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RESUMEN

Se evalud la eficacia del aceite esencial de Congona (Peperomia inaequalifolia), como
acaricida natural en el control del acaro Tetranychus urticae destructor de la Rosa spp,
variedades Freedom, Seforita y Cherry on; colectados en el bloque 4 del Rancho San
Jorge. Se establecieron 5 concentraciones de aceite esencial, combinadas con Etanol al
50%, en discos foliares de rosa de 5 cm de diametro, infestados con 15 acaros adultos
cada uno, colocadas en envases de polipropileno con siete repeticiones para cada
concentracion (grupo), utilizando como testigo Acequinocilo 15,6%. Se determind que
la DLso a las 24 horas es de 0,17mg/Kg.

Se analizo la DLso en campo con las concentraciones 0,32% y 0,16% de la formulacion
recomendada frente al mismo testigo, obteniendo con la Congona 0,32% un indice de
eficacia mayor a la del testigo que maté un namero significativo de parasitos, pero cuyo
efecto disminuy6 después de la primera aplicacion.

Se valor6 la perdurabilidad de la Miristicina y la estabilidad del acaricida organico
recomendado, ensayando con los tensoactivos Tween 20, Tween 80, Lauril Sulfato de
Sodio y Etanol 50%. Al final de los experimentos la mayor eficacia para la formulacion
se obtuvo con el Tween 20, ademas se realizo el anélisis de costo total de acaricida por
litro, obteniendo los valores de (11,60 y 1,09 délares) para la concentracion 0,32% vy
Kanemite respectivamente.

Palabras clave: Peperomia inaequalifolia, Tetranychus urticae, aceite esencial,

acaricida, tensoactivos, Miristicina.



ABSTRACT

The effectiveness of essential oil of Congona (Peperomia inaequalifolia), was evaluated
as a natural acaricide in controlling the Tetranychus urticae mite, which destroys the
Rosa spp, varieties Freedom, Sefiorita and Cherry on; the mites were collected in block 4
of Rancho San Jorge. We stablished 5 concentrations of essential oil, combined with
Ethanol at 50%, on rose leafs of 5 cm in diameter, infested with 15 adult mites each one,
placed in polypropylene bottles with seven replicates for each concentration (group),
using as witness Acequinocilo 15,6%. It was determined that the DLso at 24 hours is
0,17mg/kg.

The DLso was tested in field, with the concentrations of 0,32% and 0,16% of the
recommended formula, using the same witness, gaining with the Congona 0,63% a
higher efficacy index than the witness one, which killed a significant number of
parasites, but its effect decreased before the first application.

The durability of the Miristicina and the stability of the recommended organic miticide
were assessed, rehearsing with the surfactants Tween 20, Tween 80, Sodium Lauril
Sulfate and Ethanol at 50%. At the end of the experiments, the formulation for greater
efficiency was obtained with Tween 20; besides, the total cost analysis of acaricide per
liter was performed, obtaining the values ($11,60 and $1,09 U.S. dollars) for the
concentration 0,32 and Kanemite, respectively.

Key words: Peperomia inaequalifolia, Tetranychus urticae, essential oil, acaricide,
surfactants, Miristicina.



INTRODUCCION

Uno de los grandes problemas que afronta la agricultura mundial, es que diariamente se
contamina el medio ambiente con el uso de plaguicidas, con la finalidad de erradicar
plagas que afectan de manera directa las plantaciones de interés comercial y alimenticio;
el afan por contrarrestarlas ha llevado al uso masivo de estos compuestos, que no solo
dafan a los organismos nocivos, sino también a los organismos benéficos y la propia

salud humana. (Cobos-Gasca, 2011, pags. 4-9.) .

Para disminuir estas perdidas, son utilizadas en la actualidad medidas de control o
plaguicidas de origen quimico sintético. (Ricci, 2006). A nivel mundial se comercializan
15 mil millones de ddélares en plaguicidas. Si bien los plaguicidas causan gran
mortalidad en los insectos, reduciendo las poblaciones a niveles inofensivos de dafio
para los cultivos, al poco tiempo, los sobrevivientes se reproducen rapidamente tal

como sucede en la mayoria de las poblaciones (Suquilanda, 1996, pag. 664).

Los avances de la industria, asi como la llamada (Revolucién verde de los afios 60) han
aportado en su mayoria a los dafios y alteraciones que en la actualidad estan ocurriendo a
causa del mal manejo de las 4973,4 millones de hectareas que existen destinadas a la
agricultura a nivel mundial. (Lyuri, 2008, pags. 76-84). Si la humanidad continta con
este tipo de técnicas inadecuadas o practicas antiguas, se tendra consecuencias graves
para el ambiente como: contaminacion en el ecosistema, resistencia génica, aparicion de

nuevas plagas, riesgos para la salud humana.

Debido a la preocupacion que existe por parte de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y Alimentacion
(FAO), los gobiernos, organizaciones no gubernamentales y otras instituciones, tanto
publicas como privadas por lograr un uso apropiado de plaguicidas, es importante la
evaluacion a la que el aceite esencial de Congona es efectivo para contrarrestar el acaro
Tetranychus urticae, o0 denominado arafiita roja, perteneciente a la familia
Tetranychidae. (FAO, 2015).



Para evadir el ataque de estos insectos existen antecedentes relacionados
con la busqueda de métodos de control naturales, dentro de los cuales
destacan los aceites esenciales de limén (Eucalyptus citriodora), pronto
alivio (Lippia alba), flor de cananga (Cananga odorata), culantro
cimarrén (Eryngium foetidum), romero (Rosmarinus officinalis), naranja
(Citrus cinensis), hierba limén (Cymbopogon citratus), pericon (Tagetes
lucida), tomillo (Thymus vulgaris) y culantro (Coriandrum sativum),

teniendo buenos resultados. (Espitia, 2011, pag. 23).

En la actualidad se trata de encontrar sustitutos organicos, como es el caso del acaricida
a base de aceite esencial de la planta Congona (Peperomia inaequalifolia). Con
caracteristicas para eliminar controlar o prevenir la accion del acaro (Tetranychus
urticae), con principios activos mencionados por (Quintero M., Carvajal C., 2011, pag.
95), como la Miristicina y Elemicina, que eviten ser considerados como tdxicos para el
hombre, los animales, el ambiente y asi disminuir los indices de desequilibrios

ecologicos y resistencia.

En los ultimos afios, los aceites esenciales se han presentado como una alternativa en el
control insecto-plaga. Estos aceites, son extraidos de diversas plantas con el objetivo de
evaluar su actividad acaricida, aprovechando su baja toxicidad. A todo lo descrito se
debe adicionar la importancia econémica que se puede obtener al elaborar este tipo de
plaguicidas organicos, pues se podran tomar en cuenta principios activos presentes en la
naturaleza, de bajo costo, que permitiran crear estrategias para mejorar la calidad de los
productos, con lo cual se podra asegurar e incrementar el ingreso de divisas por concepto

de exportaciones, beneficiando al productor y al pais. (Benzi, 2009, pags. 154-159).

Por lo tanto, en esta investigacion se plantea la siguiente interrogante: ¢Cudl es el grado
acaricida que posee el aceite esencial de la planta Congona (Peperomia inaequalifolia)

cultivada en el Ecuador contra el 4caro Tetranychus urticae en rosales?



Justificacion

El género Piper (Piperaceae) comprende al menos 500 especies en las que muchos
compuestos biolégicamente activos han sido identificados; es por ello que el estudio
sobre la quimica y biosintesis de los miembros de este género es de gran intereés.
Algunas especies son consideradas remedios e igualmente se les reconoce actividad
insecticida y fungicida (Parmar V.S., 1997, pags. 597-673).

La importancia de los compuestos quimicos aislados en Piperaceae es notable, por
ejemplo, el interés de los lignoides (lignanos, neolignanos y sustancias relacionadas) se
debe a su amplia diversidad de actividad bioldgica, como bactericida (Ayres, 1990, pag.
424), asi como las amidas, con destacado potencial como agentes insecticidas (Dyer
L.A., 2004).

Las intoxicaciones por plaguicidas son reconocidas por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), como un problema de salud publica y ha estimado que se producen tres
millones de intoxicaciones agudas cada afio y entre 80 000 a 220000 defunciones al afio;
una tasa de letalidad de 0,25 % para las intoxicaciones en los paises desarrollados y 0,5
% en los paises en desarrollo. “En Ameérica Central la tasa de incidencia de
intoxicaciones por plaguicidas es de 35 por 100 000 en la poblacion general y de 17,8
por 100 000 son de origen ocupacional” (Sivigila, 2010). De ahi la necesidad de buscar
nuevas alternativas, que ayuden a contrarrestar el uso de los plaguicidas en la
agricultura. En este sentido las plantas han jugado un papel importante en la basqueda de

compuestos bioldgicos que sirvan como bio-insecticidas (Scott, 2005, pags. 845-855).

La Congona (Peperomia inaequalifolia) se cultiva como planta aromética en el Ecuador
(Trelease William and Yuncker, 1950, pags. 434, 435.). “En un estudio preliminar de la
composicion quimica del aceite esencial se demuestra que contiene Miristicina y
Elimicina, a los cuales se les atribuye propiedades acaricidas.” (Quintero M., Carvajal
C., 2011, pag. 95).



El propdsito de esta investigacion es generar informacion respecto a la actividad
acaricida del aceite esencial de Congona, con la finalidad de dar a conocer su posible

importancia comercial y econdémica a nivel del agro.

Los acaros, también denominados cominmente como arafiitas rojas principalmente de la
familia Tetranychus, han convivido de manera natural sin representar una plaga de
importancia econdmica con todos los cultivos agricolas del pais, situacion dada
posiblemente por la presencia de enemigos naturales (4caros del género Phytoseiidae)

que mantenian el equilibrio natural de dicha plaga. (Badii A. y., 2013, pags. 270-302).

El desconocimiento por parte de los agricultores de la existencia de productos organicos
para el control de arafia roja y pulgdn, ocasiona grandes pérdidas en la produccion; razén
por la cual se han detectado grandes niveles de contaminacién por residuos de
plaguicidas, pues el uso de quimicos provocan efectos dafiinos en el medio ambiente, asi

como también en las personas que aplican dichos productos y en quienes los consumen.

El estudio de la actividad acaricida contra Tetranychus urticae del aceite esencial de
Congona (Peperomia inaequalifolia), es una propuesta compatible con el concepto de la
agricultura sostenible y basada en los principios activos presentes en una especie vegetal
con propiedades que permitirdn generar una alternativa, para que con la utilizaciéon de
productos orgéanicos se pueda combatir plagas de manera amigable con el medio
ambiente, de bajo costo, con obtencion de productos de mejor calidad, libres de residuos

toxicos y que no causen dafio a la salud de los consumidores.

Hipdtesis

Alternativa

Al menos una concentracion de aceite esencial de Peperomia inaequalifolia, posee

actividad acaricida sobre Tetranychus urticae.



Nula (Ho)

Ninguna concentracion de aceite esencial de Peperomia inaequalifolia, posee actividad

acaricida sobre Tetranychus urticae.

Objetivos

Objetivo general

Evaluar la actividad acaricida del aceite esencial de Congona (Peperomia

inaequalifolia).

Obijetivos especificos

- Establecer la dosis letal (DLso) del aceite esencial de Congona (Peperomia
inaequalifolia) sobre el caro Tetranychus urticae.

- Recomendar una formulacion de acaricida orgénico, a base de aceite esencial de
Congona (Peperomia inaequalifolia).

- Realizar un andlisis de costos de aplicacion por dosis de la formulacion acaricida.

Poblacién y muestra

Poblacion

La poblacion objeto fue conformada por una variedad vegetal perteneciente a la familia
Piperaceae, del género Peperomia, la especie inaequalifolia; presente en 10 hectareas
dentro de la provincia de Cotopaxi, ciudad Latacunga, parroquia San Buena Aventura,

barrio San Silvestre.

Para la investigacion del efecto acaricida se tom6 como referencia a individuos de la
familia Tetranychidae, del género Tetranychus y la especie urticae obtenidas de las
plantaciones floricolas del Rancho San Jorge, ubicado en la provincia de Pichincha,

Parroquia Tupigachi, Canton Pedro Vicente Maldonado.



Muestra

La muestra recolectada fue de 15kg de Congona (Peperomia inaequalifolia), con los que
se ensayaron 5 diferentes concentraciones, del aceite esencial obtenido de dicha planta
(2,5%; 1,25%; 0,635%); 0,32% y 0,16%). Para determinar la dosis letal cincuenta (DLso)

se necesito 735 &caros de la especie Tetranychus urticae.



CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1 Cultivo de rosas en Ecuador.

El cultivo de flores en el Ecuador empieza a mediados de los afios ochenta, teniendo una
participacion del 0,02 % del total de las exportaciones, en los afios noventa comienza el
auge de la floricultura y actualmente este mercado tiene una participacion del 5% del
total de las exportaciones, llegando a ser un rubro muy destacado en la economia
nacional, siendo ahora el principal producto de exportacion no tradicional (Harari &
Korovkin, 2004).

1.1.1 Clasificacién taxondmica de las rosas

Tabla 1. Clasificaciéon Taxonémica de la Rosa

Clase Dicotileddnea
Sub clase Arquiclamideas
Orden Rosales
Familia Rosaceae
Tribu Rosoideas
Género Rosa
Especie Spp
Variedades 300 aproximadamente

Nota: Taxonomia de la Rosa, (Fainstein, 1977, pag. 89)

En las provincias que se desarrolla la floricultura a un nivel comercial y de exportacién
son: Pichincha, Cotopaxi, Chimborazo, Guayas, Cafar, Azuay, Loja e Imbabura, con
2517,20 hectéareas cultivadas (Bucheli, 2011).

1.1.2 Descripcion botanica

“Raiz: Pivotante, cuando se ha obtenido propagacion sexual, caso contrario su sistema

radicular es pequefio 5-10% peso total.” (Fainstein, 1977, pag. 89).
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“Tallos: Lefiosos, erguidos, espinosos, pueden ser aéreos o0 subterraneos” (Magrini,
1979, pég. 924), con entrenudos que van desde los 10 hasta los 20 cm y una altura que
va desde los 0,60 a 1,10 m, un diametro 0,6 a 0,7 cm (Heitz & Heussler, 1997, pag. 22).

Hojas: Compuestas (imparipinadas), alternas, estipuladas, margenes dentados, con un
ndmero impar de foliolos de forma ovalada, generalmente de color verde oscuro
brillante (Boffelli & Sirtori, 1995, pags. 126-130).

Flor: Hermafrodita, (androceo y gineceo juntos), presenta varios pétalos, ubicados en la
parte apical del tallo, pentamera, sola o reunida en ramilletes (Fainstein, 1977, pag. 89),
puede presentar una variedad de colores: blanco, rojo, purpura, rosa y bicolores que es la
combinacion de dichos colores (Boffelli & Sirtori, 1995, pags. 126-130).

Heitz y Heussler (1997) mencionan que, “la flor es el distintivo botanico de las diversas
especies o variedades del rosal, consta de sépalos, pétalos, estambres con sus anteras y

de carpelos con sus pistilos y estigmas.” (pag. 26).

“Semilla: Drupa carnosa, anaranjada, rojo vivo o negro” (Cadevas, 1974, pag. 13).

1.1.3 Caracteristicas del cultivo.

Temperatura

Para la mayoria de cultivo del rosal, las temperaturas dptimas de crecimiento son de
17°C a 25°C, con una minima de 15°C y una maxima de 28°C durante el dia. Pueden
mantenerse valores ligeramente inferiores en el invierno y superiores durante el verano
en periodos relativamente cortos sin que produzcan serios dafios. Una temperatura
nocturna continuamente por debajo de 15°C retrasa el crecimiento de la planta
(Arbelaez, 1999, pags. 37-39).



[luminacion

Segun Infoagro (2014), el indice de crecimiento para la mayoria de los cultivos de rosa
sigue la curva total de luz a lo largo del afio. Asi, en los meses de verano, cuando
prevalecen elevadas intensidades luminosas y larga duracion del dia, la produccion de

flores es més alta que durante los meses de invierno.

Humedad Relativa

Segun Gamboa (1989, pags. 10-30), la humedad relativa del aire tiene una influencia
importante sobre la produccion, calidad y enfermedades, esta se debe encontrar entre 60-
80%, ya que si esta es muy baja, la planta puede cerrar sus estomas para evitar la pérdida

de agua, lo cual produciria una alteracion en el intercambio de COz2.

Ventilacion

La aireacion es de gran importancia para poder regular el grado higrométrico y el control
de ciertas enfermedades. Esta debe ser controlada de forma manual o automatica,
abriendo los laterales y las cumbreras de los invernaderos, apoyandose en ocasiones con

ventiladores interiores (Infoagro, 2014).

Enriguecimiento de CO2

Segun Infoagro (2014) es necesario aportar CO2 para el crecimiento 6ptimo de la planta,
elevando los niveles a 1.000 ppm, principalmente en climas frios donde la ventilacion
diurna no es econdomicamente rentable o si el cierre de la ventilacion se efectla antes del
atardecer, a causa del descenso de la temperatura, ya que los niveles de didxido de

carbono siguen reduciéndose debido a la actividad fotosintética de las plantas.
1.1.4 Caracteristicas de rosas del Rancho San Jorge
Segun Darquea Espinoza (2013, pag. 37) las plantas de la variedad freedom, sefiorita y

cherry on son robustas y resistentes a enfermedades especialmente al mildiu velloso.

Presentan flores con colores intensos, textura suave, boton grande y son seleccionadas



para cultivos en ambientes frescos con alta intensidad luminosa, presentan las siguientes

caracteristicas:

Rosa variedad Freedom

Color Rojo brillante y matices
0Scuros

Tallo 70-90 cm

Boton 50a6,5cm

Pétalos 40

dias en florero | 12a14

Figura 1. Rosa variedad Freedom
Fuente: (Darquea Espinoza, 2013, pag. 37)

Rosa variedad Sefiorita

Color Bicolor blanco-rosado
Tallo 50-80 cm

Botdn 7-7.5cm

Pétalos 50

dias en florero | 14

Figura 2. Rosa variedad Sefiorita
Fuente: Rancho San Jorge, 2014

Rosa variedad Cherry on

Color Rojo Cereza
Tallo 70-90 cm
Boton 6-7 cm
Pétalos 36

dias en florero | 17

Figura 3. Rosa variedad Cherry on
Fuente: Rancho San Jorge, 2014
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1.1.5 Caracteristicas de acaricidas utilizados en campo

La siguiente tabla describe los acaricidas utilizados en el Rancho San Jorge en el afio

2014. Ver anexo 6C:

Tabla 2. Acaricidas empleados en campo

Acaricida Plaga Dosis Cultivo Estadios Registro
Santimec:
Abamectina 12 g/L 1 cc/l = Larvasy ninfas | 124-11
Pyridaben 90 g/L S, §
Kanemite: o 2
Acequinocilo 15,6% lg 0.5 cc/l e Todos 118 - 1A
Imperius: < 3 :
Diafentiuron 312 g/L, 1 cell & '-ar":gh:‘tg‘sfas Y| 124-11
Tetradifon: 160 g/L

Nota: Taxonomia de la Rosa, Rancho San Jorge, 2014
1.2 Familia Tetranychidae

“Los miembros de la familia Tetranychidae comprenden 1.200 especies pertenecientes a
70 géneros” (Zhang, Z.Q, 2003, pag. 235). Son una plaga que ocasiona dafios severos
como la disminucion del vigor del arbol y el manchado, asi como la caida de las hojas y

flores provocado por la alimentacion del acaro. (Kheradpir N. , 2007, pags. 425-429).

1.2.1 Tetranychus urticae

“Es una plaga cosmopolita y muy polifaga que ataca a numerosos cultivos de
importancia econdmica, como los cultivos horticolas, extensivos (algodén, maiz, etc.),

citricos, frutales y ornamentales” (Moraes, 2008).
1.2.2  Nombres comunes

Arafiuela roja, arafia de las dos manchas, fue descrita por primera vez por Koch en 1836

(Pritchard & Baker, 1955, pag. 436).
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1.2.3 Descripcion de la Especie

Tetranychus urticae es un acaro fitéfago con alto potencial reproductivo, ciclo de vida
corto, tasa de desarrollo rapido y capacidad para dispersarse rapidamente. (Dupont &
Meyer, 1979, pags. 297-303).

“Macho Adulto: es méas pequefio, ancho por la parte anterior, con manchas oscuras en el
idiosoma, patas amarillentas més largas que las de la hembra” (Crop Science, 2008, pag.
14), puede presentar diferentes caracteristicas morfoldgicas, sobre todo su color, debido
a su régimen alimenticio, factores ambientales y planta huésped.

Hembra adulto: Cuerpo ligeramente ovalado, globoso, algo mayor de 0,5
mm, color amarillento, anaranjado o rojo, segun la edad y el huésped, con
dos manchas oscuras en los laterales de forma y tamafio variable, patas

transparente, amarillentas.

Huevo: Redondo, liso de 0,14 mm, al principio incoloro y cuando madura

amarillento, viéndose por transparencia los ojos rojos de la futura larva.

Larva: Amarillenta, redondeada, con tres pares de patas y dos 0jos

0SCUros.
Ninfas: Protoninfa y deutoninfa amarillentas con dos manchas oscuras en
los laterales de su cuerpo, presenta cuatro pares de patas (Crop Science,
2008, pag. 14).

1.2.4 Clasificacion Taxonémica

La identificacion taxondmica del acaro Tetranychus urticae se realiz6 en Agrocalidad

Quito, (ver anexo 11)
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Tabla 3. Clasificacion taxondmica de Tetranychus urticae

Reino: Animalia

Filo: Arthropoda

Clase: Arachnida

Subclase: Acari

Orden: Prostigmata

Familia: Tetranychidae

Género: Tetranychus

Especie: T. urticae Koch (1836)

Nota: Taxonomia de Tetranychus urticae, (Argolo, 2012, pags. 29-31)

1.2.5 Reproduccion

Tetranychus urticae se reproduce mediante partenogénesis de tipo arrenotoca en la que
los machos se desarrollan a partir de huevos no fertilizados (haploides), mientras que las

hembras se desarrollan a partir de huevos fecundados (diploides).

“Esta especie presenta una proporcién de sexos entre 2:1 y 9:1 a favor de las hembras”
(Macke, 2011, pag. 278).

Cada hembra adulta puede poner unos 100-120 huevos, con una tasa de 3-
5 huevos por dia. Sin embargo, estas cifras pueden variar segin la
cantidad y la calidad del alimento, o las condiciones ambientales. Tiene
un ciclo de vida corto que puede variar entre 16-18 dias y que consta de
cinco fases de desarrollo (huevo, larva, protoninfa, deutoninfa y adulto).
Entre cada fase hay una fase inactiva o periodo quiescente, en la que
adoptan una posicién caracteristica, recibiendo el nombre de crisalis

(protocrisalis, deutocrisalis y teliocrisalis) (Zhang, 2003, pag. 244).
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1.2.6 Ciclo de Vida

Ciclo de vida del acaro Tetranychus urticae

Adulto

Hueves

Adulto /| s

' Ciclode vida l
Deutoninfa ~ 0 ' Larva

Protoninfa

Figura 4. Etapa reproductiva y periodo quiescente del acaro Tetranychus urticae
Fuente: (Van de Vrie, Mc Murtry, & Huffaker, 1972, pags. 354-432).

Este &caro tiene alta tendencia agregativa y desarrolla sus colonias en el envés de las
hojas donde producen tela en abundancia que les protegen de los depredadores,
acaricidas y condiciones climaticas adversas. Ademas, la tela también se utiliza como
mecanismo de dispersion. En condiciones de escasez de alimento o cuando la planta esta
fuertemente infestada, los individuos se acumulan en el extremo de la hoja o del brote y
después por corriente de aire o por gravedad son transportados a otra planta.
Tetranychus urticae, también puede vivir sobre los frutos cuando éstos estan presentes
(Badii M. L., 2011, pags. 270-302).

1.2.7 Danos

Los miembros de la familia Tetranychidae son una plaga que se presenta en una gran

diversidad de plantas que le ocasionan dafios severos como la disminucion del vigor y el
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manchado, asi como la caida de las hojas y flores provocado por la alimentacién del
acaro (Kheradpir, Khalghani, & Ostovan, 2007, pags. 425-429).

Dentro de esta familia, la especie que mas ha reportado problemas de dafios en los
cultivos es el &caro de dos manchas, Tetranychus urticae, catalogada como una de las
especies que mas problemas ocasiona a la agricultura (Flexner, 1995, pags. 1517-1524).

Si no se toman las medidas adecuadas para su manejo, esta plaga puede ocasionar
deshidratacion masiva del follaje y muerte de las plantas en pocos dias, rebasando asi los
umbrales econdmicos de los cultivos afectados como frutales y hortalizas (Goodwin,
1995, pags. 1106-1112).

Dafio del &caro Tetranychus urticae en rosales

A B

Figura 5. Alteraciones producidas por el acaro Tetranychus urticae en rosales.

A (flor seca por alimentacion del 4caro); B (formacién de telarafias)
Fuente: P. Grijalva & A. Tapia, 2014

1.2.8 Sintomas Tetranychus urticae en rosales

La pérdida de clorofila conduce primero a un moteado blanquecino o amarillento en la
superficie superior de las hojas y eventualmente a una decoloracion uniforme, bronceada
o amarillenta, defoliacidn, alta cantidad de individuos, con formacion de telarafias, que
puede llevar incluso a la muerte de la planta (Shetlar, 2000, péag. 8). Alteraciones

mecanicas y bioquimicas, las cuales se manifiestan como reduccién de la tasa de

15



crecimiento, retraso de la floracion y disminucion en la produccion de frutos (Tomczyk
& Kropcznska, 1985, pags. 55-56).

1.2.9 Condiciones para su desarrollo.
Temperaturas elevadas y condiciones de baja humedad favorecen el incremento de sus
poblaciones que pueden alcanzar niveles perjudiciales y causar graves dafios a las
plantas hospederas, esta arafia puede estar activa durante todo el afio (Garcia-Mari,

Llorens, Costa-Comeles, & Laborda, 1986, pags. 219-250).

1.3 Familia Piperaceae

1.3.1 Clasificacion

“La familia Piperaceae cuenta con alrededor 4 géneros, 441 especies de las cuales 134
son endémicas” (Ministerio del Ambiente, 2011, pag. 40).

Segln (Moller, 1999, pag. 789) la familia Piperaceae y el género Peperomia en el

Ecuador se encuentran distribuidas en regiones de la siguiente manera:

Tabla 4. Distribucion Geogréafica de la familia Piperaceae y el género Peperomia

Galépagos | Costa | Sierra | Oriente

Familia Piperaceae N/A 131 | 286 151

Genero Peperomia 57 171 | 63

Nota: distribucion de la familia Piperaceae y género Peperomia, (Moller, 1999, pag. 789).

La familia Piperaceae es una de las mas importantes y diversas en el Ecuador, una
forma de clasificarlas es por su habito, segin Moller (1999, pag. 789), las hierbas y

arbustos son los mas representativos de la familia Piperacea.
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Tabla 5. Division por habito de la familia Piperacea

Habito Familia Piperaceae Género Peperomia
Hierba 229 224
Arbusto 184
Subarbusto 28
Arbol pequefio 26
Arbol N/A
Planta
Liana
Epifita 145
Parasita N/A
Hemleplflta N/A
Acuatica
Saprofita

Nota: habito de la familia Piperacea en el Ecuador, (Moller, 1999, pag. 790)

Como indica (Moller, 1999, pag. 789), se trata de una hierba cultivada en los andes entre

los 1500-3500msnm, de la siguiente manera:

Tabla 6. Division por provincia de la Familia Piperaceae y el Género Peperomia.

Provincia
Esmeraldas
Los Rios

Manabi
El Oro
Guayas
Pichincha

Carchi

Imbabura
Cotopaxi
Chimborazo
Tungurahua

Napo

Cariar

Azuay

Pastaza

Loja

Morona

Zamora

73 | 68

Familia

177

85

164

114

©

58

28 | 27

Género
Peperomia | Piperaceae

14 | 19 | 26

112

49

20 | 25| 25| 36

76

14

29

48

27

53

33

Nota: distribucion de la familia Piperaceae y género Peperomia en el Ecuador, (Moller, 1999, pag. 789)

1.3.2 Congona

“Nombre cientifico: Peperomia inaequalifolia, Inaequalifolia (del lat. In, no, aequalis,
e, igual a folium, ii, hoja en plural). Califica la distribucion de las hojas Peperomia

Congona Sodiro” (White, 1985, pag. 114).

17




“Nombre vulgar: “Congona”, “siempreviva”’, Congonita Cimarrona, Tuna Congona,
Pataku yuyu, Cuncuna, Congonilla, Pata cin yuyu, Pata cin paja, Huainayquilla”
(White, 1985, pag. 114).

Congona Peperomia inaequalifolia
N ] N

Figura 6. Estructura foliar de la planta Congona
Peperomia inaequalifolia
Fuente: P. Grijalva & A. Tapia, 2014

1.3.3 Taxonomia
Se realizé la identificacion taxonémica de la planta Congona Peperomia inaequalifolia,
procedente del Canton Quito, Parroquia Nayén, en el Museo Ecuatoriano de Ciencias

Naturales (MECN), Herbario Nacional (QCNE). Ver anexo 10.

Tabla 7. Clasificacion taxonémica de la Congona.

Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Piperales
Familia Piperaceae
Género Peperomia
Epiteto Especifico inaequalifolia
Autor Epiteto Especifico | Ruiz & Pav.

Nota: Taxonomia de la Congona, (Centro de datos para la conservacion, 2011).
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1.3.4 Caracteristicas botanicas

Inflorescencia de Congona

Figura 7. Inflorescencia de la planta Congona
Peperomia inaequalifolia
Fuente: P. Grijalva & A. Tapia, 2014

Descripcion: Planta herbacea suculenta, que posee 55-75 cm de alto, tallo cilindrico,
nudoso y ramificado, hojas en verticilos de 4-5(-6) de color verde brillante; lamina
obovada, subespatulada de 3.5-5 x 1.5-1.8 cm con apice retuso, base cuneada, con aroma
a canela. Inflorescencia en espigas terminales, raramente axilares de 7-15 cm de largo
(Berdonces, 2010, pags. 389-390).

Habito: Hierba terrestre.

“Origen: Planta nativa del Ecuador y la Region Andina” (White, 1985, pag. 114).

“Habitat: Este aromatico, medicinal, nativo, crece principalmente en bosque lluvioso
montano humedo” (Béjar, Bussmann, Roa, & Sharon, 2001, pag. 18). Piso térmico frio
(White, 1985, pag. 114).

“Cultivo: Para su cultivo se requiere de suelo fértil, con buen drenaje, debe tener
exposicion directa al sol, con riego cada 2 dias, limpia de maleza para evitar
contaminacion de patogenos” (White, 1985, pag. 114).
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Partes Utiles: Tanto los tallos como las hojas presentan en su estructura gran cantidad de
taninos, resinas, Miristicina y Bisabolol, por esta razon es utilizada en varias

preparaciones como infusiones (Berdonces, J., 2010, pags. 389-390).

1.3.5 Usos

Infusién: 2 a 3 cucharaditas de hojas picadas por cada taza de agua.

“Decoccidén: 1 a 2 cucharaditas de hojas por cada taza de agua, dejar hervir de 2 a 3
minutos; tomar 2 a 3 tazas por dia” (White, 1985, pag. 114).

Alimento: Para la preparacion de chicha y aguas aromaticas (Rios, 2007, pags. 456-494).
Fabricacion de horchata lojana, una mezcla de té de hierbas tradicionales (Yuncker,

1956, pags. 161-168).

Tabla 8. Usos étnicos de la Congona Peperomia inaequalifolia

Uso Etnia F_’a}rte Localizacién Autor
Utilizada
cicatrizantes tdpicos No identificada Hoja N/A (Béjar, Bussmann,
Dentifrico contra gingivitis. | No identificada Hoja N/A Roa, & Sharon, 2001)
Conjuntivitis ocular. No identificada | Hojas asadas N/A (Yuncker, 1956)
Condimento Mestiza Hojas Tungurahua
Champ Mestiza Hojas Imbabura
Barfios Mestiza Hojas Pichincha
Curaciones (Mal Viento) chh\_/va de la Hojas y Imbabura
Sierra Tallos
Otitis chh\_/va dela Zumo _de la Imbabura
Sierra Hoja
i i6 Rios, 2007
Afecciones Cardiacas chh\_/va de la Infuspn de Bolivar ( )
Sierra Hojas
analgésica Cefalea No especificada Hoja Cotopaxi
Cqmbatlr Esterilidad, Mestiza Hoja Pichincha
célicos menstruales
Afecciones de Rifiones e - .
Higado No especificada Hoja |Azuay

Nota: Usos de la Congona
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1.4 Componentes de la formulacion

1.4.1 Aceite esencial

Los aceites esenciales contienen en gran proporcién mezclas voléatiles de
terpenos, sesquiterpenos, alcoholes, aldehidos, cetonas, &cidos, ésteres, y
otros compuestos no volatiles como alcanfores de gran importancia a
nivel industrial, razén por la cual en un estudio previo con el aceite
esencial de la planta Congona (Peperomia inaequalifolia), se pudo
identificar dos compuestos que son la Miristicina en un 65,19% vy
Elemicina en 21,06% (Quintero M., Carvajal C., 2011, pag. 95), con gran
potencial en la elaboracion de pesticidas que sean mas amigables con la

naturaleza y eviten crear resistencias en los cultivos.

1.4.2 Uso de aceites esenciales como alternativa a los pesticidas

Dentro de la historia de la agricultura moderna, uno de los periodos mas representativos
en cuanto al incremento de la productividad de los sistemas agricolas estd enmarcado
dentro de lo que se conoce como la revolucion verde. El éxito de este periodo estd
asociado con el uso de fertilizantes y de compuestos de sintesis usados para el control de
plagas y enfermedades (Dayan, 2009, pags. 4022-4034); sin embargo, el uso masivo de
este tipo de compuestos ha contribuido al aumento de la poluciéon ambiental del agua,
suelo y aire (Travisi, 2008, pags. 598-607) y también sobre la salud del ser humano
(Petrelli, 2003, pags. 77-81), esto ha obligado a entidades de control como la EPA a
restringir el uso de ciertos pesticidas y realizar revisiones periddicas de la toxicidad de

muchos otros (Devine, 2008, pags. 74-100).

Estos inconvenientes han fomentado la generacion de alternativas encaminadas al
mejoramiento de los programas de manejo integrado plagas y un posible cambio en el
paradigma de la agricultura convencional hacia una tendencia que algunos autores

consideran como una segunda revolucion verde (Herder, 2010). Una de las estrategias de
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mitigacion estd relacionada con el desarrollo de agroquimicos verdes, los cuales
involucran el uso de biopesticidas (productos naturales bioactivos y agentes microbianos
de control) y los pesticidas de sintesis de nueva generacion, dentro de los que se
encuentran los piretroides modernos y neonicotinoides (Tomizawa, 2008, pags. 260-
269). No obstante, el nimero de productos que cumplen con las caracteristicas
apropiadas es reducido (Dayan, 2009, pags. 4022-4034).

Miristicina

Compuesto quimico organico, relacionado con las feniletilaminas, derivado del
metoxilado del safrol, es considerada como un insecticida y acaricida natural con
posibles efectos de neurotoxina sobre las células, alucinégeno en dosis muy elevadas,
presente en la nuez moscada (Myristica fragrans) y perejil (Petroselinum crispum). Si se
ingiere puede provocar narcosis, alucinaciones y convulsiones, cantidades muy altas

pueden causar alteraciones hepéticas diarrea y vértigo (Fernandez, 2003, pag. 2).

“El uso demasiado frecuente puede enrojecer los dientes y labios. En dosis toxicas es un
poderoso analgésico” (Daives, Albornoz, & Terdn, 2002, pag. 3). La Miristicina se
comporta como sustancia oxitdcica, emenagoga (estimula la menstruacion), contrae el

utero, con lo cual podria predisponer al aborto (Troncoso & Guija, 2007, pags. 333-343).

Miristicina

CH-

Miristicina
Figura 8. Formula desarrollada de la Miristicina
Fuente: (Acosta, 2010)
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Propiedades: Olor ligeramente aromatico, no congelable a bajas temperaturas, se
encuentra principalmente en el aceite de nuez moscada, es cristalina y debido a su
elevado punto de ebullicion se encuentra principalmente en las Gltimas fracciones del
destilado, es toxica para el hombre, dosis elevadas de nuez moscada o de su esencia
pueden producir convulsiones, la Miristicina se relaciona con las anfetaminas (Evans,
1991, pag. 13).

1.4.3 Tween 20

Los polisorbatos con 20 unidades de Oxido de etileno son surfactantes no-ionicos
hidrofilicos. Son agentes emulgentes no idnicos, con amplio e intenso poder emulgente y
suspensor, que originan emulsiones de fase externa acuosa (O/W), estables y de textura
fina, poco afectables por altas concentraciones de electrolitos o por cambios de pH
ligeros. Se usan como surfactantes en sprays insecticidas y pesticidas, asi como

emulgentes en cremas cosméticas e industria alimentaria (llopis & Baixuali, 2007).

Tabla 9. Caracteristicas Tween 20

Férmula Molecular | CssH114026

Peso Molecular 1227,5

pH 7.6

Estructura Liquido oleoso limpido, incoloro o amarillo pardusco.

Solubilidad Agua (100g/L a 25°C), Etanol Anhidro, Acetato de Etilo, y
Metanol.

Insoluble Aceites grasos y en parafina liquida.

Toxicidad aguda: DLso oral rat : 37g/kg

Riesgo Terrestre Bajo

Ebullicion >100 °C

Punto de fusién >150 °C.

HLB 15.17

Dosificacion Como emulsificantes y solubilizantes: 1-15%.

Como humectantes: 0,1-3%.

Incompatibilidades | Acidos y bases fuertes, sales de metales pesados, taninos,
fenoles, alquitranes y breas

Nota: Caracteristicas fisico-quimicas del tween 20, (llopis & Baixuali, 2007).
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1.44 Tween 80

También conocido como Monooleato de Sorbitan Etoxilado, Posee baja toxicidad y en
general, baja fitotoxicidad. Otra propiedad de este surfactante no ionico es su actividad
como emulsificador, formando emulsiones estables. Forma menos espuma que los
surfactantes anidnicos y es considerado como agente espumante leve ha moderado.

El Tween 80 es adecuado para la biorremediacion debido a que puede ser adsorbido por
el suelo en un 99.6% (Ghosh, 1997, pags. 575-580).

Tabla 10. Caracteristicas del Tween 80

Férmula Molecular | Ce4H124026

Peso Molecular 1309,7

pH 5.5-75.

Estructura Liquido viscoso, ligeramente opalescente, incoloro
Solubilidad Insoluble en agua, Soluble disolventes organicos
Toxicidad aguda: DL50 oral rat : 1.288 mg/kg

Punto de Ebullicion | >100 °C

Punto de fusién 227° C.

HLB 15.17

Dosificacién

Como emulsificantes y solubilizantes: 1-15%.

Efectos secundarios

no es irritante para la piel y mucosas

Nota: Caracteristicas fisico-quimicas del tween 80, (Hickey, 2007, pags. 851-856).

1.45 Lauril Sulfato Sédico

El lauril sulfato sddico es el tensioactivo anionico més estudiado, tanto en
sus propiedades fisico-quimicas, como por su uso en la formulacién
principalmente de cosméticos, es una mezcla de alquilsulfatos sédicos,
presenta accion detergente, por su alta capacidad emulsionante vy
humectante. Es un anfipolo aniénico, que presenta gran afinidad por

proteinas y es un fuerte agente desnaturalizante (Moore, 2003, pag. 16).
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Tabla 11. Caracteristicas del lauril sulfato de sodio

Formula Molecular C12H25Na04S

Peso Molecular 288,38

pH 7.3a7.8

Estructura Polvo o cristales blancos o amarillo pélido
Solubilidad Soluble en agua, parcialmente soluble en etanol al 96%.
Punto de fusion 204-207°C

HLB 40,0

Accion bacterioldgica | contra bacterias Gram+

Dosificacion Como emulsificante anionico O/W, al 0,5-2 %
Efectos secundarios Puede producir irritacion en la piel y mucosas.
Incompatibilidades Tensoactivos cationicos, medios &cidos de pH<2,5.

Nota: Caracteristicas fisico-quimicas del lauril sulfato de sodio, (Salaguer, 2002).

1.4.6 Etanol

En la actualidad la industria de los pesticidas naturales ha tomado una gran importancia,
debido a que estan implementando tecnologias para la fabricacion de pesticidas
naturales, usando principalmente vehiculos como el etanol que permitan servir de ayuda
para homogenizar principios activos como aceites esenciales de origen vegetal. Es
importante tomar en cuenta que este tipo de vehiculos deben ser sustancias
ambientalmente inertes y aceptables, con estabilidad tanto quimica como fisica, no
alérgico, no irritante biodisponible, facil de aplicar y de remover para disminuir asi el
impacto ambiental (Garcia & Bortolussi, 2003, pag. 8).

Este compuesto quimico, también conocido como alcohol etilico, compuesto por
carbono, hidrégeno y oxigeno, procedente de la fermentacién de granos, por el
procesamiento de gramineas y otras fuentes como frutas, es el alcohol méas sencillo. A
temperatura ambiente se presenta como un liquido ligero de baja densidad, incoloro,
inflamable y tdxico que se emplea como anticongelante, disolvente y combustible, de
gran importancia en las formulaciones ya que permite mezclar mediante un tensoactivo

la fase liquida y oleosa en un producto (Sousa, 2009, pag. 14).
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El propdsito primario de formular un acaricida con etanol al 50%, vehiculo (“carrier") es
permitir una uniforme mezcla emulsionante y rapida dispersion del aceite esencial de
Congona, de modo que pequefias cantidades del producto activo puedan ser distribuidas

uniformemente sobre una gran area, tal como una hectarea.

Otro objetivo es aumentar la toxicidad contra los &caros, proporcionar un manipuleo mas

facil y economico por el usuario y mejorar la vida util y de almacenaje. (Garcia &

Bortolussi, 2003).

1.4.7 Kanemite (Acequinocilo 15,6%0)

Tabla 12. Caracteristicas Acaricida Kanemite.

Nombre quimico

3-dodecil-1,4-dihidro-1,4-dioxo-2-naftil acetato

Principio Activo

Acequinocilo 15,6%

Estado Fisico

Liquido

Descripcion Acaricida de amplio espectro de accion
Aparienciay Olor Amarillento, Levemente aromatico.
Utilizado en Almendros, Frutales, Nogales Rosal.
Control de estadios | Ovicida, larvicida, ninficida y adulticida
Formulacion (156 g/L) SC (Suspension Concentrada)

Modo de accion

Trabaja en la célula, inhibiendo la transferencia de electrones.

Dosis

Ornamentales, contra Tetranychus urticae, de 0.5 cc/L.

Toxicologia

DL50 oral (rata): > 5000 mg/kg en machos y hembras

DL50 dérmica (ratas): >2000 mg/kg en machos y hembras
CL50 inhaladora(rata): > 4.56 mg/L de aire/hora en machos y
No irritante dérmico, Ligero irritante ocular

No carcin6geno ni teratdgeno

Nota: Caracteristicas Kanemite, (Edifarm, 2012).
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CAPITULO 2

MARCO METODOLOGICO

2.1 Evaluacion de las caracteristicas del aceite esencial de Congona Peperomia
inaequalifolia

2.1.1 Zonade recoleccién y condiciones de la muestra.

Especie: (Congona) Peperomia inaequalifolia.
Muestra: 15 kg de la especie Peperomia inaequalifolia.
Direccion de la Recoleccién: Cotopaxi, Latacunga, Parroquia San Buenaventura, Barrio

San Silvestre, Junto a Sierra Tropical.

Mapa del lugar de recoleccién de las especies vegetales.

KM WYL

; \ﬂ)\‘:(!\,‘
Figura 9. Lugar de recoleccién de la especie vegetal, provincia de Cotopaxi.
Fuente: (Google Maps, 2014)

Condiciones: el material vegetal fresco fue recolectado de cultivos
domésticos que comercializan esta planta principalmente para los
mercados de las provincias de la sierra del Ecuador, este cultivo se
desarrolla en un clima subtropical humedo, con una temperatura
promedio de 13°C (Herrera Proafio, 2014, pag. 4).
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Este cultivo se desarrolla principalmente junto a plantas de ruda y romero para evitar el
ataque de plagas, ya que no se emplea pesticidas y también para disminuir el contacto

con los rayos solares.

2.1.2 Recoleccion del material vegetal

De las 10 hectareas del terreno sembrado, se recolecto 60 atados aleatoriamente, con un
peso aproximado por atado de una libra, tomando en cuenta que el cultivo tuvo mas de 8
meses desde su siembra y evitando que estos presenten algln tipo de enfermedad o
plaga. Ver anexo 1.

2.1.3 Destilacion del aceite esencial

Para realizar la extraccién del aceite esencial de las hojas y tallos de Congona
(Peperomia inaequalifolia), se utilizé el método de arrastre de vapor (Huitz , 2004, pag.
37), esta metodologia se llevo a cabo en los laboratorios del Area de Ciencias de la Vida

de la Universidad Politécnica Salesiana, sede Quito, Campus Giron.

Materiales: Congona (hojas y tallos), termdmetro, frascos color ambar, embudo, papel
filtro, un bal6n de 500 mL, dos balones de 1000 mL y uno de 2000 mL, cuatro placas
calefactoras con Mechero Bunsen, cuatro refrigerantes, 3 metros de manguera, Vaso de
precipitado de 400 mL, embudo de decantacion de 250 mL, balanza, vaselina, equipo de

filtrado al vacio (kitasato), papel filtro.

Reactivos: agua destilada, Sulfato de Sodio Anhidro, Cloruro de Sodio

Procedimiento:

- Serecolect6 la planta entera fresca del campo.

- Se retird elementos extrafios como insectos, tierra y material vegetal que no estaba
en perfectas condiciones.

- Selavo la planta con agua e hipoclorito en concentracion de 1 mL/L de agua
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Se retird los troncos dejando solo las hojas, para realizar la extraccion por separado.

Se secoO a temperatura ambiente por dos dias, para disminuir la cantidad de agua en
su estructura, en un lugar alejado de los rayos del sol.

Se pesé de 100-900 g en promedio de la muestra a extraer y se depositd en los
balones de 500, 1000 y 2000mL.

Se llenaron los balones con alrededor de 200-800mL de agua destilada saturada con
cloruro de sodio al 10%

Cada extraccion tuvo un promedio de 4-6 horas, tiempo en el cual se destild la
mayor cantidad de aceite esencial presente en la planta.

Realizada la extraccion diaria, se midi6 el volumen obtenido con una jeringuilla de
insulina y se recolecto el aceite esencial en frascos ambar de 5mL y se colocé en el

refrigerador a 2°C. Ver anexo 2A

Las caracteristicas de la extraccion se detallan en el anexo 12

2.1.4 Purificacion del aceite esencial

La separacion de la fase acuosa se realiz6 utilizando Sulfato de Sodio Anhidro

(1g/5mL), se dejo en reposo solucion agua y aceite por 24 horas y el precipitado se

extrajo con un embudo de decantacion de 250mL. (Huitz , 2004, pag. 37). Ver anexo 2C.

Se filtré al vacio (kitasato), para separar las particulas de sulfato de sodio, utilizando

papel filtro. Ver anexo 2E.

Se coloco en un recipiente ambar de 20mL para evitar alteraciones en su estructura. Ver

anexo 2D.

2.1.5 Caracteristicas del aceite esencial

Caracteristicas organolépticas

Materiales: Aceite esencial de Congona, tubos de ensayo, goteros, vidrios de reloj.
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Procedimiento: Para realizar el analisis organoléptico del aceite esencial de Congona
(Peperomia inaequalifolia), se tomd como referencia los datos obtenidos de la encuesta
realizada a 6 panelistas de 18-46 afos. Ver anexos 8 y 13, cuyos parametros fueron los

siguientes:

Color: se comparé con la escala colorimétrica de Munsell, (Montesinos, 2003, pag. 23),
se coloco 1mL de Aceite esencial en un frasco transparente, y se identifico en la escala

tanto en el eje (X) como (), el color similar al del aceite. Ver anexo 3C.

Sabor: dulce, amargo, salado, picante. (Oliveira Teles, 2014)

Olor: frutados, madera, fragancia, quimico, menta, limén, picante y putrefacto (Cruz,
2014).

Apariencia: Acuoso (Transparente), Aceitoso (Turbio).

El formato de la encuesta y los resultados cuantitativos de las encuestas se pueden

constatar en los

Tabla 13. Resultados organolépticos del aceite esencial de Congona

Sabor Picante, amargo

Olor Aromatico intenso.

Color Amarillo (Munsell 5Y, 7/8)

Textura | Liso-Aceitoso

Nota: resultados de andlisis organoléptico, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014)

Densidad
Materiales: Aceite esencial, picndmetro de 10mL, agua destilada, pipeta, balanza

analitica.

Procedimiento: Para medir este pardmetro se utiliz6 la metodologia de (Atarés, 2010,

pags. 1-5). Se peso el picnémetro de 10 mL (M1), previamente lavado y secado.

30



Se llend el picnémetro con agua, evitando la formacién de burbujas en su interior a 25°C

y se anotd su masa (M2).

Al subir el nivel de agua por el capilar, una vez que rebosod, se secé el picnémetro por

fuera antes de pesarlo.

Se enraso el picnometro con disolucion (Aceite esencial) y anoté su masa (M3). Se
siguio el mismo procedimiento y se tuvo las mismas precauciones que al enrasar el

picnémetro con agua.

Foérmula utilizada:
M1: Peso del picndmetro limpio y seco (Q)
M2: Peso del picnémetro con agua destilada (g)

M3: Peso del picnémetro con aceite esencial ()

DensidadZM
M2-M1

Al salir del laboratorio se obtuvieron tres datos de masa para la determinacion de la

densidad de la disolucion: M1, M2, M3, obteniendo un resultado preliminar de

densidad, para aumentar el grado de exactitud se realiz6 un promedio de las densidades

obtenidas en tres analisis distintos, teniendo como resultado que el aceite esencial de

Congona presenta una densidad de: 1,0219 g/mL

Tabla 14. Resultados densidad Aceite Esencial de Congona

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Promedio
M1 5,3969 g 5,3928 g 5,3949 g 5,3949 g
M2 6,3968 g 6,4027 ¢ 6,3963 g 6,3986 g
M3 6,3737 g 6,3816 g 6,3760 g 6,3771 g
Densidad 1,0236 g/mL 1,0213 g/mL 1,0207 g/mL 1,0219 g/mL

Elaborado por: Paola Grijalva y Andrés Tapia, 2014
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Rendimiento
Materiales: Picndmetro, balanza de reloj, aceite esencial de Congona y agua destilada.

Procedimiento: Para medir el rendimiento total del aceite esencial de Peperomia
inaequalifolia (Congona), se utilizo la metodologia (Navarrete, 2010, pag. 87), se peso
con la balanza electrénica (marca Camry, modelo TCS-300-ZE21), el material vegetal a
destilar (ver anexo 12), luego se midio el volumen final de aceite esencial de Congona
obtenido. Se establecio la densidad relativa (picndmetro) y se desarrolld la siguiente

férmula:

m
D25 —
v

Despejando la formula para obtener la masa del aceite obtenido:
m=D25*v

Donde:

D25: Densidad relativa g/mL del aceite a 23 °C
m: masa del aceite esencial obtenido (g)

v: masa del aceite esencial obtenido (g)

Desarrollando el porcentaje peso/peso del rendimiento tenemos:

1,0219¢/mL = —
ALTEML = L

m=15mL x 1,021g/mL
m=15,3g

Para obtener el porcentaje de rendimiento del aceite esencial de Congona se utiliz6 la

férmula:

X
% Rendimiento= v X100
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Do6nde:
X: masa del aceite esencial obtenido (g).

Y: masa del material vegetal destilado (g)

153 ¢g
12555¢g

% Rendimiento= X100

El rendimiento de la extraccion de las hojas y tallos de la planta Congona (Peperomia
inaequalifolia), con una masa vegetal inicial de 12555g, una densidad relativa de
1,021g/mL y un volumen final de aceite obtenido de 15mL es: 0,121%.

Se realizo la evaluacion del rendimiento en cada extraccion, tomando como referencia a
las hojas y tallos por separado, para analizar cual de estas estructuras presenta la mayor
cantidad de aceite esencial. Los detalles de estos analisis ver en resultados en la seccion

de rendimiento.

indice de refraccion
Materiales: Refractdmetro, agua destilada, gotero.

Procedimiento: se utilizé la metodologia de (Paredes, 2010, pag. 45). El refractdmetro
(Atago NAR-IT) se colocd sobre una superficie limpia y plana, con agua destilada se
limpid el porta muestras, se colocd una gota de aceite esencial de Congona sobre el
cristal del porta muestras, se abrio el conducto de entrada de luz, con la ayuda de las
perillas de compensacion y medicion se calibré para medir la refraccion, se realizaron

tres repeticiones para disminuir el grado de equivocacion:

Tabla 15. Resultados de Indice de refraccion del Aceite Esencial de Congona

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Promedio
[ Indice de Refraccion 1,585 1,591 1,588 1,588

Nota: Resultado indice de refraccion, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).
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Solubilidad en etanol
Materiales: Probeta, etanol 96%, agua destilada, gotero.

Procedimiento: Se utilizé la metodologia de (Albaladejo, 1999). Se coloco exactamente
10 uL de aceite esencial en una probeta y se afiadio etanol al 96% en proporciones
pequefas sirviéndose de una bureta. Después de cada adicion se agité enérgicamente y
se observo el resultado, hasta que el liquido se torn6 completamente claro, obteniendo el
resultado que se necesito: 2.5mL de etanol al 96% para diluir 10 uL de aceite esencial de

Congona.

Punto de congelacién

Materiales: Congelador de -20 °C, aceite esencial de Congona, tuvo eppendorf, gotero.

Procedimiento: Se realiz6 la metodologia de (Llanos, 2012, pag. 7), se colocé 3 mL de
aceite esencial en un tuvo eppendorf, llevandolo a -20 °C en el congelador (marca Nuve,
modelo FR490), durante 12 horas, obteniendo la presencia de ligero enturbiamiento,

sedimentacion de una cantidad muy pequefia de ceras, baja cantidad de residuos sélidos.

pH

Materiales: Potenciémetro, aceite esencial de Congona, agua destilada.

Procedimiento: Para esta medicion se utilizo el potenciometro Mettler Toledo (Seven
compact S220). Se calibré el potenciometro con un pH neutro (6-7), para lo cual se lavd
el electrodo de medida con agua destilada, evitando tocar el electrodo del equipo con el
envase, para evitar falsos resultados, luego se procedio a la lectura del aceite esencial.

Ver anexo 3A. Se realizd 3 lecturas, con un posterior promedio, Obteniendo:

Tabla 16. Resultados medicion de pH en aceite esencial de Congona

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Promedio
| pH 4,689 4,691 4,690 4,690

Nota: Resultados pH aceite esencial de Congona, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).
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indice de acidez

Materiales: Para realizar este andlisis utilizamos vasos de precipitado y una balanza
analitica de £ 0,05 g.

Reactivos: NaOH o KOH 0,1 M, Etanol 95 %, Fenolftaleina

Procedimiento: se utilizé el método modificado de (INEN, 1973, pégs. 1-4), se coloco
2,5 gramos de aceite esencial en un matraz Erlenmeyer, se afiadié 25 mL de etanol al
96% con 2 ¢ 3 gotas de fenolftaleina, se agitd bien la mezcla. Sin detener la agitacion,
gradualmente se afiadi6 (KOH) 0,1 N, desde la bureta, gota a gota, hasta que aparecio
un color rosa que persistia 30 segundos. Se anot6 el volumen de KOH gastados y aplico

la formula del indice de acidez:

56,1V KOH-N

Indice de Acidez = .
naice de c1dcz PACCI‘[C

V= volumen en mL de la disolucién de KOH utilizada
N= normalidad exacta de la solucién de KOH utilizada
P=peso en gramos del aceite problema

Grado de Acidez
Para calcular este parametro se utilizé la siguiente formula: (Loyola, Lopez, & Acufia,
2008, pags. 3-4)

282V KOH'N

Aci =
Grado de Acidez 10 *P Aceite

V= volumen en mL de la disolucién de KOH utilizada
N= normalidad exacta de la solucién de KOH utilizada
P= peso en gramos del aceite problema

282= Peso molecular de acido oleico
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Se realizaron tres repeticiones para disminuir el grado de equivocacion y se obtuvieron

los siguientes resultados:

Tabla 17. Resultados de indice y Grados de Acidez del aceite esencial de Congona

Peso del KOH Utilizado

N aceite (q) (mL) Indice Grados
M1 0,1 2,536 0,4 0,885 0,445
M2 0,1 2,510 0,5 1,118 0,562
M3 0,1 2,547 0,4 0,881 0,443
. 0,961 mg KOH/ g aceite | 0,483 g de 4cido oleico
Promedio | 0,1 2,531 0,433 Esencial /1009 aceite Esencial

Nota: Resultados de indice y Grados de Acidez, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014)

Caracteristicas Cromatogréaficas del aceite esencial

Materiales: Cromatdgrafo de gases, frasco ambar de 5mL, vortex, hexano, pipeta.

Se realiz6 tres andlisis en el cromatdgrafo de gases:

Muestra 1 (M1) o estandar: Los 100mg del estandar fueron adquiridos a Espectrocrom
Cia. Ltda, con el codigo m9411, del lote 126K7012V, concentracion del >85%.
Para la preparacion del estandar se coloc6 en 1mL de hexano 10 microlitros de la

muestra homogenizando el contenido por 5 minutos en el vortex. Ver anexo 62.

Muestra 2 (M2): Para la preparacion de la muestra 2 y 3 se coloco en un frasco &mbar de
5mL 2mL de hexano y 10 microlitros de aceite esencial homogenizando el contenido

por 5 minutos en el vortex.
Muestra 3 (M3): Se utilizé la misma solucion preparada para la muestra 2, con la
diferencia que la muestra fue corrida 7 meses posteriores, con el fin de verificar la

perdurabilidad de Miristicina en la formula del aceite esencial.

Procedimiento: Se utilizd el cromatdgrafo de gases acoplado a masas (Varian Saturn
Modelo 2100D GC-MS). Se inyectd 2 microlitros por muestra: M1, M2 y M3 diluidos.
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Los parametros de calibracion del cromatografo para las lecturas tanto de las muestras

como del estandar fueron las siguientes:

Tabla 18. Programacion para lectura de muestra en el cromatégrafo de gases

Temperatura del Inyector

240°C

Columna Factor Four

VF-5ms poly-5%, feanil 95%-dimetilsilaxona

Gas Transportador

Helio ImL/min

Split 200
Energia de lonizacion 70 Ev.
Corriente de emision 10uAmp
Rango de masas 40-400m/z
E ion source 80-220 °C

Nota: Programacion del cromatografo de gases, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014)

Anélisis muestra M1 o estandar de Miristicina

Es importante recalcar que aunque el cromatdgrafo de gases presenta una amplia base de

datos de principios activos, no todos corresponden con certeza al que nos da como

resultado final, razon por la cual es importante trabajar con una referencia o estandar,

que nos permita comparar y verificar que estamos trabajando con la molécula deseada.

Cromatografia del estandar de Miristicina.

Mitisticina —
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Figura 10. Identificacion por cromatografia de la Miristicina

Elaborado por: Paola Grijalva y Andrés Tapia, 2014

Al realizar en andlisis cromatografico de M1 pudimos identificar que el 6-allyl-4-

methoxy-1,3-benzodioxole o denominacion (IUPAC) de la Miristicina (Weil, 1966,
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pags. 15-23) se encuentra en mayor cantidad en la molécula analizada, con un pico
identificado en el item 4, en un tiempo de retencion de 55.877 minutos y un area de
5.740e+7, razon por la cual al ser el pico mas predominante, se obtuvo una referencia
para identificar de mejor manera a la Miristicina en las muestras del aceite esencial de

Congona.

Picos Identificados:

Quan kon RIC Spectrum katch Type orm al-Fomwa
RF Used None zch Thres 700
= RT Compound Name tan Ared Amo =.Mate
1 2031 Heuzne, 24-dimahnd- TiC 1466=+6 0&e02 82
2 2130 Mo Mach = 189%=+8 23734 —-
E 243 Chrloh G SR 0,403 27
77 , hogne _; 5.74ﬁ+-" PERT R |
5 5 zene, 1.0, Hmmethonne5- - 410t 1, s
[ 7T Banzens, 1.2, 34-t=tramathon TIiC EETd=tE 3643 850
7 &0.225 Apio Tic S11&7 0374 b 23

Andlisis muestra inicial M2

Analisis cromatografico inicial de la muestra.

RIC Merped & cmgons g g AR 54-30 &m_5ms 2000 CENTROID RAW E
N

Miristicina—> E

0
u

S 2. <o dascrptone, T 2 00-20.00, Ao Full, 35400 miT

Figura 11. Cromatografia del aceite esencial de Congona

Elaborado por: Paola Grijalva y Andrés Tapia, 2014

La muestra analizada al primer dia de elaboracion de la solucion de aceite esencial de
Congona con hexano, indicé que el pico de Miristicina o 6-allyl-4-methoxy-1,3-
benzodioxole, fue el item 17, con un tiempo de retencion de los 55.885 minutos, un
area de 8.343e+7.
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Quan wns RIC Spectrum Match Type Momnal-Fo rward
RF Used Mo e akch Thresh 700
2 BT  Compound Mame R Arzz Am ount R_hakch

1 204 No Match Unx 1555e+E 21,273 —

2 2126 Mo Mach Link, 3045+E 41,715 —-
3 1287 Cychohaians TIC 1570erts 0215 T
4 1338 Cyclohaiane TIC 3124345 0444 BEL
5 40,568 1, 3-Benmdiowole, 5-{1-prope TIC 3.7B1le+; 5174 9%
& 51278 Caryophindlans TIC 172545 0510 &7
7 51558 gamma.-Ezmans TIC 170746 0.507 a0
g 52200 1H-Cycloprop_e]=ulens, decs TIC 1A450et+E 0198 o058
g 52570 ALRA CARIORLENG TIC 1B58ete 0391 231
10 53165 Bicyclo[ 7, L 0undecd-ene, 4 TIC 95T TEL 0132 &
11 53504 1.3z-Erhanc( 1H)inden-4-ol, o TIC 15El=tE 0218 ]
12 54,055 1.&-Gcloderadians, 1-methnd TIC 156845 0215 S5
13 54347 Maphthaens, 1.2,3.5,67.88 TIC 555421 007s BB
14 54472 1H-Gycloprop el smulens 122 TIC 125447 L7 BB
15 54534 Aajlzns, 1,13,324,56, Tac TIC 319045 0435 £
g SoAST CALENENG Ic LAEl=rts 2203 £er
! rerae e FREEN TS qul

LT zens, 14, -rimethoons- 1 Lebdet/ Llsl -3
19 57570 1H-Gyclopron 2 =zulen-d-al, TIC 148347 4765 £
20 58355 1H-Gyioprop &) szulen--al, TIC 720877 0053 &7
1 0412 2-Maphthelenemethanal, 1,2,3 TIC 1231e+s 0305 910
1 60485 Humulane-1 &-dien-3-o TIC SElletT T.ETE :x 3

La concentracion de M1 o estandar que fue (10 microlitros en 1 mL de hexano), tuvo el

area de pico menor a la dilucion de la muestra M2, que con una concentracion de (10

microlitros en 2 mL de hexano), obtuvo mayor area de pico, lo que la cromatografia

cualitativamente refleja es la mayor concentracion de Miristicina en el aceite esencial de

Congona en el primer dia de extraccion.

Anélisis muestra final M3

Cromatografia Aceite esencial de Congona final

MGy RIC Mamged sxdz congona pge:_| ‘r" _ = 2000 CENTROID RAW -
. T k
. Miristicina 5
- 'r."
. I 4
1 AL i ks uldligll IFIFAETE I | ilnhhllinll:I|I [T ||||| | : l :,
"\- A 3 I-\- E'\- E'\- w ‘E'\- i -\.5
i | Saga. o decriptons-, Time: 200-30.00. E-AueFul 35-400 m
Bad 24 &7 2504 3130 3753 4350 2013 iz

Figura 12. Analisis de frecuencia en el aceite esencial de Congona

Elaborado por: Paola Grijalva y Andrés Tapia, 2014.
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La muestra analizada a los 7 meses de elaboracion de la solucién de aceite esencial de
Congona con hexano, indico los siguientes picos:

Quan ns RIC Spectrum Match Type Wormal-Fonward
R Usec None Makch Thres 700
= BT Compound Mame StEwE AmEs Am ount R.Makch
1 40,578 1,3-Benmdiceole, 5-{2-prope TIC 1E57B=+E 1225 43
2 51.59%: Jgamma.-Bemene TIC 2.268=+6 2047 53
3 52234 1H-Gcloorop el =zulene decs TIC 701365 033 ot
4 53,007 ALRA CARIORELENG TIC 745472 OET3 241
L E357E Mo Match % 38531 0.575 —
& 54,501 1H-Gclorop el =ulens 122 TIC El15e+E 4515 5
7 B4 558 Aadens, 1,23,354,56, 7o TIC 795117 0721 85D
E Lok SIc G 24T -
1 2305+ 955 250 |
1 T0G . e c ) PLVER] iy L] T
11 BEE0D .ﬁ.._ ens, 1,23.324,58,7 TIC E3E35 DEED =00
12 E7.044 1,8,10-Codecatrian- 3—0 " TIC 449383 D408 882
13 E7ASL |-~ Tpathuleno TIC E54325 0e27 2=
14 L7584 Aristol=ne epoxade TIC LYk 0431 512
15 E7.70% GSobulol TIC 403253 0,384 B
18 E7 576 1RA4S 75 11R-2.2 4 5-Tatrame TIC 272347 24,574 83
17 EE505 Ter butsline, Nrfluorosost TIC 248382 0222 918
18 59,009 Aadens, 1,2,3,4,56, 7800t TIC E747T4 i) B4E
19 E9.255 Agarospiro TIC 1349eC 0122 %12
20 BB ETS 2-Maphthelenemetnancl, 1.2,3 TIC 1526=+8 1738 210
21 &0,003 Ledo TIC 1.252e+5 1185 i)
22 S04 Humulzne-1 £-dien-3-0 TIC 2A2E+T 21891 i)
23 5,584 Ethanone, 14 5.6, 7. 8-tetrahy TIC 153345 3279 7R
24 &7.535 Ehanone, 14 5.6, 7.8-tetrshy TIC E72355 D07 780

El pico de Miristicina o 6-allyl-4-methoxy-1,3- benzodioxole, fue identificado en un
tiempo de retencion de 55.880 minutos, con un area de 3.305+7, el area de pico fue
menor a la del estandar, la cromatografia indica la disminucion cualitativa de la
molécula de Miristicina en el aceite esencial de Congona a medida que trascurre el

tiempo.
2.1.6 Recoleccion e identificacion del acaro Tetranychus urticae
Acaro: Tetranychus urticae.
Muestra: 735 Acaros.
Direccion de la Recoleccion: Rancho San Jorge, Barrio Santa Clara, Parroquia

Tupigachi, Canton Pedro Vicente Maldonado, Total de Hectareas: 10, Duefio Ing.

Geovanny Vinuesa, Monitoreadores Ing. Marco Vinuesa y Sra. Mercedes Farinango.
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Lugar de recoleccion de Tetranychus urticae.

Catacupamba
Moyurco

Chaupi Lomal

Santa Clara Cariacu

Tapia Yanahuaicu

Santa Rosa

, Ayora

Tabacundo e ) Patarata Santo Domingo.
Cayambe

Jaramillo

Junta Parroquial

Pingulmi El Hato

Figura 13. Mapa del sitio de recoleccion del acaro
Tetranychus urticae
Fuente: (Ubica.ec, 2014)

Recoleccion

Materiales: Lupa de 10 aumentos, 60 cajas Petri, pincel.

Procedimiento: Con la ayuda de los monitoreadores del Rancho San Jorge se identifico
brotes de poblaciones de acaros principalmente en la parte media de las rosas, ya que ahi
no existe mucho contacto foliar con los acaricidas, se recolectdé de 15 a 20 hojas por
caja, obteniendo al final 60 cajas Petri con hojas de rosa infestadas de acaros, se trasladd
manteniendo las condiciones ambientales adecuadas, evitando la humedad ya que podia

causar la muerte de los acaros.

2.1.7 Inoculacién

Materiales: Aspersor de un litro, agua, camaras de invernadero, pincel, lupa de 10

aumentos, plantas pequefias de rosa.

Metodologia: Debido a que no existio la autorizacion pertinente para realizar los trabajos
de campo en el Rancho San Jorge, el proceso de traspaso de los &caros a planta sanas
para su desarrollo y reproduccion se llevo a cabo en los laboratorios del Area de
Ciencias de la Vida de la Universidad Politécnica Salesiana, sede Quito, Campus Giron.
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Se adquirié 10 plantas de rosa sanas fumigadas 6 semanas antes a este proceso, estas
rosas fueron lavadas con agua mediante aspersion, para evitar residuos de pesticidas, se
las seco al ambiente por 24 horas y se procedio a colocar con la ayuda del pincel los
acaros que se recolectd en el Rancho San Jorge, para esto se fabrico pequefias camaras
de invernadero de 50cm de largo x 30cm de ancho, cubiertas con plastico de invernadero
se coloco dos plantas por cada cAmara de invernadero y se realizo la inoculacion de las

rosas. Ver Anexo 4B.

A las 72 horas posteriores se realizé una evaluacion para verificar la adaptacion de los

acaros a su nuevo habitat, obteniendo buenos resultados.

2.1.8 Ildentificacion del acaro Tetranychus urticae

Materiales: Microscopio, incubadora, caja Petri, acido lactico, gotero, pincel.

Metodologia (Garcia, F. Ferragut, & Roca, 1987, pags. 280-372). Para la observacion se
colocaron 20 acaros capturados en un pocillo con &cido lactico, se los dejo en la
incubadora (Memmert, Be 400) a 45°C durante 48 horas, tiempo en el cual se logré su
aclarado. Luego para identificar esta especie se utilizd el microscopio (Human,
HumaScope Premium), con el lente de 10X. Se separaron los &caros por el color, se
coloco en un porta-cubre objetos con una gota de &cido lactico cinco hembras y en otro
porta-cubre objetos cinco machos, sin dafiar a los acaros. Ver anexo 11B.

Acaro Tetranychus urticae

Figura 14. Caracterizacion morfoldgica
del &caro Tetranychus urticae
Fuente: (Ferragut, 1989).
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El certificado de identificacion taxondmica del acaro Tetranychus urticae fue otorgado
por Agrocalidad Quito. Ver anexo 11A

2.2 Determinacion de la dosis letal (DLso) del aceite esencial de Congona

Lugar de investigacion: la evaluacion de la DLso se llevo a cabo en el Laboratorio del
Area de Ciencias de la Vida de la Universidad Politécnica Salesiana, sede Quito,

Campus Giron.

Materiales: Pipeta, cortador metalico redondo de 4cm de didmetro, 2 pinzas, 10 frascos

de vidrio, 49 Envases autoclavables de plastico de polipropileno de 100 mL.

Reactivos: agua destilada, alcohol 50%, Kanemite (Acequinocilo 15,6%).

Preparacion de las concentraciones: en un principio se utiliz6 como diluyente para el
aceite esencial de Congona al etanol al 96%, obteniendo malos resultados, ya que el
etanol a esa concentracion seca el material vegetal, y se comprobd que tiene un gran
efecto ofensivo hacia los &caros, razon por la cual se opt6 por disminuir la concentracion
del etanol al 50%, el aceite esencial fue pipeteado en tubos falcon de polipropileno de
15mL, obteniendo un volumen final de 10 mL por concentracion, como blanco se utilizé
10 mL de etanol al 50% vy se realiz6 la dilucion del testigo (Kanemite) 0,5mL en un litro,

del cual se extrajo 10mL. Ver anexo 4C.

Procedimiento: método Modificado de (Cahill, 1996, pags. 343-349), en lugar de discos

foliares de fréjol, se utilizaran discos foliares de rosa:

- Se cortaron discos de 4cm de didmetro de la zona media de hoja de la rosa.

- Se sumergieron los discos por 5 segundos en las concentraciones de acaricida:
(2,5%; 1,25%; 0,63%; 0,32% y 0,16%) blanco, testigo y luego se expusieron por 15
min al aire para eliminar el exceso de humedad.

- En cada envase se puso un disco con la concentracion del aceite esencial a probar,
con el envés hacia arriba en los envases de polipropileno previamente desinfectados

con etanol al 96% cuyas caracteristicas eran las siguientes (60 mm diametro y 40
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mm altura, 100mL de capacidad), en cada disco foliar se colocaron 15 &caros
adultos.

- Con cada concentracion se realizo siete replicas incluyendo al testigo (Kanemite).

- Los individuos tratados se mantuvieron a 25 + 1 °C, 55-60 % de humedad relativa y
fotoperiodo de 16:8 h luz: oscuridad. Ver anexo 5A

- Se midio el porcentaje de mortalidad después de 24 y 48 horas de la exposicion a la
concentracion, se considerd6 muerto aquel acaro que no respondio al estimulo de la
luz o al ser tocado con un pincel (Food and Agriculture Organization, 1984), ya que
los &caros vivos al ser iluminados o tocados con la punta del pincel se mueven de

su sitio habitual por su seguridad

Disefio experimental: Se utilizd6 un disefio completamente al azar (DCA) de los
tratamientos en la evaluacion del porcentaje de mortalidad del &caro Tetranychus
urticae frente a 5 concentraciones diferentes del aceite esencial de Congona, incluido el

blanco y el tratamiento de control.

Tabla 19. Tratamientos

Factor acaricida Etanol 509 + Aceite esencial Ne de envases

Cl=2,5% 7
C2=1,25%
Congona C3=0,63%
C4=0,32%
C5= 0.16%

Testigo (Kanemite) Acequinocilo 15,6%

EN]EN]EN] EN]ENT RN

Blanco Etanol 50%

ENVASES TOTALES 49

Nota: Disefio experimental evaluacion in vitro, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).

2.2.1 Variables y Métodos de Evaluacion

Variable Independiente: Aceite esencial de Congona Peperomia inaequalifolia.

Variable Dependiente: Mortalidad del acaro Tetranychus urticae.
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Tabla 20. Indicadores

Conceptualizacion Caracteristica Indicadores Tiempo

Variable independiente: Concentracion (%): 2,5: Microlitros de

Aceite esencial de 1.25: 0.63; 0,31y 0,16. Aceltg N/A
Congona esencial
. . Escala:
Variable dependiente: . . 24, 48, horas de
cep . Numero de acaros Alta: >10 A
Porcentaje de mortalidad g iniciar los
. muertos Media: 5-10 )
en acaros - tratamientos
Baja: <5.

Nota: Indicadores evaluacién efecto acaricida, (Loveroses, 2004, pag. 8).

Caracteristicas del experimento:

- Numero de tratamientos: 7.

- NuUmero de repeticiones por tratamiento: 7.

- Unidad experimental: Envase autoclavable de pléastico de polipropileno de 100 mL.
- Unidades experimentales: 49.

2.2.2 Resultados de la metodologia para la determinacion de la DLso

del aceite esencial de Congona

Al realizar el ensayo in vitro de la evaluacion de la DL so utilizando como vehiculo al

etanol 50%, se obtuvo los siguientes resultados:

Tabla 21. Resultados del efecto acaricida de la Congona a las 24 horas

Concentracion (%) | C1=2,5|C2=1,25|C3=0,63 | C4= 0,32 | C5= 0.16 | Testigo | Blanco
15 15 10 11 8 15 2
15 15 12 11 6 14 1
15 15 12 10 7 13 0
Acaros muertos 15 14 11 9 6 14 1
15 15 13 11 8 15 2
15 14 13 12 9 12 0
15 13 12 9 7 13 0
Promedio 15 14,43 11,86 10,43 7,29 13,71 0,86
% 100 96,2 79,06 69,53 48,6 91,4 4,93

Nota: Resultado andlisis acaricida in vitro a las 24 horas, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).
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Para la cuantificacion de la DLso aplicamos el método matematico de Reed Muench,
(Navarro, Avila, Mollinedo, Vila, & Ruiz, 2010, pags. 89-93) se determiné en base a la

siguiente relacion:

Log DLso = Log dosis inferior + B x Log A

Donde:

A = Dosis superior / Dosis inferior B =50-%inferior / %superior-% inferior
A=25/0,16 B = 50-48,6 / 100-48,6

A=15,62 B =0,02

Remplazando:

Log DLsp = Log 0,16 + 0,02 x Log 15,62
Log DLso =-0, 76
DLso=0, 17 mg/kg

Este analisis fue de gran importancia ya que se pudo determinar que a las 24 horas de
accion del acaricida organico la DL50 fue la concentracion 0,16%, también se demostro
que el blanco acto de manera 6ptima ya que el indice de mortalidad en este ensayo fue
muy baja del 4,93%.

Debido a que las necesidades de la accién acaricida son a largo plazo se realiz6 un
analisis a las 48 horas de las concentraciones evaluadas obteniendo los siguientes

resultados:
El andlisis de la DLso a las 48 horas de exposicion con el acaricida demostré que el

indice de mortalidad aumenta a medida que transcurre el tiempo, el blanco demostrd ser

igualmente eficiente ya que a las 48 horas presento una mortalidad del 11,40%.
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Tabla 22. Resultados del efecto acaricida de la Congona a las 48 horas

Concentracion (%) | C1=2,5|C2=1,25|C3=0,63|C4=0,32 | C5=0.16 | Testigo | Blanco
15 15 13 15 14 15 2
15 15 14 14 12 15 2
15 15 13 13 13 14 0
Acaros muertos 15 15 14 13 12 14 3
15 15 14 15 14 15 2
15 15 15 14 14 13 2
15 15 14 13 12 14 1
Promedio 15 15 14 13,86 13,00 14,29 1,71
% 100 100 93,33 92,40 86,66 | 95,26 | 11,40

Nota: Resultado analisis acaricida in vitro a las 48 horas, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).

Con el objetivo de localizar el punto de ocurrencia de la DLso (dosis que produce una

mortalidad del 50% en una poblacién animal) (Meyer, 1999).

Se graficaron los valores obtenidos en cada unidad experimental en un plano X, Y en el

que:

X= Dosis utilizada de acaricida

Y= Porcentaje de efecto

Efecto acaricida del aceite esencial de Congona a las 24 y 48 horas

120

horas

Efecto acaricida a las 24

100 -

80 -
60 -
40 -~
20 -

% Mortalidad de Acaros

Concentracion de aceite esencial de

Congona

% Mortalidad de Acaros

Efecto acaricida a las 48
horas

120

100
80
60
40

Concentracion de aceite esencial de
Congona

Figura 15. Porcentaje del efecto acaricida del aceite esencial de Congona a las 24 y 48 Horas

Elaborado por: Paola Grijalva y Andrés Tapia, 2014
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2.3 Formulacion de un acaricida con la DLso del aceite esencial.

Para la evaluacion de la formulacion optima, que presente en su estructura la DLso del
aceite esencial de Congona se evaluaron cuatro tensoactivos comerciales: tween 20,
tween 80, etanol 50%, lauril sulfato de sodio, utilizando como conservante al metil
parabeno realizando el siguiente proceso:

Formulacién con Tween 20
Materiales: Agitador magnético, matraz Erlenmeyer de 1L, pipeta, tween 20, aceite
esencial de Congona, metil parabeno y agua destilada.

Procedimiento: Se utilizd la metodologia de (Malagon, A., & Cervera, E., 2010), se
elaboré el acaricida con el aceite esencial de Congona que mostraron mayor eficacia
0,16% y 0,32% para el analisis de la DLso. Ver anexo 5B y 5C.

Para la formulacion con la concentracion 0,16%, en 800 mL de agua destilada caliente
(materia inerte) se agregd 13mL de tween 20 (coadyuvante) al lograr una solucion
homogénea se adiciond un gramo de metil parabeno (materia inerte) y 1,6mL de aceite
esencial de Congona (concentracion minima efectiva), se sigui6 agitando la solucién y
se afor6 la misma hasta obtener un litro de solucion con agua destilada.

Para la formulacion con la concentracion 0,32%, se realiz6 la misma metodologia
anteriormente detallada, con la diferencia que se utilizd6 18mL de tween 20

(coadyuvante) y 3,2mL de aceite esencial de Congona (concentracién minima efectiva).

Tabla 23. Formulacién con Tween 20

Componentes % Formulacion (0,16%) %Formulacion (0,32%o)
Tween 20 13 18
Aceite esencial (p.a.) 1,6 3,2
Metil parabeno 1 1
Agua destilada C.S.P 1Litro C.S.P 1Litro

Nota: Formulacion Tween 20, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).
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Formulacion con Tween 80
Materiales: Agitador magnetico, matraz Erlenmeyer de 1L, pipeta, tween 80, aceite

esencial de Congona, metil parabeno y agua destilada.

Procedimiento: Se utilizd la misma metodologia de (Malagon, A., & Cervera, E., 2010).
Para la formulacion con la concentracion 0,16%, se realizdé la misma metodologia
anteriormente detallada, con la diferencia que se utilizd6 19mL de tween 80
(coadyuvante) y 1,6mL de aceite esencial de Congona (concentracién minima efectiva).
Para la formulacion con la concentracion 0,32%, se utilizo 24mL de tween 80

(coadyuvante) y 3,2mL de aceite esencial de Congona (concentracion minima efectiva).

Tabla 24. Formulacion con Tween 80

Componentes % Formulacién (0,16%0) %Formulacién (0,32%0)
Tween 80 19 24
Aceite esencial (p.a.) 1 1
Metil parabeno 1,6 3,2
Agua destilada C.S.P 1Litro C.S.P 1Litro

Nota: Formulacion Tween 20, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).

Formulacion con Etanol 50%
Materiales: Agitador magnético, matraz Erlenmeyer de 1L, pipeta, etanol 50%, aceite

esencial de Congona, metil parabeno y agua destilada.

Procedimiento: Se utiliz6 la misma metodologia de (Malagon, A., & Cervera, E., 2010).
Para la formulacién con la concentracion 0,16%, en 800 mL de etanol 50%
(coadyuvante) se adicion6 un gramo de metil parabeno (materia inerte) y 1,6mL de
aceite esencial de Congona (concentracion minima efectiva), se agitd la solucion y se
aforo la misma hasta obtener un litro de solucion con etanol 50%.

Para la formulacion con la concentracion 0,32%, se realizd la misma metodologia
anteriormente detallada, con la diferencia que se utilizé6 3,2mL de aceite esencial de

Congona (concentracién minima efectiva).
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Tabla 25. Formulacién con Etanol 50%

Componentes % Formulacion (0,16%) %Formulacion (0,32%)
Metil parabeno 1 1

Aceite esencial (p.a.) 1,6 3,2
Etanol (50%) C.S.P 1Litro C.S.P 1Litro

Nota: Formulacion Tween 20, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).

Formulacion con Lauril Sulfato de Sodio
Materiales: Agitador magnético, matraz Erlenmeyer de 1L, pipeta, laurilsulfato de sodio,

aceite esencial de Congona, metil parabeno y agua destilada.

Procedimiento: Se utiliz6 la metodologia de (Malagon, A., & Cervera, E., 2010). Parala
formulacién con la concentracion 0,16%%, en 800 mL de agua destilada caliente
(materia inerte) se agregé 10mL de lauril sulfato de sodio (coadyuvante) al lograr una
solucion homogénea se adiciond un gramo de metil parabeno (materia inerte) y 1,6mL
de aceite esencial de Congona (concentracion minima efectiva), se sigui6 agitando la
solucion y se afor6 la misma hasta obtener un litro de solucién con agua destilada.

Para la formulacion con la concentracion 0,32%, se realizdé la misma metodologia
anteriormente detallada, con la diferencia que se utilizé 15mL de lauril sulfato de sodio

(coadyuvante) y 3,2mL de aceite esencial de Congona (concentracion minima efectiva).

Tabla 26. Formulacion con Lauril Sulfato de Sodio

Componentes % Formulacion (0,16%) | %Formulacion (0,32%o)
Lauril sulfato de sodio 10 15
Metil parabeno 1 1
Aceite esencial (p.a.) 1,6 3,2
Agua destilada C.S.P 1Litro C.S.P 1Litro

Nota: Formulacién Tween 20, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).

En las 48 horas posteriores se verificoO que las cuatro formulaciones mantuvieron su

homogeneidad.
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2.3.1 Estabilidad de las formulaciones

Lugar de investigacion: la estabilidad de las formulaciones se llevd a cabo en el
Laboratorio del Area de Ciencias de la Vida de la Universidad Politécnica Salesiana,

sede Quito, Campus Girdn.

Materiales: 4 formulas evaluadas (Tween 20, Tween 80, Etanol 50% y Lauril Sulfato de
Sodio), con las concentraciones 0,32% y 0,16% de aceite esencial de Congona, nevera,

incubadora, cAmara de aclimatacién, potenciometro, envase de polipropileno de 20 mL.

Metodologia: Se realiz6 la técnica modificada de (Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, 2004, pag. 55), en lugar de utilizar envase de polietileno de 50 mL, utilizamos
envases de polipropileno de 20mL, se valoro la estabilidad de las cuatro formulaciones
con concentracion 0,32% Yy las cuatro evaluaciones con la concentracion 0,16%, debido
a que fueron las que mejores resultados obtuvieron en el anélisis de la DLso, Se quiso
observar si sus caracteristicas cambiaban debido a la cantidad de principio activo o al
sufrir cambios en su estructura, por estrés térmico, se tomaron en cuenta los siguiente

parametros: organolépticos (color, olor, aspecto), fisico (pH).

Para someter a las formulaciones a condiciones extremas se necesitaron los siguientes

equipos y las siguientes condiciones de tiempo y temperatura:

Tabla 27. Caracteristicas de estabilidad

TEMPERATURA | °C | EQUIPO TIEMPO
Elevada 45 | Estufa 2 semanas
Ambiente 21 | Anaquel 2 semanas
Baja 5 Nevera 2 semanas
Combinada 5-45 | Estufa y Nevera | 2 semanas

Nota: Condiciones al medir la estabilidad (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).
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Caracteristicas del experimento:

- Numero de tratamientos: 4.

- NuUmero de ensayos: 8.

- Numero de repeticiones por tratamiento: 5.

- Unidad experimental: Envase de pléstico de 20 mL.

- Unidades experimentales: 160.

Evaluacién: Para los parametros organolépticos se tomd como referencia una muestra
patron de cada una de las cuatro formulaciones evaluadas, que fueron almacenadas en
condiciones térmicas favorables, a temperatura ambiente y sin la presencia de rayos del
sol, estas sirvieron para verificar si las caracteristicas del color, olor y aspecto habian

variado, este andlisis se realizo cada 72 horas. Ver anexo 14A.

Para la medicion del pH se utilizd el potenciometro Mettler Toledo (Seven compact
S220), se verifico que el equipo se encuentre calibrado y se realiz6é todas las medidas
durante las dos semanas de evaluacion en el mismo equipo, (ver anexos 15-18),

obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 28. Resultados estabilidad preliminar de formulaciones

Formula Aspecto | Color | Olor | pH Observaciones
Tween 80 + + + + Dafio en el envase de formula
Tween 20 + + + + Optimo

Alteracion en el pH con variacion de temperatura,
Etanol 50% - + + - evaporacion del contenido a altas temperaturas, seca

el material vegetal.

Laurilsulfato de , .,
- + + - Formula grasosa, alteracion en el pH

sodio

Negativo (-): Sin Alteracion

Positivo (+): Con Alteracion

Nota: Resultados de estabilidad (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).
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El andlisis de estabilidad después de someter las formulaciones a condiciones extremas
arrojo como resultado que la formula méas estable en su estructura por no tener
alteraciones en las caracteristicas organolépticas y del pH, es la del tween 20, con la
concentracion tanto para 0,16% como para 0,32%, la Unica variacion presentada entre
estas formulaciones fue la del pH en <1, debido principalmente a la menor cantidad de
aceite esencial y tween 20. Ver anexos 15-18

2.3.2 Metodologia de la evaluacion del efecto acaricida (formulacion)

en Campo

Debido a que en la evaluacion in vitro, las concentraciones 0,16% Yy 0,32% actuaron de
manera similar al testigo a partir de las 48 horas de su uso, se realizd la evaluacion
directa en plantas de rosa para identificar cual concentracion presenta mejores resultados

y se mantiene por mas tiempo en el ambiente.

Localizacién: el ensayo se llevd a cabo en la Ciudad de Quito, parroquia de Cumbaya,

barrio la Primavera I, calle De Los Claveles E5-50 y Magnolias.

Mapa de Cumbaya

DGALLO 3

Figura 16. Sitio de evaluacion del efecto acaricida en campo.
Fuente: (Google Maps, 2014)
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Ubicacion geografica

Tabla 29. Ubicacién geografica de Cumbaya

Altitud 2348msnm

Latitud | 00°12°25""N00°06" 00" N

Longitud | 78°60° 00 " W 76° 16°00"" W

Nota: Ubicacion Cumbaya, (Valdez, 2012, pag. 47).

Caracteristicas climatoldgicas

Tabla 30. Caracteristicas climatoldgicas de Cumbayéa

Temperatura Maxima

22°C 22.55°C

Temperatura Minima

11°C 7.44°C

Temperatura promedio anual

16.5°C 14.34°C

Precipitacion promedia anual

816 mm 912 mm

Humedad relativa media anual

82 %

Nota: Climatologia de Cumbaya, (Valdez, 2012, pag. 47).

Materiales

Materiales de oficina: lupa de

campo, computadora, equipo fotografico, marcadores.

Instalacion de invernadero: Para fabricar el invernadero se utilizé estructura metalica,

plastico para invernadero, palas,

Instalacion de parcela: se construyd la parcela en un area de terreno de 4,40m de largo y
2,50m de ancho. La disposicién de las plantas fue en doble hilera, con una distancia

entre plantas de 0,50 cm, el nimero de plantas a evaluar por tratamiento fue de 6.ver

anexo 7C.

Reactivos: aceite esencial de Congona, Tween 20, Metil parabeno Agua destilada,

Kanemite (Acequinocilo 15,6%)

10 aumentos, rotulos, hoja de monitoreo, libreta de

aspersores (Pulverizadores), amarraderas, alicate.
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Inoculacion: se realizo la técnica utilizada en la evaluacién de la DLsg in vitro, pero sin

camaras de invernadero, sino un invernadero para todas las unidades experimentales.

Procedimiento: se utilizé la metodologia de (Gualotufia, 2007, pags. 31-34), en cada una
de las 24 plantas evaluadas se identific6 una hoja de la parte superior y otra de la parte
inferior que presente similares caracteristicas estructurales, se marcé mediante el uso de
hilo y papel adhesivo, colocando el nimero de &caros vivos y el tratamiento.

Riego: Se realizo el riego de las 24 plantas con 6 litros de agua reposada, cada siete dias.
Aplicaciones: antes de la primera aplicacion, se tomé en cuenta que el promedio de
acaros moviles dentro de cada planta haya superado los 20 individuos, se regul6 el pH
de las férmulas analizadas 0,32% y 0,16% a un pH de 7,6; utilizando NaOH 0,1N,
tomando como referencia el pH del testigo, se procedié a realizar la aspersion en los dias
2 y 10 del experimento, 15mL a 10 centimetros de distancia de la planta con un

pulverizador manual de 1 litro. Ver anexo 7A.

Conteo: Se realizd el conteo de los &caros vivos tanto en la hoja superior como inferior

de cada una de las 24 rosas evaluadas, en los dias 0, 8, 16 y 24 del experimento.

Indicadores: Se tomd en cuenta los mismos que la evaluacion de la DLs (tabla 20).

Caracteristicas del experimento:

- Numero de tratamientos: 4

- Numero de repeticiones por tratamiento: 6

- Unidad experimental: parcela con 6 rosas de 30cm de altura

- Unidades experimentales: 24

La Siguiente tabla indica los tratamientos utilizados para la evaluacion en campo del
efecto acaricida de las concentraciones 0,63% y 0.32% del aceite esencial de Congona
con la formula recomendada de tween 20, frente a la accion de un blanco sin aceite

esencial de Congona y el testigo (Kanemite) utilizado en el Rancho San Jorge.
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Tabla 31. Tratamientos

FACTOR ACARICIDA Formulaciéon Tween 20 Ne plantas
Formulacion (Congona) €=0,16 % 6
C=0,32 % 6
Testigo (Kanemite) Acequinocilo 15,6% 6
Blanco Tween 20 (3,2%), Agua y Metil parabeno (1%) 6
Total de Plantas 24

Nota: Disefio experimental estabilidad (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).

Los resultados fueron que los 3 grupos analizados a excepcién del blanco, actian

estadisticamente similar, aunque en promedio de acaros vivos en la Gltima semana de

evaluacion con la formulaciéon de aceite esencial de Congona 0,32% se obtuvieron

mejores resultados de mortalidad de acaros, razon por la cual se recomendd utilizar la

formula de tween 20 con aceite esencial de Congona 0,32% detallada en la Tabla 23.

La siguiente tabla indica los resultados al dia 28 de evaluacion de los acaricidas.

Mediante este andlisis se pudo comprobar que la Dlso del aceite esencial de la planta de

Congona, para lograr el efecto acaricida en contra del acaro Tetranychus urticae es de

0,32 mg/Kg, el conteo de los &caros vivos en los dias 0,8,16 ver anexos 19-21.

Tabla 32. Resultados conteo de acaros dia 24

Parcela| Aspersion | Aspersion | Aspersion | Aspersion
Planta Con 0,16% |Con 0,32% | Blanco Testigo
Hoja. Superior 1 0 Hoja Caida 3
1| Hoja. Inferior 1 1 Hoja Caida 5
Hoja. Superior | Hoja Caida 1 14 1
2 | Hoja. Inferior 3 0 8 0
Hoja. Superior | Hoja Caida 5 10 1
3 | Hoja. Inferior | Hoja Caida 2 Hoja Caida 2
Hoja. Superior 5 2 Hoja Caida | Hoja Caida
4 | Hoja. Inferior 3 Hoja Caida 12 5
Hoja. Superior 2 0 14 14
5| Hoja. Inferior | Hoja Caida 1 5 6
Hoja. Superior 5 1 11 4
6 | Hoja. Inferior 4 0 10 1
Promedio 3,0 1,2 10,5 3,8

Nota: resultados conteo de &caros dia 24, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).
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2.4  Andlisis de costos de aplicacion por dosis de la formulacién acaricida

Metodologia: Para realizar este andlisis se tomd en cuenta la técnica de (Horngren & et-
all, 2013). Se realizé un analisis preliminar para obtener el costo de los acaricidas por
litro y luego el valor que tendria por cada bloque o invernadero del Rancho San Jorge,
para ello se obtuvieron los diferentes costos de elaboracion y comercializacion del
acaricida organico (formula recomendada) y del acaricida quimico sintético (Kanemite)

respectivamente.

2.4.1 Destilacion de aceite esencial

Para obtener el costo final del aceite esencial de Congona, se tomd en cuenta 2 opciones
la de realizar la extraccion en los laboratorios del Area de Ciencias de la Vida de la
Universidad Politécnica Salesiana, sede Quito, Campus Girén y la del envio del material
vegetal a la Fundacion Chankuap , localizada en Macas, las cuales se detallan a

continuacion:

Destilacion opcion 1: Laboratorio UPS — Quito

Para obtener el costo detallado de esta metodologia se tomé como referencia el valor de
la libra o0 atado de Congona (Peperomia inaequalifolia), que equivale a 0,33 centavos de
délar y que debido a las condiciones en las que se comercializa persa alrededor de una
libra. Para la obtencion del aceite esencial se tom6 como referencia el indicador del
rendimiento del aceite esencial, el cual muestra que se necesita un promedio de 2,2
libras de Congona para obtener 1mL de aceite esencial y para destilar las 14 libras
necesitariamos aproximadamente 18 horas de uso de laboratorio para su destilacion, los
valores de la sal, agua destilada y vial ambar son referenciales para cada uno de los
componentes, obtenidos de un promedio realizado de proformas de tres casas

comerciales distintas.
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Destilacion opcion 2: Fundacion Chankuap - Macas

Para esta metodologia se tomé en cuenta el mismo valor del atado de Congona, el
servicio de extraccion en la Fundacion Chankuap — Macas para el afio 2014 tuvo un
valor de 20 ddlares los 50kg, se realizaron reglas de 3 para obtener el proporcional ya
que solo se quiere tener como referencia la obtencion de 3,2mL de aceite esencial
necesarios para la formulacion recomendada, este analisis presenta un costo adicional y
es el transporte hacia la fundacion que en el caso de las 7 libras tuvo un costo de 5

dolares, los otros valores son referenciales para cada uno de los componentes.

2.4.2 Descripcion de los componentes de las formulaciones

Para este analisis se tom6 como referencia para disminuir los costos a la segunda opcion,

la destilacion en la Fundacion Chankuap — Macas.

Posterior al costo del aceite esencial se realizé el analisis de los excipientes de la
férmula recomendada, para obtener los precios de los principales componentes de la
formulacion, se solicité una proforma a tres casas comerciales (Produtecnica, Aprodin y
Disproquim) por cada producto, se obtuvo un promedio de las tres ofertas, logrando

obtener un precio referencial equilibrado para el 2014.

2.4.3 Costo de la formula recomendada
Para obtener el costo de cada uno de los componentes de la férmula recomendada se
realizd regla de 3 de acuerdo a las cantidades requeridas para realizar la formulacién
recomendada.

2.4.4 Costo del Kanemite

Se tomo como referencia el precio de un litro de Kanemite en el mercado local, segln

los datos obtenidos del Rancho San Jorge, la presentacion del acaricida es de 500 cm?®
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pero al realizar las diluciones rinde para 100 litros ya que se lo dosifica 0,5 mL en un
litro de agua, asi se obtuvo el costo por litro de acaricida quimico sintético.

2.4.5 Uso del producto en campo

Para realizar el analisis de costo por hectarea de Rancho San Jorge, se tomd en cuenta

los siguientes parametros:

Para el afio 2014 se usé 280 litros del fungicida preparado (Kanemite); es decir,
mezclado con agua en la concentracién 0,5mL X litro de agua X hectéarea.

Se realizaron 3 aplicaciones del fungicida por afio.

En un bloque hay 45000 plantas.

Un bloque mide 6000 metros y hay 8 bloques en el invernadero.

Se compar6 y se analiz6 el costo que tendrian los dos acaricidas analizados, por

hectarea.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Caracteristicas del aceite esencial de Congona Peperomia inaequalifolia

Rendimiento
La siguiente tabla indica por separado el rendimiento de las hojas y tallos del aceite

esencial de Congona (Peperomia inaequalifolia):

Tabla 33. Rendimiento en hojas de Congona (Peperomia inequalifolia)

Dia 1 2 3 6 7 8 10 11 12 Total
Hojas (g) 435,1 | 465,9 | 736,5 | 300 | 902,4 | 1074,3 | 716,9 | 856,7 | 926,5 | 6414,3
A. Esencial

Obtenido (mL) 0,70 | 0,80 | 1,00 0,50 | 1,20 | 1,50 | 1,00 | 1,10 | 1,30 | 9,10

%Rendimiento | 0,16 | 0,18 | 0,24 | 0,17 | 0,24 | 0,24 | 0,24 | 0,23 | 0,14 | 0,14

Nota: rendimiento hojas de Congona, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).

Con una total de 6414,3 g de hojas de Congona se obtuvo un rendimiento de 0,14% y

9,10 mL de aceite esencial.

Rendimiento de Aceite esencial en hojas de Congona

2,00
1,50
1,00 —— ———
0,50 = == —= == == == == =
0,00

W AT o R A @ g

Aceite Esencial (ml)

Hojas (g)

Figura 17. Evaluacion del aceite esencial de Congona en hojas
Elaborado por: Paola Grijalva y Andrés Tapia, 2014

La tabla 34 indica el porcentaje de rendimiento de los tallos de la Congona (Peperomia
inequalifolia)
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Tabla 34. Rendimiento en tallos de Congona (Peperomia inequalifolia)

Dia 2 4 5 | 6 9 | 10 11 12 | Total
Tallos (g) 7745 | 574 | 1393,6 | 600 | 853,6 | 9231 | 197,7 | 826 | 6142,5
A. Esencial
Obtenido (ML) 0,70 | 050 | 1,40 |060| 080 | 090 | 0,20 | 0,80 | 5,90
%Rendimiento | 0,09 | 0,09 | 0,10 [0410] 0,20 | 010 | 0,20 | 0,20 | 0,10

Nota: rendimiento en tallos de Congona, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).

Con una total de 6142,5 g de tallos de Congona se obtuvo un rendimiento de 0,10% y

5,90 mL de aceite esencial.

Rendimiento de Aceite esencial en tallos de Congona
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Figura 18. Evaluacion del aceite esencial de Congona en tallos

Elaborado por: Paola Grijalva y Andrés Tapia, 2014

El andlisis por separado de las diferentes estructuras de la planta Congona, (Peperomia

inequalifolia) comprobd que el rendimiento de aceite esencial en las hojas fue mayor:

Rendimiento de Aceite esencial de Congona (hojas vs tallos)
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mL de aceite
esencial
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Figura 19. Evaluacion del rendimiento del aceite esencial de Congona

Elaborado por: Paola Grijalva y Andrés Tapia, 2014
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3.2 Determinacién de la dosis letal (DLso) del aceite esencial de Congona

Debido a que no existio un amplio margen de diferencia entre la concentracion 0,32% y
0,16% en los resultados a las 24 y 48 horas de evaluacion con el aceite esencial de
Congona se realizd un andlisis estadistico, en el cual se evaluaron los resultados
utilizando el programa Statistix 9.0, se analizd la mortalidad promedio de las cajas
experimentales y a posteriori un analisis no paramétrico de Kruskal Wallis, comparando

la actividad acaricida de las cajas que no presenten un 100% de mortalidad de acaros.
3.2.1 Andlisis de resultados a las 24 Horas.

Para comprobar si la distribucion de los datos (tabla. 21-22) presentaba una distribucion

normal o no normal, se efectud la prueba de Shapiro-wilks para cada uno de los grupos

de interés, utilizando el programa Statistix 8.0, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 35. Prueba de Shapiro-Wilk Normality Test a las 24 horas

Variable N W P Distribucion
BLANCO 7 0,82 0,062 Normal
C0,16 % 7 0,92 0,482 Normal
C0,32% 7 0,89 0,262 Normal
C0,63% 7 0,89 0,294 Normal

KANEMITE 7 0,92 0,482 Normal
C125% 7 0,77 0,020 No Normal
C250% 7 Indeterminado Indeterminado | No Normal

N: Tamafio de la poblacién.

W: Amplitud

P: valor del estadistico calculado

Nota: Prueba de Shapiro-Wilk a las 24 horas, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).

Se pudo comprobar que los datos no presentan una normalidad adecuada y esto se ve
reflejado en el valor de P, ya que ninguno cumple con la condicion del valor de alfa
>0,5; por esta razon para analizar si existié diferencias entre grupos, se realizd un
analisis a posteriori de Kruskal-Wallis (efectuado en el programa Statistix 8.0) para

detectar los grupos que causaron la diferencia, los resultados fueron los siguientes:
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Tabla 36. Prueba de Kruskal-Wallis a las 24 Horas

Concentracion (%) H P Decision Anadlisis a posteriori

. ) ) ) Grupo Blanco (poca mortalidad) y
290125063, 0,323 1 44 4 | 09 la concentracién 2,50%; 1,25%
0,16, testigo y Blanco Por lo menos un grupo

(alta mortalidad).

tiene un comportamiento C tracién 0.16% t
29,2 | 0,00 | estadistico diferente al de oncentracion ' |-do gresen ]
los demas (una mediana poca morlaadd

0,63;0,32y 0,16y
Testigo

0,00 diferente de manera Concentracion 0,32% presenta

0,63; 0,32 y Testigo 20,15 .
’ ’ significativa). poca mortalidad

Concentracion 0,63% presenta

1,25;0,63; y Testigo 11,64 | 0,00 poca mortalidad

Se comporta Concentracion 1,25% vy testigo

1,25y Testigo 1,65 | 0,19 estadisticamente similar. son similares

H: Hipdtesis
P: valor del estadistico calculado

Nota: Analisis de Kruskal-Wallis a las 24 Horas, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).

Esta prueba indicé que en las 24 primeras horas de analisis la DLso fue de 0,17% vy la
concentracion de 1,25% fue la que tuvo una accion similar a la del Kanemite. Debido a
que las necesidades del efecto acaricida son a largo plazo se tom6 como referencia los
resultados a las 48 horas de analisis, razon por la cual se realizé la prueba de Shapiro-

wilks a la (Tabla. 21), obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 37. Prueba de Shapiro-Wilk Normality Test a las 48 Horas

Variable N W P Distribucion
BLANCO 7 0,87 0,183 Normal
C0,16 % 7 0,76 0,015 Anormal
C0,32% 7 0,82 0,061 Normal
C 0,63 % 7 0,86 0,144 Normal
KANEMITE 7 0,83 0,086 Normal
C125% 7 Indeterminado Indeterminado Anormal
C250% 7 Indeterminado Indeterminado Anormal
N: Tamafio de la poblacién.

W: Amplitud

P: valor del estadistico calculado

Nota: Prueba de Shapiro-Wilk a las 48 horas, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).

La tabla 37 indic6 que todas las concentraciones a las 48 horas de evaluacién no

presentan grupos estadisticamente similares, debido a que el valor de P es <0,5; razén
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por la cual se pasé a comparar las medianas entre grupos con un analisis de varianza no

paramétrico o prueba de Kruskal-Wallis.

Tabla 38. Prueba de Kruskal-Wallis a las 48 Horas

Concentracion (% ) H P Decisién Anélisis a posteriori

Por lo menos un grupo

. . Los grupos que causaron la
tiene un comportamiento

2,50; 1,25; 0,63; estadistico diferente al de diferencia fueron el Grupo Blanco
0,32; 0,16, testigoy | 35,30 | 0,00 g ; (poca mortalidad) y el Grupo
los demas (una mediana
Blanco 2,50%; 1,25 (absoluta

diferente de manera

significativa). mortalidad).

0,63%:; 0,32%); Concentracién 0,63%; 0,32%;

0,16% y Testigo 5,96 0,10 Tienen un 0,16% Yy Testigo son similares
comportamiento
0,63%; 0,32% y estadisticamente similar. Concentracion 0,63%; 0,32% y
. 1,00 0,60 . .
Testigo Testigo son similares
H: Hipbtesis

P: valor del estadistico calculado

Nota: Analisis de Kruskal-Wallis a las 48 Horas, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).

Al concluir el andlisis del efecto acaricida in vitro del aceite esencial de la planta
Congona (Peperomia inaequalifolia) a las 48 horas se determind que la concentracién
0,63%; 0,32% y Testigo actlan de manera similar, la concentraciéon 0,16% aunque

alcanzo la Dlsg, no presenta un efecto similar al del testigo Kanemite.

Segln lo planteado por Zegarra (2011), se ratificé que el conteo de individuos se
restringe a poblaciéon de adultos dado que, “si se ataca a la plaga en su etapa

reproductiva, se volverd mas eficaz su control y exterminio”.

3.3 Elaboracién de un acaricida con aceite esencial de Peperomia inaequalifolia.

3.3.1 Estabilidad preliminar

Al finalizar el andlisis de estabilidad de las cuatro formulaciones evaluadas con: Tween

80, Tween 20, Etanol 50% y Laurilsulfato de sodio, utilizando como principio activo las
concentraciones 0,16% y 0,32% de aceite esencial de Congona se pudo determinar que:
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La formulacion optima para realizar el acaricida organico fue utilizando tween 20 como
vehiculo para la dilucion agua-aceite esencial, debido principalmente a que mantuvo sus
caracteristicas fisicas y organolépticas durante el analisis, a diferencia de los otros

vehiculos analizados.

El tween 80 produjo alteraciones en el material que lo contenia, al momento de elaborar
la formulacién tardé mas tiempo en disolver el aceite esencial y formar una solucion

homogénea.

El etanol 50%, presento alteracion en el pH con variacion de temperatura, evaporacion
del contenido a altas temperaturas, en la evaluacion acaricida in vitro a elevadas

concentraciones sec6 el material vegetal.

Tal como indica Zapata (2005) “preferentemente no trabajar con Etanol al 96% en
formulaciones a aplicar sobre material vegetal ya que esto lo deshidrata de manera

exponencial”. Se trabajo con Etanol al 50% para evitar dicho efecto indeseable.

Se evaluo también al Lauril sulfato de sodio con las desventaja que al realizar la
formulacién esta se present6 grasosa, existio alteracion en el pH al someterla a estrés

térmico razén por la cual fue descartada.

Al concluir el analisis de estabilidad se pudo comprobar que la formulacion 6ptima

presenta como componentes a:

Tabla 39. Formulacion con tween 20

Componentes %Formulacion (0,32%)
Tween 20 18
Aceite esencial (p.a.) 3,2
Metil parabeno 1
Agua destilada C.S.P 1Litro

Nota: Formulacion Tween 20, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).
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Esta formulacion presentd caracteristicas importantes como su rapida dilucién al
momento de homogenizar el agua con el aceite esencial de Congona, presento
estabilidad en el pH, no existio alteraciones en las caracteristicas organolépticas, el

envase que la contenia permanecio en perfectas condiciones.

3.4 Evaluacién del efecto acaricida (formulacion) en campo.

3.4.1 Resultados de conteo inicial (dia 0)

Al culminar este analisis se obtuvo como resultados, que en el conteo inicial (dia 0) de la
evaluacion acaricida en campo del aceite esencial de Congona (Peperomia
inaequalifolia), antes de realizar las aspersiones de los acaricidas evaluados; todas las 24
rosas presentaban un promedio de &caros vivos en su estructura casi homogéneo de lo
cual se concluye que existi6 uniformidad en el grupo a analizar. (anexo 19) La
inoculacion presentd excelentes resultados, pues no hubo ninguna planta con ausencia de

acaros en su estructura.

3.4.2 Resultados de conteo (dia 8)

En el dia (8) se realiz6 el segundo conteo de los acaros vivos, tanto en hojas superiores
como inferiores de cada una de las 24 rosas, se realiz6 un analisis de varianza de una via
para los datos de los cuatro ensayos realizados, para identificar si los datos son
estadisticamente similares.

Conclusion estadistica del ANOVA: debido a que el valor de P es menor al alfa 0.05,

existe por lo menos un grupo con un nimero de acaros diferente a los demas grupos.
Razén por la cual se realizd un andlisis posterior de comparacion Tukey 0,5. Para

identificar cual de los tratamientos era estadisticamente diferente, obteniendo los

siguientes resultados:
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Tabla 40. Prueba de Tukey 0,5 dia 8

Variable Media | Grupos Homogéneos

BLANCO | 10.917
CON16 5.4167
TESTIGO | 2.2500
CON32 2.1667

O0OwW>

Nota: Prueba de Tukey dia 8, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014)

Conclusion estadistica de TUKEY 0,5: el desempefio de la Congona 0,32% y del
Kanemite es significativamente méas efectivo que el blanco y la concentracién 0,16%. El

desempefio de la Congona 0,16% es superior que el del blanco.

3.4.3 Resultados de conteo (dia 16)

Se realizo el conteo de acaros vivos al dia 16, (Ver anexo 21), tanto en hojas superiores
como inferiores de la evaluacién del acaricida organico en campo en las 24 rosas
analizadas.

Se realiz6 un analisis de varianza de una via para los cuatro ensayos obtenidos, para

identificar si los datos son estadisticamente similares.

Conclusién estadistica del ANOVA: existe por lo menos un grupo con un namero de
acaros diferente a los demas grupos, debido a que el valor de P no supera el del alfa 0,5.

Analisis no paramétrico a posteriori: debido a que los resultados del anexo 21
presentaron datos de hojas caidas por la accion del &caro Tetranychus urticae sobre las
rosas, se realiz6 un andlisis no paramétrico a posteriori de Kruskal-Wallis, que toma

como referencia datos sin la necesidad que sean de tipo numérico, con estos resultados:

Estadistico Kruskal-Wallis 22.2070
P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.0001
Debido a que el valor de P no es mayor a 0,5 se concluye que al menos uno de los

tratamientos es estadisticamente diferente a los demas.
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Se realizé un analisis de comparacion o Tukey 0,5 obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 41. Prueba de Tukey dia 16

Variable | Media | Grupos Homogéneos
BLANCO | 30.100 A
CON16 |21.458 B
TESTIGO | 19.550 C
CON32 |13.000 C

Nota: Prueba de Tukey dia 16, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014)

Conclusion estadistica de TUKEY 0,5: el desempefio de la Congona 0,32% y del
Kanemite es significativamente méas efectivo que el blanco y la concentracién 0,16%. El

desempefio de la Congona 0,16% es superior que el del blanco.
3.4.4 Resultados de conteo (dia 24)
La siguiente tabla indica el conteo final del dia 24, muestra los resultados de acaros

vivos presentes en el dia 24, tanto en hojas superiores como inferiores de la evaluacién

del acaricida organico en campo.

Tabla 42. Resultados conteo de acaros dia 24

Parcela| Aspersion | Aspersion | Aspersion | Aspersion
Planta Con 0,32% |Con 0,63% | Blanco Testigo
Hoja. Superior 1 0 Hoja Caida 3
1| Hoja. Inferior 1 1 Hoja Caida 5
Hoja. Superior | Hoja Caida 1 14 1
2 | Hoja. Inferior 3 0 8 0
Hoja. Superior | Hoja Caida 5 10 1
3 | Hoja. Inferior | Hoja Caida 2 Hoja Caida 2
Hoja. Superior 5 2 Hoja Caida | Hoja Caida
4| Hoja. Inferior 3 Hoja Caida 12 5
Hoja. Superior 2 0 14 14
5| Hoja. Inferior | Hoja Caida 1 5 6
Hoja. Superior 5 1 11 4
6 | Hoja. Inferior 4 0 10 1
Promedio 3,0 1,2 10,5 3,8

Nota: resultados conteo de 4caros dia 24, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014)
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Se realiz6 un analisis de varianza de una via para los cuatro ensayos obtenidos de la

tabla 42, para identificar si los datos son estadisticamente similares.

Tabla 43. Analisis de varianza dia 24

Source |DF SS MS F P

Entre 3 430.543 |143.514 |19.0 |0.0000
Dentro |34 257.273 |7.567
Total 37 687.816

Nota: Analisis de varianza dia 24, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).
Conclusién estadistica del ANOVA: existe por lo menos un grupo con un namero de

acaros diferente a los demas grupos.

Anaélisis no paramétrico a posteriori: debido a que los resultados de la tabla 55 presenta
datos de hojas caidas por la accion del acaro Tetranychus urticae sobre las rosas, se
realizd un analisis no paramétrico a posteriori de Kruskal-Wallis, obteniendo los

siguientes resultados:

Kruskal-Wallis Statistic: 6.8336
P-Value, Using Chi-Squared Approximation: 0.0328

Debido a que el valor de P no es mayor a 0,5 se concluye que al menos uno de los
tratamientos es estadisticamente diferente a los demas.

Se realizé una prueba posterior de comparacion o Tukey 0,5 obteniendo los siguientes

resultados:

Tabla 44. Prueba de Tukey dia 24

Variable Media Grupos Homogéneos.
D1BLANCO 10.500 A
D1TEST 3.8182 B
D1CON16 3.0000 B
D1CON32 1.1818 B

Nota: Prueba de Tukey dia 24, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).
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Conclusién: los 3 grupos analizados a excepcién del blanco, actdan estadisticamente
similar, aunque la media de &caros vivos al dia 24 con la formulacién de aceite esencial

de Congona 0,32% es menor.
3.5 Resultado del anélisis de costos.
3.5.1 Costo de destilacion en laboratorio de UPS
Tabla que detalla los costos para obtener 3,2mL de aceite esencial de Congona en los
laboratorios del Area de Ciencias de la Vida de la Universidad Politécnica Salesiana,

sede Quito, Campus Girdn.

Tabla 45. Costos de destilacion en laboratorio de la UPS

item Cantidad Unidad V. Unitario $ V. Total $

Libras de Congona requeridas 7 libras 0,33 2,31
Uso equipo destilacion UPS 18 hora 0,80 14,40
Para destilar 14 libras de Congona: 2 dias

de 08:00 a 17:00 = 18 horas

Agua destilada 5 litros 0,60 3,00
Sal 250 gramos 0,0004 0,10
Vial &mbar 10mL 1 unidad 0,50 0,50
Resultado 3,2 mililitros 6,35 % 20,31$

Nota: Costo de aceite esencial en Universidad Politécnica Salesiana, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).

Resultado: se necesitaron 2 dias de uso de laboratorio para obtener aproximadamente 3,2

mililitros de aceite esencial de Congona.

3.5.2 Costo de destilacion en Fundacion Chankuap-Macas

Tabla 46. Costo de destilacion Fundacion Chankuap

item Cantidad | Unidad | V. Unitario | V. Total
Libras de Congona requeridas 7 libras 0,33 2,31
Viales &mbar 10mL 1 unidad 0,50 0,50
Servicio de destilacion de Congona 6,3 kilos 0,40 1,27
Transporte de Congona hasta Fundacion Chankuap 1 flete 5,00 5,00
Resultado 3,2 mililitros 2,68 8,57

Nota: Costo de aceite esencial en fundacion Chankuap — Macas, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).

70




La tabla 46 detalla el costo para la obtencion de 3,2 mL de aceite esencial de Congona
en la Fundacion Chankuap-Macas.

Resultado: se necesitaron 7 dias para obtener 3,2 mililitros de aceite esencial.
3.5.3 Costo de los componentes de la férmula recomendada
La siguiente tabla indica cada uno de los componentes y servicios para la obtencion de

la formula recomendada, se realiz6 un promedio de tres cotizaciones para obtener un

precio referencial para el 2015, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 47. Costos de componentes de la formula recomendada

ftem Cantidad Unidad V. Unitario V. Total
Tween 20 1.000 gramos 0,00033 0,32
Metil parabeno 20 gramos 0,04 0,80
Aceite esencial 1 mililitros 2,68 2,68
Agua destilada 1000 mililitros 0,0006 0,60
Uso de Laboratorio 1 Hora 0,80 0,80

Nota: Costo de componentes formulacion recomendada, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).

3.5.4 Costo de Formula recomendada

Tomando como referencia los precios de la tabla anterior y de acuerdo a las

proporciones requeridas mediante regla de tres se obtuvieron los siguientes precios

referenciales para la elaboracion de la formula recomendada:

Tabla 48. Costos de componentes de la formula recomendada

item Cantidad | Unidad | V. Unitario$ | V. Total$
Aceite esencial 3,2 | mililitros 2,68 8,57
Metil parabeno 1 |gramo 0,04 0,04
Tween 20 18 | gramos 0,0003 0,01
Agua destilada 9577,8 | mililitros 0,0006 0,59
Uso de laboratorio 3 Horas 0,8 2,4
Total por cada Dilucién 0.63 11,60$

Nota: Costo de formula recomendada, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).
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3.5.5 Costo de competencia comercial

Se realizé un levantamiento de informacion en el Rancho San Jorge para obtener el
precio al cual se compraba el acaricida testigo (Kanemite), obteniendo el resultado que
adquieren los 500mL de producto para reconstituir en proporcion 0,5mL en un litro de
agua en un valor de 109 ddlares.

Tabla 49. Costo de competencia comercial (Testigo)

item Cantidad Unidad V. Unitario | V. Total

Kanemite 1 litro 1,09 1,09

Nota: Costo de testigo, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014.

3.5.6 Costo de Formula recomendada
Con el fin de analizar cuanto le costaria al Rancho san Jorge el uso del acaricida
organico en sus 8 bloques se realiz6 un analisis por hectarea y por afio de aplicacién de

acaricida, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 50. Uso de acaricidas en campo

Caracteristicas Kanemite Aceite Congona
Litros de fungicida por hectarea 280 280
Uso del fungicida en el afio 3 3
Plantas cubiertas 360000 360000
Plantas por hectarea 75000 75000
Total hectareas cubiertas 4.8 4.8
Total litros de fungicida requerido 1344 1344
Costo por litro 1,09% 11,60%
Costo total en el afio 4.394,88% 46.771,20%

Elaborado por: Paola Grijalva y Andrés Tapia, 2014.

De acuerdo con Ramirez (2006) el uso de Kanemite “para cultivos extensivos, resulta la
alternativa mas rentable y eficaz para el combate de la arafiita roja (Tetranychus

urticae)“. Motivo por el cual al comparar los acaricida quimico con el orgéanico
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obtuvimos que el orgéanico de aceite esencial de Congona (Peperomia inaequalifolia)
presentd un elevado costo comercial de 11,60 ddlares por litro, sin incluir valores
adicionales como mano de obra y rentabilidad, con lo cual el Rancho San Jorge
necesitaria por afio 46.771,20 dodlares para poder controlar el ataque del acaro
Tetranychus urticae, mientras que el litro del testigo utilizado en esta investigacion
Kanemite presenta un valor comercial de 1,09 y al afio se necesitaria un presupuesto de

4.394,88 ddlares para poder realizar el efecto acaricida.
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CONCLUSIONES

Al evaluar la actividad acaricida in vitro, se determind que la (DLso) del aceite
esencial de Congona es de 0,17 mg/Kg, al realizar el andlisis en el campo se
demostré que la concentracion 0,32% presenta una media de supervivencia de
acaros menor a la concentracion 0,16%, razon por la cual se acepta la hipotesis
alternativa la cual indica que el menos una concentracion de aceite esencial de

Peperomia inaequalifolia, posee actividad acaricida sobre Tetranychus urticae.

De las formulaciones analizadas la que demostrd6 una Optima estabilidad al
someterla a condiciones extremas durante dos semanas, fue la formula con Tween 20
en las dos concentraciones analizadas tanto 0,16% como 0,32%, con la Unica

diferencia de un <1 en el pH.

El analisis de costos indico que la formulacion del acaricida organico es més costosa
que el acaricida comercial, debido basicamente al bajo rendimiento en aceite
esencial de la Congona (Peperomia inaequalifolia) y al elevado costo de la

extraccion del aceite esencial, que aumenta los costos de la produccidn.
La molécula de Miristicina en la férmula ensayada present6 degradacion durante los

siete meses de evaluacidn, evidenciada por la disminucion del 40% del area bajo la

curva entre la determinacion inicial y la final.
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RECOMENDACIONES

Realizar una investigacion acerca de la perdurabilidad de la Miristicina en el campo,
para saber cuantas veces se tendria que esparcir la formula recomendada en el
cultivo y ver si reduce a las tres anuales requeridas por el Kanemite, lo cual

disminuiria el costo de la aspersion del acaricida organico anualmente.

Efectuar el analisis de estabilidad normal de la férmula recomendada y determinar la

cantidad de Miristicina por cromatografia al final de la experimentacion.

Realizar estudios con otras especies vegetales como la ruda (Ruta graveolens) y el
romero (Rosmarinus officinalis), que presenten mayor accesibilidad, su cultivo sea
econdémico y con un mayor rendimiento de aceite esencial, para comparar la DL 5o y

poder trabajar en sinergia con la Congona (Peperomia inaequalifolia).

Realizar un andlisis de rendimiento de aceite esencial y caracteristicas de Miristicina

con la planta de perejil (Petroselinum sativum).

Realizar un analisis de mercado tomando como referencia los costos obtenidos en el

presente estudio

Para disminuir el costo comercial del acaricida orgnico recomendado se podria
iniciar un control biolégico de acaros con la férmula 0,16%, ya que esta presenta

similares caracteristicas del Kanemite en periodos largos.
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ANEXOS

Anexo 1. Sitio de recoleccion de la planta Congona (Peperomia inaequalifolia)

A: Lugar de recoleccion de la Congona; B: caracteristicas de cultivo de Congona; C: Recopilacion de
informacion sobre cultivo de Congona.
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Anexo 2. Extraccion del aceite esencial de Congona (Peperomia inaequalifolia)

A: Equipos de destilacion; B: Extraccién de tallos y hojas de Congona; D: Decantacion; E: Aceite esencial
obtenido; F: Filtracion.
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Anexo 3. Analisis del aceite esencial de Congona, escala colorimetria de Munsell

e S 5 St O ot — Aol

Fuente: (Montesinos, 2003)

A: Andlisis de control de calidad del aceite esencial de Congona; B: Escala colorimetria de Munsell
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Anexo 4. ldentificacion taxondémica de la Congona, inoculacion y tratamientos

A

A: Identificacion taxonémica de la Congona; B: Inoculacién de acaros Tetranychus urticae; C:
tratamientos
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Anexo 5. Unidad experimental, formulaciones, analisis de estabilidad

A

A: Unidad experimental; B: formulaciones; C: Andlisis de pH y estrés térmico.
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Anexo 6. Cromatografia, Rancho San Jorge, acaricidas utilizados en campo.

A: Cromatografia (Miristicina); B: Rancho San Jorge; C: Acaricidas utilizados en el Rancho San Jorge
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Anexo 7. Analisis acaricida en campo

A: Tratamientos evaluacidn en campo; B: Unidad experimental del efecto acaricida en campo; C:
Fabricacion de invernadero
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Anexo 8. Encuesta de caracteristicas organolépticas del aceite esencial de Congona

Encuesta
Caractensticas Organclépticas del Aceite esencal de Congona (Psperonda inasqualifciia)

La Universidad Politécnica Salesiana en su 28n de promover productos innovadores, desea
solicitar su colaboracion en &l aporte de la sigutents encuesta.

Indicaciones: Favor marcar con una (X) la mspuesta comecta, msponder con la mayer
sincendad, cualquier inquietud indicar al responsable,

1. :Qué color presenta segun ustad el liquido evalvado?

BOo Bo Bo Bo BO

Qué Apaniencia presenta segun usted el liquido evalvado?
Acuoso (tansparents) I_:] Aceitoso (Turbio) [:!

[

3. :Qué Olor presenta segun ustad el liquido evaluado?

[ Frutados
Madera

Aromatico
Quimico
Menta
Picantes

Putrefacto

4. (Qué Sabor presenta segun usted el liquido evalvado?

e ]

Picante D
Salado D

Muchas grac as por su colaboracion
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Anexo 9. Clasificacion Taxondmica de la Congona (Peperomia inaequalifolia).

[PIPERACEAE

__ECUADOR =
Peperomia imaegualifolic

Ruiz & Pavon

Congona

PICHINCHA: Castdn Quise
Parroquia Naydn, en fos viveros ded S Moo Suguilio

00° 00 00" §;  78* 26°00° WW
2.588 msnm

R
Andrés Tapia
—

Fuente: (Museo Ecuatoriano de Ciencias Naturales, 2014)

93



Anexo 10. Certificado de identificacion taxonomica de Congona

MUSEO ECUATORIANO DE CIENCIAS NATURALES (MECN)
HERBARIO NACIONAL (QCNE)

Avernds R0 Cocn, 162115 ¢ Isds Fornannden
Conlls Powtal 170787 TP (D 20019, M4
1,"\".1&\'

SOLICITANTE: Paola Grijalva y Andrés Tapia.
UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA
Carrera de Ingenicria en Biotecnologia

Cl: 1717120578

FECHA: 08 de scptiembre del 2014

[ Nimero | Nombre comin | Familia | Nombre clentifico

K .Conqom 'Pwmu 'Pbp-muwmmmkw&Pn
Total de especies: |

Fuente para nomenclatura

. www.tropicos.org 2014 -
Identificado por: Dr. Efedin Freirés,,

~
» LA
. A
- =
o~ ] Al =
) i/l
/

Fuente: (Museo Ecuatoriano de Ciencias Naturales, 2014)
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Anexo 11. Analisis entomoldgico Tetranychus urticae, identificacion microscopica.

LABORATORIO DE ENTOMOLOGIA PGT/E/09-FOO1
” AGROCALIDAD Via Interocednica Km. 14% y Eloy Alfaro, Granja del MAGAP,
e AGENCIA ECUATORIANA Tumbaco - Quite
‘na DR e I Teléf.: 02-2372-842/2372-844/2372-845 Rev.2
INFORME GENERAL DE DIAGNOSTICO Hoja 1de1

Informe N°: LN-E-E15-048
Fecha emisién Informe:  21/01/2015

DATOS DEL CUENTE
© Emp Andrés Tapia
2 = Teléfono: 2629267
Direccién: Galera 133 y Dionisio Mejia Correo Electrénico: andres.tapla®h 1 canm

N° Orden de Trabajo: E-14-DSL-2022

Provincia: Pichincha Cantén: Quito N* Factura/Documento: 20726
Tipo de muestra: materialvegetal | Conservacion de la muestra: No aplica |
!
> 1
Hospedero: rosa =
rrolio veg: — -l
|
 Actividad de origen: Privado = ' = = |
Pais:Ecuador 0 - : — ‘
Provincia: Pichincha I Xinoinforma =
i i | Coordenadas: | Y:noinforma 1
| Parroquia: Nayon — I | Altitud: 2200 msnm =
_Muestreado por: Andrés Tapia — == —
 Fecha de muestreo: Noinforma | Fecha de inicio de diagnéstico: 05/01/2015
Fi de la muestra: 29/12/2014 | Fecha de finalizacién de diagnésti 21/01/2015

| Pais de Origen: No aplica =0
. | Lote/bugue: No aplica _

Peso no aplica ] ==
Marca: No aplica o 21 ario: no aplica S 7:]
RESULTADOS DEL DIAGNOSTICO
Método: PPE/E/OL, PPE/E/02.Observacidn en placa al microscopio y uso de claves as.
cooicope | 'ORTNCAT NOMBRE
MUESTRA Ao CLASE ORDEN FAMILIA GENERO ESPECIE CoMON
LABORATORIO | | L on 2
A::cms‘ph;em Pulgon
= S Macrosiphum Sopne Acaro de
Insecta L T hig: 5 dos
£-145196 1 Arachnidae F [ urticae manchas

Analizado por: Ing. Henry Troya
Observaciones: Ninguna

Anexo Grificos: No aplica

Anexo Documentos: No apica

Nota: El itad U 2 la muestra entregada por el cliente en esta fecha.

Fuente: (Troya, 2014)

(P. Grijalva & A. Tapia, 2014)
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Anexo 12. Caracteristicas de la extraccion del aceite esencial de Congona

Fecha de Peso (g) balén | Peso (g) balon | Peso (g) balén | Peso (g) balon | Peso (g) balén | Peso Vegetal Total

Dia | extraccion 1L 1L 2L 500mL 500mL (9)

1 | 16-06-2014 N/A N/A 435.1 (H) N/A N/A 435.1 (H)

2 | 17-06-2014 237.4 (H) 228.5 (H) 774.5 (T) N/A N/A 465.9 (H) 774.5 (T)
3 | 19-06-2014 210 (H) 210 (H) 316.5 (H) N/A N/A 736.5 (H)

4 | 26-06-2014 295.4 (T) 278.6 (T) N/A N/A N/A 574 (T)

5 | 30-06-2014 298.7 (T) 302.6 (T) 792.3 (T) N/A N/A 1393.6 (T)

6 | 03-07-2014 300 (T) 300 (T) 300 (H) N/A N/A 600 (T), 300(H)

7 | 15-07-2014 200 (H) 200 (H) 400 (H) 102.4 (H) N/A 902.4 (H)

8 | 21-07-2014 273.9 (H) 264.6 (H) 427.2 (H) 108.6 (H) N/A 1074.3 (H)

9 | 24-07-2014 203.6 (T) 206.7 (T) 350.1 (T) 93.2 (T) N/A 853.6 (T)

10 | 29-07-2014 762.8 (T) 348.9 (H) 368 (H) 160.3(T) N/A 923.1 (T), 716.9 (H)
11 | 30-07-2014 326(H) 316.9 (H) N/A 213.8 (H) 197.7 (T) 856.7 (H), 197.7 (T)
12 | 31-07-2014 376.6 (H) 375.7 (H) 826 (T) 174.2 (H) N/A 926.5 (H) 826 (T)

H: Hojas; T: Tallo
N/A: No se ocupé el material de vidrio
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Anexo 13. Resultados encuesta de propiedades organolépticas y Control de temperatura
y humedad en analisis de actividad acaricida.

A

Panelista #
Caracteristica | Opciones |12 |3|4|5|6
6/8 (1) X
7/8(2) |X X X | X
Color 8/8 (3) X
7/10 (4)
8/10 (5)
ACU0SO
Aceitoso | X | X[ X |X|X|X
Frutados X
Madera
Aromatico X XXX
Olor Quimico
Menta X
Picantes
Putrefacto
Dulce
Amargo | X XX
Picante X XX
Salado

Apariencia

Sabor

(P. Grijalva & A. Tapia, 2014)

B
Hora | Temperatura (°C) | Humedad Relativa (%)
Inicial 18.7 35.1
13:00 21.4 48.3
14:00 23.9 51.6
15:00 24.7 57.9
16:00 25.3 59.3
17:00 26.1 63.1
18:00 26.8 67.4

(P. Grijalva & A. Tapia, 2014)

A: Resultados encuesta de propiedades organolépticas; B: Control de temperatura y humedad en analisis
de actividad acaricida.
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Anexo 14. Registro de temperatura en estabilidad de formulacion y detalles de
evaluacion acaricida en campo.

A
Dia Fecha Hora | Estufa (°C) | Refrigerador (°C) | Ambiente (°C)
D2 | 07/11/2014 | 13:45 45 2,1 21,9
D4 | 10/11/2014 | 13:55 46 2,3 21,1
D6 | 12/11/2014 | 13:14 45 3,1 21,0
D8 | 14/11/2014 | 13:21 46 3,0 22,2
D10 | 17/11/2014 | 13:35 44 2,9 19,8
D12 | 19/11/2014 | 13:00 46 3,2 19,4
D14 | 21/11/2014 | 13:05 45 2,8 22,0

(P. Grijalva & A. Tapia, 2014)

B

Aplicaciones | Conteo Dia Riego
23/11/2014 22/11/2014  (0) | 19/11/2014
01/12/2014 | 30/11/2014  (8) | 26/11/2014

08/12/2014  (16) | 03/12/2014

16/12/2014  (24) | 10/12/2014

(P. Grijalva & A. Tapia, 2014)

A: Registro de temperatura en estabilidad de formulacion; B: Fecha de aplicaciones de acaricida, conteo y
riego en evaluacién acaricida en campo

98



Anexo 15. Evaluacion de estabilidad con (Tween 80 + A.E 0,32)

N Color Olor Aspecto pH
D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 D2 D4 | D6 | D8 | D10 D12 D14
1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 54 [ 62 (62|62 62 6,1 6,1
-‘§ 2 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 54 62 [63][62] 62 6.2 6,1
>
o |3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 54 [ 63 (62|62 62 6.2 6,2
4 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 54 626262/ 61 6.2 6,2
5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 54 63 (63|62 62 6.1 6,1
N Color Olor Aspecto pH
D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | b8 | D10 | D12 | D14 D2 D4 | D6 | D8 | D10 D12 D14
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 54 [ 525353 53 | 54 | 54
Q
§ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 54 | 53 (52|53 | 54 53 53
§ 3 -1 -1 -] - - N - -1 -1 -1 - - - -1 -] - - - -~ | 54 |54 |53 |54 54 | 54 | 53
4 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 54 [ 53 53|53 53 54 54
5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 54 [ 535553 52 | 52 5,3
N Color Olor Aspecto pH
D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | b8 | D10 | D12 | D14 D2 D4 | D6 | D8 | D10 D12 D14
1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 54 | 65 |66 |66 | 66 6,6 6,7
o |2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 54 | 65 (65|66 | 67 6,6 6,7
[
) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 54 | 64 |64 |64 | 65 6,6 6,6
4 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 54 | 64 | 65|65 | 65 6,6 6,6
5 [ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 54 | 64 6565 65 | 6695 | 67
N Color Olor Aspecto pH
D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 D2 D4 | D6 | D8 | D10 D12 D14
< | 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 54 | 67 [ 53|65 | 52 64 52
=}
2] - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 54 |66 [ 53]65]| 53 | 63 5,2
Qo
E |3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 54 | 67 [ 53|65 | 53 64 53
(8}
41 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 54 [ 67 |54 |65] 51 | 64 | 53
5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 54 | 67 | 54|64 54 6,3 52
Negativo (-): Sin Alteracion
Positivo (+): Con Alteracion
D#: Dia de evaluacion
N: NUmero de muestra
Nota: Resultados de estabilidad Tween 80, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014)
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Anexo 16. Evaluacion de estabilidad con (Tween 20 + A.E 0,32).

N Color Olor Aspecto pH
D2 D4 | D6 | D8 D10 | D12 D14 | D2 D4 | D6 | D8 | D10 | D12 D14 | D2 D4 | D6 | D8 | D10 | D12 D14 | D2 D4 | D6 D8 D10 D12 | D14
1| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |56 (57|56][56]| 55| 53] 51
s 2] - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - | 56|57 |55]56]| 55| 53| 52
©
% 3| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 56 | 57 | 55|56 | 55 | 53 | 52
4 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |56 (57|56]56]| 55| 52] 52
5 [ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |56 (57|56][56]| 55| 53] 52
N Color Olor Aspecto pH
D2 D4 | D6 | D8 D10 | D12 D14 | D2 D4 | D6 | D8 | D10 | D12 D14 | D2 D4 | D6 | D8 | D10 | D12 D14 | D2 D4 | D6 D8 D10 D12 | D14
1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 56 | 61 | 60 | 60 | 59 59 58
2 2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 56 | 61 | 61 | 60 | 60 58 58
2
g 3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 56 | 62 | 61 | 60 | 60 58 57
<
4 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 56 | 61 | 61 | 60 | 59 59 58
5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 56 | 61 | 61 | 60 | 59 58 58
N Color Olor Aspecto pH
D2 D4 | D6 | D8 D10 | D12 D14 | D2 D4 | D6 | D8 | D10 | D12 D14 | D2 D4 | D6 | D8 | D10 | D12 D14 | D2 D4 | D6 D8 D10 D12 | D14
1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 56 | 63 |62 | 61| 61 6,0 6,0
s |2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 56 | 62 | 61 | 60 | 60 6,0 59
©
@ 3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 56 | 62 | 61 | 61| 60 6,0 6,0
4 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 56 | 62 | 61 | 61| 60 6,0 59
5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 56 | 63|61 | 60| 60 6,0 6,0
N Color Olor Aspecto pH
D2 D4 | D6 | D8 D10 | D12 D14 | D2 D4 | D6 | D8 | D10 | D12 D14 | D2 D4 | D6 | D8 | D10 | D12 D14 | D2 D4 | D6 D8 D10 D12 | D14
. 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 56 | 58 | 57 | 57 59 5,6 51
=}
I 2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 56 | 58 | 58 | 57 | 58 57 5.2
£
E s3] - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |56(58|57]58] 58| 57|52
o
4| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - | 56(58|57]58]| 58| 56|52
5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 56 | 57 | 57 | 58] 59 5,6 51
Negativo (-): Sin Alteracién
Positivo (+): Con Alteracién
D#: Dia de evaluacion
N: NUmero de muestra
Nota: Resultados de estabilidad Tween 20, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014)
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Anexo 17. Evaluacion de estabilidad con (Etanol 50% + A.E 0,32).

N Color Olor Aspecto pH
D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14
1| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |sel72]7371]72 |69 |77
s 2] - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |sel7o]71]70]72 [70 |76
[
S - -1-1-1- : S I B R R - S IR B R - 56 [ 76| 75 | 73 | 76 | 7L | 7.9
4 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |sel72]70]710]73 |71 |79
5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 56 | 7373|7472 |68 |77
N | Color Olor Aspecto pH
D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14
1| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |56 5953|5352 |56 |54
g2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |56 |58][56][56][54 |54 |55
2
23| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - | 5659555354 |57 |53
<
4 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - | 5658535254 [55 |55
5 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |56 |54|56]|56]|54 |56 |56
N | Color Olor Aspecto pH
D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14
1| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |sel7al73]71]73 |71 |77
s 2] - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |56 ]68[70]71]70 [72 |76
& 3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |56 76737271 |71 |76
4 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |56 7069|7170 |70 |77
5 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |sel72]71]73]72 [73 |78
N | Color Olor Aspecto pH
D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14
1] - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |s6|71|52]68[53 [74 |53
[1+]
S 2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |56 72547052 |73 |54
c
23] - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |56 [74]54][69 (51 |78 |52
o
Cla -1 -1T-7T- - - - N R E - - - N I N - - -~ |56 |78 |55 |70 |54 |75 |54
5 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - | 5674526850 |75 |53

Negativo (-): Sin Alteracion
Positivo (+): Con Alteracion

D#: Dia de evaluacion
N: Ndmero de muestra

Nota: Resultados de estabilidad Etanol 50%, (P.
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Anexo 18. Evaluacion de estabilidad con (Lauril Sulfato de Sodio + A.E 0,32)

N Color Olor Aspecto pH
D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14
1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |52 77777677 |75 |76
g2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 5276|7577 |74 |73 |75
>3
T |3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |52 7375|7574 |75 |76
4 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |52 74727371 [74 |74
5 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 52 |75 [ 72 |73 |75 |73 |75
N | Color Olor Aspecto pH
D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 D14 | D2 [ D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14
1| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |52]66 |64 63|64 |67 |66
g2~ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 5263 |65 |64 |64 |64 |65
k=
2 s3] - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 5260|6362 |63 |65 |66
<
4| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |52]68 |65 |66 |68 |67 |65
5 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |52]65 |64 66|63 |66 |65
N | Color Olor Aspecto pH
D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14
1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |s276[70]73[76 [73 |72
s |2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 52 | 77 |72 7374 |72 |73
a [3 ] - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |52 79737473 |73 |72
4 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |52 (72697275 [74 |74
5 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |52 77727374 |73 [73
N | Color Olor Aspecto pH
D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14 | D2 | D4 | D6 | D8 | D10 | D12 D14 | D2 [ D4 | D6 | D8 | D10 | D12 | D14
s | L] - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |52|75 (56 |73|55 |74 |54
Sl 2 - -1 -1 -71-° : B I B A : B I B R E . n T 52|76 |54 |73 54 |73 |54
£
E |3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |52 7556|7455 |74 |55
o
4 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |52[73[55[70[56 [72 |53
5 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - |52 78|56 7454 |73 |55

Negativo (-): Sin Alteracién
Positivo (+): Con Alteracién
D#: Dia de evaluacion
N: NUmero de muestra

Nota: Resultados de estabilidad Lauril Sulfato de Sodio, (P.
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Anexo 19. Resultados dia 0 conteo inicial de acaros

Parcela | Previa aspersion | Previa aspersion | Previa aspersion | Previa aspersion

Planta Con 0,16% Con 0,32% Blanco Testigo
Hoja. Superior 21 13 20 18

1| Hoja. Inferior 16 10 17 20
Hoja. Superior 15 10 16 12

2| Hoja. Inferior 10 12 18 16
Hoja. Superior 15 16 16 22

3 | Hoja. Inferior 10 11 17 17
Hoja. Superior 16 17 14 13

4 | Hoja. Inferior 13 13 16 19
Hoja. Superior 11 14 13 16

5| Hoja. Inferior 14 10 11 18
Hoja. Superior 18 15 18 16

6| Hoja. Inferior 12 10 11 11
Promedio 14,3 12,6 15,6 16,5

Nota: Resultado conteo inicial de evaluacion en campo, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014)
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Anexo 20. Resultados conteo de acaros y analisis de varianza dia 8

Parcela| Aspersion | Aspersion | Aspersion | Aspersion

Planta Con 0,16% [Con 0,32% | Blanco | Testigo
Hoja. Superior 3 2 14 2
1| Hoja. Inferior 4 0 10 1
Hoja. Superior 4 3 13 2
2 | Hoja. Inferior 2 2 12 0
Hoja. Superior 8 1 13 4
3 | Hoja. Inferior 5 2 10 1
Hoja. Superior 6 2 11 1
4 | Hoja. Inferior 4 1 8 2
Hoja. Superior 7 4 10 6
5 | Hoja. Inferior 5 2 8 3
Hoja. Superior 12 5 13 3
6| Hoja. Inferior 5 2 9 2
Promedio 54 2,2 10.9 2,3

Nota: Resultados conteo de acaros dia 8, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014)

Anadlisis de varianza dia 8

Source| DF SS MS F P
Entre 3 |607.563|202.521| 51.9 |0.0000
Dentro| 44 |171.750| 3.903

Total 47 1779.313

Nota: Analisis de varianza dia 16, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014)
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Anexo 21. Resultados conteo de &caros y analisis de varianza dia 16

Parcela| Aspersion | Aspersion | Aspersion | Aspersion
Planta Con 0,16% [Con 0,32% | Blanco Testigo

Hoja. Superior 3 0 Hoja Caida 6
Hoja. Inferior 0 0 12 7
Hoja. Superior 4 0 18 1
Hoja. Inferior 6 2 22 0
Hoja. Superior 2 3 19 2
Hoja. Inferior | Hoja Caida 5 14 1
Hoja. Superior 8 1 Hoja Caida 6
Hoja. Inferior 2 3 8 3
Hoja. Superior 0 0 9 22
Hoja. Inferior | Hoja Caida 2 7 0
Hoja. Superior 6 2 14 7
Hoja. Inferior 2 1 7 4

Promedio 33 1,6 13,0 4,9

Nota: resultados conteo de acaros dia 16, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014)

Andlisis de varianza dia 16

Source [DF| SS MS F P
Entre | 3 | 799.04 |266.348|14.3|0.0000
Dentro | 40 | 743.93 | 18.598

Total | 43 [1542.98

Nota: Analisis de varianza dia 16, (P. Grijalva & A. Tapia, 2014).
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