoso fue de 72,93% (Figura 24); aunque se debe especificar

3 Isula es el nombre vulgar de Paraponera clavata, hormiga grande, extendida por América Central y del Sur.
El dolor de su picadura es 30 veces mayor al de una abeja o avispa (Wikipedia. s/f c).
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gue con estos tratamientos las caracteristicas fisicas de la hoja de brdcoli considerablemente
en relacion a los demds extractos, adquirieron una elasticidad inusual y una coloracion
obscura anormal. Thuler et al., (2007) indica que el color de las hojas es el caracter
morfolégico méas importante, que influye en la seleccion de la planta huésped para la

oviposicion de hembras de Plutella xylostella.
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VI.

CONCLUSIONES

En el presente estudio al analizar el efecto anti-alimentario de las plantas Cyclanthus
bipartitus, Dieffenbachia costata y Vismia sp. se observO mayor eficiencia con
extractos obtenidos mediante extraccion asistida por ultrasonido que con los extractos
acuosos, excepto en el caso de Clibadium sp. en el cual los métodos de extraccion

fueron estadisticamente iguales.

Para el efecto anti-alimentario se determin6d que los mejores tratamientos fueron:
extracto acuoso de Clibadium sp., y extractos obtenidos por ultrasonido de

Cyclanthus bipartitus y Dieffenbachia costata.

Al analizar el efecto larvicida con extractos de Clibadium sp. y Vismia sp fueron
mejores los extractos por ultrasonido. Para Cyclanthus bipartitus los dos métodos de
extraccion fueron estadisticamente iguales. En el caso de Dieffenbachia costata no se

observd efecto larvicida en ninguno de los dos métodos de extraccion.

Todos los extractos de las plantas estudiadas mostraron efecto de repelencia
ovipositora con los dos métodos de extraccion, sin mostrar diferencia significativa
entre ellos; excepto que, el extracto acuoso de Vismia sp. que fue estadisticamente

menor

Tomando en cuenta los efectos: anti-alimentario, larvicida y de repelencia ovipositora
se sefiala que las plantas que tuvieron mas efectos sobre Plutella xylostella fueron

Clibadium sp. y Cyclanthus bipartitus.
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VII.

RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios que permitan determinar exactamente los compuestos
contenidos en las plantas, principalmente en los extractos de Cyclanthus bipartitus y
de Clibadium sp. ya que particularmente estas plantas rindieron mas efectos sobre

Plutella xylostella.

Probar los efectos: anti-alimentario, larvicida y de repelencia ovipositora pero con un
mayor tiempo de maceracion, lo que puede producir una mayor concentracion de

metabolitos secundarios en los extractos acuosos.

Determinar las minimas y maximas concentraciones de los extractos botanicos en
cada método de extraccion para los efectos: anti-alimentario, larvicida y de repelencia

ovipositora estudiados.

Estudiar los extractos botanicos que mas efectos produjeron sobre Plutella xylostella
encontrados en esta investigacion pero bajo condiciones de campo, para determinar si

aun persiste su actividad.
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VIII. RESUMEN

La presente investigacion determina los efectos: anti-alimentario, larvicida y de repelencia
ovipositora de extractos las plantas de Clibadium sp, Cyclanthus bipartitus, Dieffenbachia
costata y Vismia sp provenientes de la Amazonia ecuatoriana sobre Plutella xylostella,
obtenidos a través de dos métodos de extraccion: maceracion acuosa y extraccion asistida
por ultrasonido bajo condiciones de laboratorio. Para determinar los efectos anti-
alimentario y larvicida se empled un Disefio de Bloques Completamente Aleatorizados
unifactorial. Para el efecto de repelencia ovipositora se trabajé con un Disefio
Completamente al Azar. El analisis estadistico de los datos se procedio a realizar analisis
estadisticos paramétricos o no paramétricos dependiendo de la naturaleza de los datos. Los
resultados mostraron que, para el efecto anti-alimentario de las plantas Cyclanthus
bipartitus, Dieffenbachia costata y Vismia sp. se observé mayor eficiencia con extractos
obtenidos mediante extraccion asistida por ultrasonido comparado con los extractos
acuosos, similar comportamiento se observé en el efecto larvicida pero con extractos de
Clibadium sp. y Vismia sp. Se consiguio efecto de repelencia ovipositora con todos los
extractos de las plantas estudiadas. Tomando en cuenta los tres efectos analizados se
observd que las plantas que tuvieron mas efectos sobre Plutella xylostella fueron Clibadium
sp. y Cyclanthus bipartitus. Se recomienda realizar estudios que permitan determinar los
compuestos quimicos contenidos en las plantas, principalmente de Cyclanthus bipartitus y
de Clibadium sp.; ademas se sugiere continuar la fase de investigacion de los tres efectos
evaluados: anti-alimentario, larvicida y repelencia ovipositora pero en condiciones de

campo.

Palabras Claves: extractos botanicos, maceracion, extraccion por ultrasonido.
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IX. SUMMARY

The current research aims to determine the effects obtained from anti-alimentary, larvicide
ant the ovipositor repellent of plant extracts like Clibadium sp., Cyclanthus bipartitus,
Dieffenbachia costata, and Vismia sp. from the Ecuadorian Amazon on Plutella xylostella
through two extraction method: aqueous maceration and extraction assisted by ultrasound
under lab conditions of the Center of Technology Development for Reduction and
Rationalization of Agrochemical (CEDETERRA) at Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo. To determine the effects obtained from anti-alimentary and larvicide, it was
used a completely unifactorial randomized block design. For the ovipositor repellency
effect, it was applied a completely randomized design. With the statistical analysis of the
data, the parametric and no parametric statistical analysis was carried out based on the data.
The results for the anti-alimentary of the Cyclanthus bipartitus, Dieffenbachia costata and
Vismia sp. effect plants, greater efficiency was observed with extracts obtained through
assisted extracts by ultrasound compared with aqueous extracts, same result was observed
in the larvicida effect but now, with Clibadium sp. and Vismia sp. extracts. The effect of
ovipositor repellency with all extracts of the studied plants was obtained. Taking into
account the three analyzed effects, it was observed the plants with greater effects on
Plutella xylostella was Clibadium sp. and Cyclanthus bipartitus. It is recommended to carry
out studies which allow determining the chemical compounds, mainly in Cyclanthus
bipartitus and Clibadium sp. plants. Furthermore, it is suggested to continue the research
phase of the three evaluated effects: anti-alimentary, larvicida and ovipositor repellency but

now, in field conditions.

KEY WORD: Botanical extracts, aqueous maceration, ultrasound extraction.
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XI.  ANEXOS

Anexo 1. Datos de temperatura y humedad relativas tomadas en el laboratorio del Grupo de

Entomologia del Centro de Desarrollo de Tecnologias para la Reduccion y Racionalizacion

de Agroguimicos (CEDETERRA).

TEMPERATURA (°C) | HUMEDAD RELATIVA (%)
T max. | T min. Tm |HRwmax | HR min HR m
31,5 26,1 28,8 67 37 52
31,5 15,6 | 23,55 67 36 51,5
32,0 16,4 24,2 67 36 51,5
31,4 15,4 23,4 67 36 51,5
30,2 16,2 23,2 67 36 51,5
PROMEDIO 24,63 51,6

Anexo 2. Estructura de proteccion anti-insectos.
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Anexo 3. Caja de engorde para larvas de P. xylostella.

Anexo 5. Unidades experimentales para los bioensayos de efectos anti-alimentario y

larvicida.
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Anexo 6. Unidad experimental para el bioensayo de efecto de repelencia ovipositora.
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A. Clibadium sp. B. Dieffenbachia costata H. Karst. ex Schott. C. Cyclanthus bipartitus
Poit. ex A.Rich. D. Vismia sp

Anexo 8. Proceso de secado del material vegetal.

A. Secado de material vegetal en una estufa de laboratorio. B. Molida del material vegetal

SECO.
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Anexo 9. Extraccion por método acuoso (Maceracion).

A. Pesaje del material molido. B. Agua destilada agregada al material vegetal. C. Filtrado

de extracto luego de 24 horas de maceracion. D. Extracto botanico acuoso.

Anexo 10. Extraccion mediante método asistido por ultrasonido

A. Adicion de la solucién etanol-agua (9:1) sobre el material vegetal seco y molido. B.
Extraccion empleado un bafio ultrasonido. C. Filtrado del extracto. D. Extracto boténico

obtenido mediante extraccion asistida por ultrasonido.
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Anexo 11. Cultivo de plantas de brdécoli como planta hospedera de Plutella xylostella.

A. Semillero de plantulas de brocoli. B. Microtunuel comidero. C. Limpieza de hojas de
brocoli empleadas en la alimentacion de larvas P. xylostella. D. Siembra de plantulas de

brécoli para bioensayos. E. Baldes con estructura de proteccion ant-insectos.
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Anexo 12. Bioensayo para determinar el efecto anti-alimentario.

ENSATU HURTAdS

A. Corte de hojas nimero 7, 8 y 9 de las plantas de brocoli. B. Corte de discos de hojas de brécoli. C. Digitalizacion de los discos
foliares. D. Inmersidn de discos foliares en tratamientos. E. Secado de discos foliares a temperatura ambiente. F. Caja Petri con papel
filtro, disco foliar y larvas de P. xylostella. G. Tratamientos agrupados en bloques completamente al azar. H. Disco foliares con dafio

de P. xylostella luego de 5 dias de experimentacion.
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Anexo 13. Proceso de desinfeccion para los discos foliares.

A. Disco sumergido en solucion de hipoclorito de sodio por 10 min. B. Primer enjuague

con agua destilada. C. Segundo enjuague con agua destilada. D. Secado de discos de hojas.

Anexo 14. Protocolo para analisis de iméagenes.

PROTOCOLO POR ANALISIS DE IMAGENES

Con el GIMP

Abrir archivo TIF

Con la varita méagica seleccionar el borde del recuadro.

Con el gotero absorber el color negro

Luego con la cubeta negrear todo el area circundante a la hoja y que fue anteriormente
seleccionada con la varita.

Terminar con la funcidn de la varita

Luego con el lapiz pasar el borde de la hoja y aquellas secciones del area circundante

gue no estén completamente negras.
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Exportar como documento TIF sin compresion. Guardar en escritorio.

Con el SCION

Abrir el archivo tif modificado previamente con el GIMP

Seguir las recomendaciones del articulo

Ir a Analize > Set scale y colocar las medidas en cm. Y luego salir

Ir al menu lateral y escoger la linea con dos puntos, ubicarse en la imagen de color y
trazar una linea en dos cuadros que sabemos que corresponden a 1cm. Observar en la
cuadricula izquierda a cuéntos pixeles corresponde 1 cm.

Analize > Set scale y se ingresa la equivalencia de 1 cm en pixeles.

Posteriormente ir al menu: Analize > options > Area > Ok

Para andlisis de hoja total:

Ir a Opciones y escoger Threshold
Luego ir a: Analize > Analyze particles y el programa procede a sefialar las areas que
se van a calcular

Finalmente ir a: Analize > Show results

Para andlisis de hoja comida:

Antes del Threshold, ir a edicion y escoger invertir.

Luego ir a Opciones y escoger Threshold

Luego ir a: Analize > Analyze particles y el programa procede a sefialar las areas que
se van a calcular

Finalmente ir a: Analize > Show results

Excel

Pasar los resultados a excel
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Anexo 15. Modificaciones de imagenes de discos foliares.

Analisis de imagenes empleando GIMP y Scion. A. Disco foliar inicial. B. Disco foliar
final. De izquierda a derecha. Imagen jpg estandarizado brillo y contraste. Imagen vuelta a

colorear. Imagen obtenida en el célculo de area.

Anexo 16. Bioensayo para determinar el efecto larvicida. Método de inmersion larval.

A. Materiales empleados. B. Rociadores con extractos y controles. C. Larvas rociadas y
secadas a temperatura ambiente.
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Anexo 17. Bioensayo para determinar el efecto larvicida. Método de inmersion foliar.

A. Discos foliares. B. Inmersion y secado de discos foliares. C. Sellado de cajas Petri. D.
Tratamientos agrupados en bloques completamente al azar. E. Evaluacion de larvas P.

xylostella luego de 5 dias de experimentacion.
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Anexo 18. Bioensayo para determinar el efecto de repelencia ovipositora.

A. Discos foliares de hojas de brdcoli. B. Inmersion de discos de hojas de brocoli en los diferentes tratamientos y controles. C. Discos
dejados a secar a temperatura ambiente. D. Colocacién de discos foliares en cajas de cria en tratamientos. E. Cajas de cria en repisas en
orden completamente al azar. F. Conteo de huevos en discos foliares luego de 24 horas de experimentacion.
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Anexo 19. Base de datos obtenidos en los bioensayos para determinar el efecto anti-

alimentario y el efecto larvicida empleado extractos de Clibadium sp.

. . Bioensayo para determinar el
Bioensayo para determinar el efecto larvicida
efecto anti-alimentario
T . L Método de | Método de
ratamiento Repeticién inmersion inmersion
larval foliar
% Actividad anti- . %
Consumido | alimentaria (%) % Mortalidad Mortalidad
1 8,21 72,54 20,00 0,00
2 11,09 70,57 0,00 0,00
3 10,23 70,42 0,00 0,00
Extracto de 4 8,29 69,97 0,00 0,00
Clibadium  sp. 5 12,51 52,49 0,00 20,00
método acU0SO 6 14,41 62,24 0,00 0,00
7 8,68 68,59 0,00 0,00
8 11,57 59,31 0,00 20,00
9 10,52 74,29 0,00 0,00
10 8,97 70,55 20,00 0,00
1 27,55 0,00 0,00
2 29,11 0,00 0,00
3 31,14 0,00 0,00
4 22,20 0,00 0,00
5 19,80 0,00 0,00
Control Acuoso 5 29,24 0,00 0,00
7 26,67 20,00 0,00
8 22,97 0,00 0,00
9 34,36 0,00 0,00
10 24,48 0,00 0,00
1 11,17 64,15 20,00 0,00
2 13,72 15,38 0,00 0,00
3 11,04 67,77 0,00 20,00
Extracto de 4 15,11 25,42 0,00 20,00
Clibadium  sp. 5 13,17 58,87 20,00 20,00
método 6 7,54 72,60 0,00 20,00
ultrasonido 7 11,73 65,40 20,00 20,00
8 19,70 43,80 0,00 0,00
9 16,73 12,29 0,00 20,00
10 17,23 30,54 20,00 20,00
1 34,97 0,00 0,00
2 20,20 0,00 0,00
3 36,40 0,00 0,00
4 22,38 0,00 0,00
Control 5 36,04 0,00 0,00
Ultrasonido 6 30,59 0,00 20,00
7 37,17 0,00 0,00
8 36,67 0,00 0,00
9 21,42 0,00 0,00
10 28,68 0,00 0,00

Elaboracién: Altamirano, G., 2015.
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Anexo 20. Base de datos obtenidos en el bioensayo para determinar el efecto de repelencia
ovipositora empleado extractos de Clibadium sp.

Indice de repelencia ovipositora
Tratamiento Repeticion (ODI)
(%)
100,00
89,19
100,00
98,51
95,84
98,61
100,00
100,00
96,88
99,36
92,92
97,07
93,17
97,55
94,63
99,69
100,00
100,00
100,00
98,19

Extracto de Clibadium

sp. método acuoso

O©| O N| o o1 | W N BB~

[EEN
o

Extracto de Clibadium

sp. método ultrasonido

O O N| o O &~ W DN =

[EEY
o

Elaboracion: Altamirano, G., 2015.
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Anexo 21. Base de datos obtenidos en los bioensayos para determinar el efecto anti-

alimentario y el efecto larvicida empleado extractos de Cyclanthus bipartitus.

Bioensayo para determinar el
efecto anti-alimentario

Bioensayo para determinar el
efecto larvicida

T . L, Método de Método de
ratamiento Repetlcmn . ., . .,
Inmersion Inmersion
larval foliar
% Actividad anti- . %
Consumido alimentaria (%0) % Mortalidad Mortalidad
1 17,00 53,51 0,00 0,00
2 20,21 42,42 20,00 20,00
3 9,82 40,71 20,00 20,00
Ex”lac“’h de 4 15,20 58,08 0,00 20,00
%‘;ﬁ‘t?ttuss 5 18,52 49,28 0,00 20,00
bt o 6 23,48 44,14 0,00 0,00
ACU0S0 7 17,45 46,46 0,00 20,00
8 22,55 30,08 0,00 20,00
9 11,39 63,28 0,00 20,00
10 17,61 48,62 0,00 0,00
1 31,01 0,00 0,00
2 30,69 0,00 0,00
3 16,77 0,00 0,00
4 28,20 0,00 0,00
Control 5 28,49 0,00 0,00
Acu0so 6 31,82 0,00 0,00
7 28,29 0,00 0,00
8 26,75 0,00 0,00
9 29,68 0,00 0,00
10 30,19 0,00 0,00
1 12,68 38,51 0,00 20,00
2 5,22 73,38 0,00 0,00
3 8,00 58,41 20,00 40,00
CE:"”I""C“;] de 4 10,15 52,25 0,00 20,00
b?{)‘;ft?ttué‘s 5 12,57 34,52 20,00 40,00
b o 6 7.37 64,74 0,00 0,00
Ultrasonido 7 12,63 32,25 0,00 0,00
8 6,66 66,24 0,00 20,00
9 13,04 34,59 0,00 20,00
10 12,05 45,79 20,00 20,00
1 23,82 0,00 0,00
2 22,99 0,00 0,00
3 22,79 0,00 0,00
4 24,91 0,00 0,00
Control 5 20,65 0,00 0,00
Ultrasonido 6 25,91 0,00 0,00
7 21,92 0,00 0,00
8 23,42 0,00 0,00
9 25,00 0,00 0,00
10 27,70 0,00 0,00

Elaboracién: Altamirano, G., 2015.
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Anexo 22. Base de datos obtenidos en el bioensayo para determinar el efecto de repelencia

ovipositora empleado extractos de Cyclanthus bipartitus.

Tratamiento

Repeticion

Indice de repelencia ovipositora
(OoDI)
(%)

Extracto de Cyclanthus

bipartitus método acuoso

100,00

98,53

100,00

100,00

100,00

100,00

100,00

100,00

O©| O N| o o1 | W N B

94,44

[EEN
o

100,00

bipartitus

ultrasonido

Extracto de Cyclanthus

método

100,00

100,00

100,00

100,00

100,00

100,00

100,00

100,00

O O N| o O &~ W N =

100,00

[EEY
o

96,77

Elaboracion: Altamirano, G., 2015.
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Anexo 23. Base de datos obtenidos en los bioensayos para determinar el efecto anti-

alimentario y el efecto larvicida empleado extractos de Dieffenbachia costata.

Bioensayo para determinar el
efecto anti-alimentario

Bioensayo para determinar el
efecto larvicida

. . Método de Método de
Tratamiento Repeticion inmersién inmersién
larval foliar
% Actividad anti- o . %
Consumido alimentaria (%0) 76 Mortalidad Mortalidad
1 17,49 47,08 20,00 20,00
2 21,02 33,87 0,00 0,00
3 14,86 36,00 0,00 0,00
Extracto de 4 15,46 53,19 0,00 0,00
Dieffenbachia 5 14,29 44,48 0,00 0,00
costata 6 16,98 30,18 0,00 0,00
método acuoso 7 21,64 32,24 0,00 20,00
8 15,26 37,28 0,00 0,00
9 20,97 47,99 0,00 0,00
10 9,90 67,28 0,00 20,00
1 32,70 0,00 0,00
2 28,45 0,00 0,00
3 20,73 0,00 0,00
4 29,72 0,00 0,00
Control 5 23,82 0,00 0,00
AcCU0S0 6 22,36 0,00 0,00
7 30,38 0,00 0,00
8 21,90 0,00 0,00
9 37,28 0,00 0,00
10 28,54 0,00 0,00
1 10,20 29,58 20,00 0,00
2 10,35 61,50 0,00 0,00
E q 3 9,73 58,20 20,00 0,00
D’_‘tﬁ’mtg . e 4 15,80 27,80 20,00 20,00
Co'staig achia 5 573 82,28 0,00 20,00
método 6 13,24 26,48 20,00 0,00
ultrasonido 7 11,68 69,26 0,00 20,00
8 6,88 75,51 0,00 0,00
9 11,23 52,56 20,00 0,00
10 11,25 66,31 0,00 0,00
1 16,91 0,00 0,00
2 29,52 0,00 0,00
3 28,21 0,00 0,00
4 24,22 20,00 0,00
Control 5 35,65 0,00 0,00
Ultrasonido 6 19,52 0,00 0,00
7 41,23 0,00 0,00
8 34,98 0,00 0,00
9 26,71 0,00 0,00
10 36,59 0,00 0,00

Elaboracion: Altamirano, G., 2015.
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Anexo 24. Base de datos obtenidos en el bioensayo para determinar el efecto de repelencia
ovipositora empleado extractos de Dieffenbachia costata.

Indice de repelencia ovipositora
Tratamiento Repeticion (ODI)
(%)
97,30
96,52
100,00
100,00
100,00
98,84
100,00
97,87
100,00
99,17
98,88
96,52
100,00
100,00
100,00
98,68
100,00
100,00
100,00
100,00

Extracto de

Dieffenbachia costata

método acuoso

O©| O N| o o1 | W N B

[EEN
o

Extracto de

Dieffenbachia costata

método ultrasonido

O O N| o O &~ W N =

[EEY
o

Elaboracion: Altamirano, G., 2015.
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Anexo 25. Base de datos obtenidos en los bioensayos para determinar el efecto anti-

alimentario y el efecto larvicida empleado extractos de Vismia sp.

Bioensayo para determinar el
efecto anti-alimentario

Bioensayo para determinar el
efecto larvicida

T . o Método de Método de
ratamiento Repeticion : ., . .,
inmersién inmersién
larval foliar
% Actividad anti- . %
Consumido alimentaria (%0) % Mortalidad Mortalidad
1 20,71 26,30 0,00 0,00
2 26,11 21,68 0,00 0,00
3 20,84 53,80 0,00 0,00
Extracto de 4 22,39 29,04 20,00 20,00
Vismia . 5 19,71 38,28 0,00 20,00
método acLoso 6 26,78 14,92 0,00 0,00
7 17,13 56,02 0,00 0,00
8 16,56 44,33 0,00 0,00
9 21,89 26,55 20,00 0,00
10 22,18 31,42 0,00 20,00
1 30,37 0,00 0,00
2 27,86 0,00 0,00
3 35,49 0,00 0,00
4 31,94 0,00 0,00
5 30,71 0,00 0,00
Control Acuoso 5 3378 0.00 0.00
7 40,27 0,00 0,00
8 28,54 0,00 0,00
9 31,68 0,00 0,00
10 36,79 0,00 0,00
1 8,34 57,62 0,00 0,00
2 10,14 10,23 0,00 0,00
3 19,00 3,53 0,00 20,00
Extracto de 4 11,69 54,74 0,00 20,00
Vismia sp. 5 11,98 21,12 20,00 20,00
método 6 12,03 38,56 0,00 0,00
ultrasonido 7 8,62 47,27 20,00 0,00
8 10,43 47,27 0,00 0,00
9 11,65 11,06 20,00 20,00
10 17,06 7,84 0,00 20,00
1 21,24 0,00 0,00
2 12,59 0,00 0,00
3 23,15 0,00 0,00
4 27,15 0,00 0,00
Control 5 17,11 0,00 0,00
Ultrasonido 6 21,24 0,00 0,00
7 19,01 0,00 0,00
8 21,95 0,00 0,00
9 13,35 0,00 0,00
10 21,19 0,00 0,00

Elaboracion: Altamirano, G., 2015.
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Anexo 26. Base de datos obtenidos en el bioensayo para determinar el efecto de repelencia
ovipositora empleado extractos de Vismia sp.

Indice de repelencia ovipositora
Tratamiento Repeticion (ODI)
(%)
714
80,0
85,2
100,0
100,0
100,0
81,1
80,0
89,1
90,9
100,0
100,0
99,3
97,2
97,5
91,3
100,0
100,0
98,1
100,0

Extracto de Vismia sp.

método acuoso

O©| O N| o o1 | W N B

[EEN
o

Extracto de Vismia sp.

método ultrasonido

O O N| o O &~ W N =

[EEY
o

Elaboracion: Altamirano, G., 2015.
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Anexo 27. Analisis estadistico para determinar el efecto anti-alimentario por porcentaje

consumido producido por Clibadium sp.

1. Anadlisis de varianza

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo. 1556,59 12 129,72 10,99 <0,0001
Clibadium sp. 1513,05 3 504,35 42,75 <0,0001
Error 318,57 27 11,80

Total 1875,16 39

2. Prueba de significacion de Tukey al 5%.

Error: 11,7990 gl: 27

Clibadium sp. Medias n E.E.

ClAc 18,79 10 1,09 A

Clul 21,58 10 1,09 A

CAc 31,08 10 1,09 B
CUl 33,36 10 1,09 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 28. Andlisis estadistico para determinar el efecto anti-alimentario por porcentaje

consumido producido por Cyclanthus bipartitus.

1. Andlisis de varianza

F.V. SC GI CM F p-valor
Modelo. 1178,92 12 98,24 14,46 <0,0001
Cyclanthus bipartitus 1085,56 3 361,85 53,28 £0,0001
Error 183,39 27 6,79

Total 1362,30 39
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2. Prueba de significacion de Tukey al 5%.

Error: 6,7921 gl: 27

Cyclanthus bipartitus Medias n  E.E.

CyUl 1828 10 082 A
CyAc 2443 10 0,82

CUl 2926 10 0,82
CAc 3199 10 0,82

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 29. Analisis estadistico para determinar el efecto anti-alimentario por porcentaje

consumido producido por Dieffenbachia costata.

1. Andlisis de varianza

F.V. SC GI CM F p-valor
Modelo. 1388,43 12 115,70 8,67 <0,0001
Dieffenbachia costata  1273,81 3 424,60 31,81 £0,0001
Error 360,38 27 13,35

Total 1748,81 39

2. Prueba de significacion de Tukey al 5%.

Error: 13,3475 gl: 27

Dieffenbachia costata Medias n E.E.

DiUl 18,86 10 1,16 A

DiAc 24.07 10 1,16

CAc 31,59 10 1,16 C
CUl 32,62 10 1,16 C

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 30. Analisis estadistico para determinar el efecto anti-alimentario por porcentaje

consumido producido por Vismia sp.

1. Anadlisis de varianza

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo. 1179,68 12 98,31 14,91 <0,0001
Vismia sp. 1088,08 3 362,69 55,00 <0,0001
Error 178,05 27 6,59

Total 1357,73 39

2. Prueba de significacion de Tukey al 5%.

Error: 6,5945 gl: 27

Vismia sp. Medias n E.E.

Viul 20,20 10 0,81 A

CUl 26,29 10 0,81 B

ViAc 27,52 10 0,81 B

CAc 34,87 10 0,81 C

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 31. Andlisis estadistico para determinar el efecto anti-alimentario por actividad anti-

alimentaria producido por extractos obtenidos mediante extraccion acuosa.

1. Andlisis de varianza

F.V. sC Gl CM F p-valor
Modelo. 245134 12 204,28 5,24 0,0002
Extracto Acuoso 2052,08 3 684,03 17,55 <0,0001
Error 1052,39 27 38,98

Total 3503,73 39
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2. Prueba de significacion de Tukey al 5%.

Error: 38,9772 gl: 27

Extracto Acuoso Medias n E.E.

ClAc 55,08 10 197 A

CyAc 43,63 10 1,97 B

DiAc 40,90 10 1,97 B C
ViAc 35,47 10 1,97 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 32. Analisis estadistico para determinar el efecto anti-alimentario por actividad anti-

alimentaria producido por extractos obtenidos mediante extraccion asistida por

ultrasonido.

1. Anélisis de varianza

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo. 2711,05 12 22592 1,32 0,2630
Extracto Ultrasonido 1552,64 3 517,55 3,03 0,0466
Error 4613,83 27 170,88

Total 7324,88 39

2. Prueba de significacion de Tukey al 5%.

Error: 170,8826 gl: 27

Extracto Ultrasonido  Medias n E.E.

DiUI 47,99 10 413 A

CyUl 45 07 10 413 A B

ClUl 42 00 10 413 A B

ViUl 31,49 10 4,13 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 33. Analisis estadistico para determinar el efecto anti-alimentario por actividad anti-
alimentaria producido por interaccion entre extractos botanicos y métodos de

extraccion.

1. Andlisis de varianza

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo. 4126,16 16 257,89 2,39 0,0073
Extracto 249963 3 833,21 7,73 0,0002
Métodos 91,02 1 91,02 0,84 0,3617
Extracto*Métodos 1105,08 3 368,36 3,42 0,0226
Error 6793,46 63 107,83

Total 10919,62 79

2. Prueba de significacion de Tukey al 5%.

Error: 107,8327 gl: 63

Extracto Métodos Medias n E.E.

cl Ac 5508 10 3,28 A

Di ul 4799 10 328 A

Cy ul 4507 10 328 A B
Cy Ac 4363 10 328 A B
cl ul 4200 10 328 A B
Di Ac 4090 10 328 A B
Vi Ac 3547 10 3,28 B
Vi ul 3149 10 3,28 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 34. Analisis estadistico para comparar metodologias empleadas para determinar el

efecto larvicida.

1. Método de inmersion larval v de inmersién foliar para determinar el efecto

larvicida provocado por el efecto de extractos de Clibadium sp.

a. Prueba de Friedman

ClAc CAc ClAc CAc ClUl CUl ClUl CuUl T2 | p
IF IF IL IL IF IF IL IL
4,70 3,90 3,90 3,90 6,70 4,30 |4,70 3,90 | 6,86 | <0,0001
b.  Prueba de Conover
Tratamiento Suma (Ranks) Media (Ranks) N
CIUI'IF 67,00 6,70 10 A
CIUl'IL 47,00 4,70 10 B
ClAc IF 47,00 4,70 10 B
CUIIF 43,00 4,30 10 B
CAc IF 39,00 3,90 10 B
ClAc IL 39,00 3,90 10 B
CAc IL 39,00 3,90 10 B
CUl'IL 39,00 3,90 10 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,050)

2. Método de inmersion larval y de inmersién foliar para determinar el efecto

larvicida provocado por el efecto de extractos de Cyclanthus bipartitus

a. Prueba de Friedman

CyAc |CAc |CyAc |CAc |Cyul CUl CyUl CUl T? p
IF IF IL IL IF IF IL IL
6,50 3,80 |3,80 3,80 |6,70 3,80 | 3,80 3,80 | 17,91 | £0,0001
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b. Prueba de Conover

Tratamiento Suma (Ranks)

Media (Ranks) N

CyUIl IF
CyAc IF
CyAc IL
CAc IF
CAc IL
CUl'IL
CyUl IL
CUI IF

67,00
65,00
38,00
38,00
38,00
38,00
38,00
38,00

6,70
6,50
3,80
3,80
3,80
3,80
3,80
3,80

10
10
10
10
10
10
10
10

>

W 0 0 O W

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,050)

3. Método de inmersion larval vy de inmersién foliar para determinar el efecto

larvicida provocado por el efecto de extractos de Dieffenbachia costata.

a. Prueba de Friedman

DiAc CAc DiAc CAc Diul CUl DiUl CUl T2 P
IF IF IL IL IF IF IL IL
5,40 4,20 4,20 4,20 5,40 4,20 14,20 4,20 3,33 | 0,0044
b.  Prueba de Conover
Tratamiento Suma (Ranks) Media (Ranks) N
DiAc IF 54,00 5,40 10 A
DiUl IF 54,00 5,40 10 A
DiAc IL 42,00 4,20 10 B
CAc IF 42,00 4,20 10 B
CAc IL 42,00 4,20 10 B
CUI'IL 42,00 4,20 10 B
DiUl IL 42,00 4,20 10 B
CUIIF 42,00 4,20 10 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,050)
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4, Método de inmersion larval v de inmersién foliar para determinar el efecto

larvicida provocado por el efecto de extractos de Vismia sp.

a. Prueba de Friedman

ViAc |CAc |ViAc |CAc | ViUl Cul | ViUl Cul T2 |p
IF IF IL IL IF IF IL IL
5,30 4,10 4,10 4,10 6,10 4,10 |4,10 4,10 |6,41 | <0,0001
b.  Prueba de Conover
Tratamiento Suma (Ranks) Media (Ranks) N
ViUl IF 61,00 6,10 10 A
ViAc IF 53,00 5,30 10 A
ViAc IL 41,00 4,10 10 B
CAc IF 41,00 4,10 10 B
CAc IL 41,00 4,10 10 B
CUI IL 41,00 4,10 10 B
ViUl IL 41,00 4,10 10 B
CUI IF 41,00 4,10 10 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,050)

Anexo 35. Prueba de Friedman para determinar el efecto larvicida por medio del porcentaje

1. Prueba de Friedman

de mortalidad provocado por accion de diferentes extractos de Clibadium sp.

CAc |CIAc |CUl [CIUI|TZ2 |p

2,00 | 2,40 | 2,20 | 3,40 | 7,25 | 0,0010
2. Prueba de Conover
Tratamiento  Suma (Ranks) Media (Ranks) N
Clul 34,00 3,40 10 A
ClAc 24,00 2,40 10 B
Cul 22,00 2,20 10 B
CAc 20,00 2,00 10 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,050)
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Anexo 36. Prueba de Friedman para determinar el efecto larvicida por medio del porcentaje
de mortalidad provocado por accién de diferentes extractos de Cyclanthus

bipartitus.

1. Prueba de Friedman

CAc|CyAc|CUI[Cyul [Tz [P
1,80 [ 3,10 |1,80 3,30 | 13,50 | £0,0001

2. Prueba de Conover

Tratamiento Suma (Ranks) Media (Ranks) N

CyUl 33,00 3,30 10 A
CyAc 31,00 3,10 10 A

cul 18,00 1,80 10 B
CAC 18,00 1,80 10 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,050)

Anexo 37. Prueba de Friedman para determinar el efecto larvicida por medio del porcentaje
de mortalidad provocado por accién de diferentes extractos de Dieffenbachia

costata.

1. Prueba de Friedman

CAc | DiAc |CUI | DUl | T2 | P
2,20 | 2,80 |2,20|2,80 |2,61|0,0717

2. Prueba de Conover

3. Tratamiento Suma (Ranks) Media (Ranks) N

DiAc 28,00 2,80 10 A
DiUl 28,00 2,80 10 A
Cul 22,00 2,20 10 A
CAc 22,00 2,20 10 A

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,050)
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Anexo 38. Prueba de Friedman para determinar el efecto larvicida por medio del porcentaje
de mortalidad provocado por accion de diferentes extractos de Vismia sp.

1. Prueba de Friedman

CAc | ViAc |CUI | ViUl | T2 |P
2,10 | 2,70 | 2,10 | 3,10 | 6,00 | 0,0029

2. Prueba de Conover

Tratamiento Suma (Ranks) Media (Ranks) N

Viul 31,00 3,10 10 A
ViAc 27,00 2,70 10 A
Cul 21,00 2,10 10 B
CAc 21,00 2,10 10 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,050)

Anexo 39. Prueba de Friedman para determinar el efecto larvicida por medio del porcentaje
de mortalidad provocado por accién de diferentes extractos acuosos de plantas

amazonicas.

1. Prueba de Friedman

ClAc | CyAc | DiAc | VIAC | T2 | P
2,15 | 3,15 |235 |235 |2,12|0,1216

2. Prueba de Conover

Tratamiento Suma (Ranks) Media (Ranks) N

CyAc 31,50 3,15 10 A
ViAc 23,50 2,35 10 A B
DiAc 23,50 2,35 10 A B
CIAC 21,50 2,15 10 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,050)
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Anexo 40. Prueba de Friedman para determinar el efecto larvicida por medio del porcentaje

de mortalidad provocado por accién de diferentes extractos obtenidos por

ultrasonido asistida de plantas amazénicas.

1. Prueba de Friedman

CIUl' | CyUl | DiUl | ViUl | T2

2,70 | 3,05 | 1,95 |230 |3,14

0,0417

2. Prueba de Conover

Tratamiento  Suma (Ranks) Media (Ranks) N
Cyul 30,50 3,05 10 A
ClUl 27,00 2,70 10 A
Viul 23,00 2,30 10 A
DiUl 19,50 1,95 10

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,050

Anexo 41. Prueba T para muestras independientes para determinar el efecto de repelencia

ovipositora provocado por accion de dos tipos de extractos, uno acuoso y otro

por ultrasonido asistida de Clibadium sp.

Variable: ODI — Clasific:

Métodos - prueba: Bilateral

Grupol | Grupo 2
ClAc ClUI
N 10 10
Media 84,05 82,62
Media (1) — Media (2) | 1,43
LI (95) -4,53
LS (95) 7,38
pHomVar 0,9318
T 0,50
Gl 18
p-valor 0,6211
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Anexo 42. Prueba T para muestras independientes para determinar el efecto de repelencia
ovipositora provocado por accion de dos tipos de extractos, uno acuoso y otro

por ultrasonido asistida de Cyclanthus bipartitus.

Variable: ODI — Clasific: Métodos - prueba: Bilateral

Grupol | Grupo 2
DiAc DiUl
N 10 10
Media 87,94 88,97
Media (1) — Media (2) | -1,03
LI (95) -4,79
LS (95) 2,74
pHomVar 0,3197
T -0,57
Gl 18
p-valor 0,5740

Anexo 43. Prueba T para muestras independientes para determinar el efecto de repelencia

ovipositora provocado por accion de dos tipos de extractos, uno acuoso y otro

por ultrasonido asistida de Dieffenbachia costata.

Variable: ODI — Clasific: Métodos - prueba: Bilateral

Grupol | Grupo 2
DiAc DiUl
N 10 10
Media 86,00 87,66
Media (1) — Media (2) | -1,66
LI (95) -5,64
LS (95) 2,31
pHomVar 0,7169
T -0,88
Gl 18
p-valor 0,3915

112



Anexo 44. Prueba T para muestras independientes para determinar el efecto de repelencia

ovipositora provocado por accion de dos tipos de extractos, uno acuoso y otro

por ultrasonido asistida de Vismia sp.

Variable: ODI — Clasific: Métodos - prueba: Bilateral

Grupol | Grupo 2
ViAc ViUl
N 10 10
Media 72,93 85,15

Media (1) — Media (2) | -12,22

LI (95) -21,66
LS (95) -2,78
pHomVar 0,0382
T -2,80
Gl 13
p-valor 0,0151

Anexo 45. Andlisis estadistico para determinar el efecto de repelencia ovipositora

producido por extractos botanicos obtenidos mediante extraccidn acuosa.

1. Andlisis de la varianza

F.V. sC Gl CM F p-valor
Modelo. 2026,28 12 168,86 3,09 0,0072
Extracto Acuoso 1356,76 3 452,25 8,28 0,0005
Error 1474,94 27 54,63

Total 3501,22 39
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2. Prueba de significacion de Tukey al 5%.

Error: 54,6274 gl: 27

Extracto Acuoso Medias n E.E.
CyAc 8794 10 234 A
DiAc 86,00 10 234 A
ClAc 84,05 10 234 A
ViAc 7293 10 234

B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 46. Andlisis estadistico para determinar el efecto de repelencia ovipositora

producido por extractos botanicos obtenidos mediante extraccién por

ultrasonido asistida.

1. Andlisis de la varianza

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo. 440,46 12 36,70 1,41 0,2217
Extracto Ultrasonido 236,37 3 78,79 3,02 0,0468
Error 703,35 27 26,05

Total 1143,80 39

2. Prueba de significacion de Tukey al 5%.

Error: 26,0499 gl: 27

Extracto Ultrasonido Medias n E.E.

CyuUl 88,97 10 161 A

DiUlI 8766 10 161 A B

ViUl 8515 10 161 A B

ClUl 8262 10 161 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 47. Analisis estadistico para determinar el efecto de repelencia ovipositora

1. Anadlisis de la varianza

producido por interaccion entre extractos botanicos y métodos de extraccion.

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo. 2181,69 16 136,36 3,19 0,0005
Extracto 1044,50 3 348,17 8,15 0,0001
Métodos 227,10 1 227,10 5,32 0,0244
Extracto*Métodos 548,63 3 182,88 4,28 0,0082
Error 2690,44 63 42,71

Total 4872,13 79

2. Prueba de significacion de Tukey al 5%.

Error: 42,7055 gl: 63

Extracto Métodos Medias n E.E.

Cy ul 88,97 10 2,07 A

Cy Ac 87,94 10 2,07 A

Di ul 8766 10 2,07 A

Di Ac 86,00 10 2,07 A

Vi ul 85,15 10 2,07 A

Cl Ac 84,06 10 2,07 A

Cl ul 82,62 10 2,07 A

Vi Ac 7293 10 2,07 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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