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RESUMEN

Sitophilus zeamais Motschulsky es el agente causante de mayores pérdidas de granos de maiz,
estos insectos infestan en el campo o en el almacenaje ocasionando pérdidas de hasta el 50 % de
la produccion a nivel general y en Ecuador las pérdidas son del 10 — 30 %, para el control de esta
plaga en la mayoria de ocasiones se emplea insecticidas quimicos que por su uso irracional
provocan resistencia y dafios al ambiente, debido a esto, los aceites esenciales representan una
alternativa para el control de esta plaga ocasionando toxicidad y repelencia ademés de presentar
baja toxicidad en mamiferos y ser biodegradables. En este contexto, el aceite esencial de
Tanacetum parthenium L. al poseer terpenoides en su mayoria alcanfor [37,85 %] en su
composicién quimica que en conjunto con los demas componentes pueden ser usados para el
control de estos insectos, se empled en la formulacion de un bioinsecticida para evaluar en
condiciones controladas la toxicidad, repelencia, pérdida de peso del grano y germinacién de
semillas después de 30 dias de aplicacion del bioinsecticida. Obteniendo 100 % de mortalidad con
la concentracion de 4 %. indice de repelencia alto de 0,38 con la concentracion de 2 %, no existe
diferencias de pérdida de peso en relacion con el testigo y no afecta a la germinacion, por lo que,
el bioinsecticida ocasiona toxicidad, repelencia sobre Sitophilus zeamais Motschulsky y no afecta
la germinacion de las semillas de maiz, presentado una alternativa agroecoldgica para el control

de esta plaga.

Palabras clave: Aceite esencial, insectos, repelencia, toxicidad.



ABSTRACT

Sitophilus zeamais Motschulsky is the agent causing the greatest losses of corn grains, these insects
infest in the field or in storage causing losses of up to 50 % of production in general and in Ecuador
losses are 10-30 %, For the control of this pest, most of the time chemical insecticides are used,
which due to their irrational use cause resistance and damage to the environment. Due to this,
essential oils represent an alternative for the control of this pest, causing toxicity and repellency,
in addition to presenting low toxicity in mammals and being biodegradable. In this context, the
essential oil of Tanacetum parthenium L. possessing terpenoids, mostly camphor [37,85 %] in its
chemical composition, which together with the other components can be used for the control of
these insects, was used in the formulation of a bioinsecticide to evaluate under controlled
conditions the toxicity, repellency, loss of grain weight and seed germination after 30 days of
application of the bioinsecticide. Obtaining 100 % mortality with a concentration of 4 %. High
repellency index of 0,38 with the concentration of 2 %, there is no difference in weight loss in
relation to the control and it does not affect germination, therefore, the bioinsecticide causes
toxicity, repellency on Sitophilus zeamais Motschulsky and does not affect the germination of corn

seeds, presenting an agroecological alternative for the control of this pest.

Keywords: Essential oil, insects, repellency, toxicity.



CAPITULO UNO

1.1 Introduccion

Hace mas de 6 mil afios empezd el proceso de domesticacion del cultivo del maiz por los
nativos en gran parte de las Américas, en donde los rastros fosiles de aquellas plantas son muy
diferentes a las que tenemos en la actualidad, cultivo que se ha convertido en uno de los de mayor

produccion del planeta (Méndez, 2016).

En Ecuador el cultivo de maiz -Zea mays L.- es de gran importancia econémica, social y
alimentaria para los agricultores de las zonas rurales, la produccion de este cereal se da a diferentes

altitudes, temperaturas, suelos, condiciones ambientales y zonas de las regiones del pais.

En la produccion y almacenaje del maiz la problematica que enfrentan los pequefios
agricultores son las plagas y enfermedades que ocasionan grandes pérdidas de la produccién, por
lo que varios estudios son realizados principalmente con el objetivo de proteger los granos en el

almacenaje contra el ataque de los insectos.

Entre los agentes perjudiciales que ocasionan las mayores pérdidas se encuentra la especie
Sitophilus zeamais Motschulsky -Coleoptera: Curculionidae- que “puede infestar 10 % de los
granos en el momento de la cosecha” (Cerna et al., 2010; p. 136), y si la infestacion continta en
el almacenaje, “bastara 6 meses para ocasionar la destruccion de los granos en un 90 a 100 %”

(Granados et al., 2016).

En la mayoria de ocasiones se opta por el uso de insecticidas quimicos para reducir las
pérdidas ocasionadas por estos insectos plaga; sin embargo, su uso irracional degrada la biota

silvestre, contamina agua y suelo, genera resistencia en las plagas y aumenta los costos de



produccion, ademas, su aplicacion atenta contra la salud humana, ya que ciertos insecticidas

comerciales provocan deterioro neurolégico, hepatico y renal (Juérez et al., 2010).

Debido a las consecuencias ocasionadas por el uso de insecticidas sintéticos, “los aceites
esenciales representan una alternativa para el control de plagas asociadas a granos almacenados”
(Aros et al., 2019; p. 283), “ya que presentan la ventaja de ser seguros para el consumo, baja
toxicidad en mamiferos y son biodegradables” (Rodriguez, 2017; p.5), por lo que, el proposito de
la presente investigacion es crear una alternativa agroecoldgica que disminuya dafios al ambiente,
asi como a la salud humana mediante el empleo del aceite esencial de Tanacetum parthenium L.
en la formulacién de un bioinsecticida para controlar el ataque de esta plaga a los granos

almacenados de maiz.

1.2 Planteamiento del problema

De la produccion mundial de granos los insectos plaga son los responsables de la pérdida
entre 5 a 10 %, anualmente esta cantidad de granos alcanzaria para alimentar a 130 millones de
personas. En América Latina se pierde entre 30 y 40 % de la produccion de maiz durante el

almacenamiento (Martinez et al., 2013) y en Ecuador entre 10 al 30 % (Zurita et al., 2017).

La produccion de maiz en el pais de Ecuador segln el Instituto Nacional de Estadistica y
Censos (INEC, 2019) de maiz duro seco -grano seco-: fue de 1.801.766 toneladas con un
rendimiento de 6,56 [t/ha]. El maiz suave seco -grano seco-: fue de 61.275 toneladas con un
rendimiento de 1,37 [t/ha], en cuanto al maiz suave -en choclo-: fue de 74.324 toneladas con un
rendimiento de 4,03 [t/ha]. De esta produccion gran parte es almacenada, consumida o procesada

a lo largo de todo el afio, ademas, los pequefios productores obtienen ingresos econdémicos por la



venta de los granos que ayudan en el mantenimiento de la familia, siendo el almacenaje de los

granos postcosecha un punto critico para proteger el valor del maiz.

De acuerdo a Larrain (como se citd en Salvadores et al., 2007) presenta que la principal
dificultad que enfrenta el agricultor en postcosecha es la pérdida de granos en almacenaje. Rees
citado en el mismo articulo expresa que las mayores pérdidas las ocasionan los insectos, siendo
las especies mas dafiinas Sitophilus oryzae L., S. granarius L. y S. zeamais Motschulsky, estos
insectos encuentran en los sitios de almacenaje el ambiente necesario para multiplicarse con
condiciones de temperatura y humedad éptimas, teniendo abundante alimento que garantiza su

multiplicacion y sobrevivencia (Archuleta et al., 2012).

Seguln Salvadores et al. (2007) en la cosecha S. zeamais M. puede infestar cerca del 10 %
de los granos de cereales y si en el almacenaje continta la infestacion entre 30 al 50 % de la
produccion se pierde al cabo de seis meses; lo que concuerda con Morales et al. (2010) que
presentan que “en las regiones calidas las pérdidas causadas por las plagas del almacén pueden
superar el 40 %” (p. 64). Segun Zurita et al. (2017) “en Ecuador se da pérdidas del 10-30 %" (p.

121), es decir, de maiz duro seco -grano seco-: entre 180.176 — 540.529 toneladas de pérdida.

Por estos motivos el almacenamiento de granos en lugares mal acondicionados, con falta
de desinfeccidn o juntar granos sanos con contaminados son los principales factores para que se
desarrolle un ataque de Sitophilus zeamais M., un problema frecuente en Latinoameérica como de
Ecuador. Sitophilus zeamais M. ocasiona dafios a los granos a lo largo de su vida provocando
pérdida de peso, disminucion del valor comercial, reduce en el valor nutritivo y afecta la capacidad

germinativa de las semillas (Salgado et al., 2012).



Segtin Tapia (2013) “para el control de estas plagas se usa la fosfamina” (p.15). Causando
afecciones directas a la salud y al ambiente por los efectos residuales que ocasionan estos
plaguicidas sintéticos. Ademas, estudios recientes en Brasil demostraron que insectos Sitophilus
zeamais M. eran altamente resistentes a la fosfina, con tasas de resistencia de 32,2-186,2 veces

mayores que las de poblaciones susceptibles (Souza et al., 2016).

En si el problema radica en la susceptibilidad de granos de Zea mays L. almacenados a ser
atacados por Sitophilus zeamais M., lo que ocasiona pérdidas econémicas, reduccién de la cantidad
de alimento, reduce la biodiversidad local de semillas, reduccion de materia prima para productos
elaborados y cambios fisiol6gicos del grano, obligando a la utilizacion de plaguicidas sintéticos
que ocasionan resistencia de los insectos a dichos compuestos, afectan a la salud y al ambiente,
creando la necesidad de “una agricultura econémica y ecolégicamente sustentable, en el mediano
y en el largo plazo, buscando nuevas alternativas de manejo de plagas durante el almacenaje de

granos” (Rodriguez, 2015).

1.2.1 Formulacion del problema o pregunta de investigacion

¢ Cudl es el efecto de la formulacion bioinsecticida a partir de aceite esencial de Tanacetum

parthenium L. sobre Sitophilus zeamais Motschulsky?



1.3 Justificacion

Los granos almacenados representan una parte importante de la dieta de personas en zonas
rurales que practican la agricultura para consumo humano y animal, también, estos son usados
como fuente de ingresos econdmicos, por lo que, en el caso de presentarse una infestacion de
Sitophilus zeamais M., representaria pérdida de diversidad de maiz, disminucién de alimentos,
pérdida econdémica y evita obtener productos procesados a base del maiz, obligando a emplear
insecticidas quimicos para el control de esta plaga, provocando residuos toxicos luego de su

aplicacion.

Considerando los dafios originados por el insecto plaga S. zeamais M., en el periodo de
almacenamiento del grano de maiz, los altos costos de los insecticidas sintéticos y los problemas
asociados al uso de dosis mayores a las sugeridas de los mismos, es necesario examinar los efectos
de toxicidad y repelencia sobre el gorgojo de maiz de productos alternativos buscando reducir

posibles dafios a la salud humana y al ambiente (Gémez et al., 2016).

“Una alternativa a este problema es el uso de extractos botanicos que son biodegradables
y no alteran el ecosistema” (Martinez et al., 2013; p. 82). Debido a que las plantas tienen la
capacidad de sintetizar metabolitos secundarios, pueden ser empleados para la elaboracion y uso
de medios bioldgicos como mecanismo de defensa contra el ataque de plagas y enfermedades
(Alvarado, 2017), generando una opcién para controlar el ataque del gorgojo de maiz a granos
almacenados, “teniendo efectos ovicidas, inhibidores de la alimentacion, repelentes, toxicos o

biocidas sobre el gorgojo de maiz” (Rodriguez, 2017; p.5).

Mediante esta investigacion se busca aprovechar el aceite esencial de Tanacetum

parthenium L. que en su composicion quimica presenta abundantes monoterpenos tales como el



B-farneseno, acetato de bornilo y alcanfor (Mendoza, 2015) para encontrar y generar una
alternativa que permita prevenir, controlar y reducir el ataque de Sitophilus zeamais M., lo que
conllevaria a una alimentacion mas sana, reduccion de los costos de almacenamiento, cuidado del

ambiente, proteccion a las semillas y que sean aptos para el consumo humano y animal.

1.4 Limitacion del problema

El trabajo experimental se realizd en los laboratorios de la Universidad Politécnica
Salesiana sede Cuenca y en la parroquia Guapan [coordenadas -2.704872, -78.862103] ubicada en

la Provincia de Cafar.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general

Formular un bioinsecticida con el aceite esencial de Santa Maria -Tanacetum parthenium
L.- para el control del ataque de gorgojo de maiz -Sitophilus zeamais Motschulsky- a granos

almacenados de maiz -Zea mays L.-.

1.5.2 Objetivos especificos

e Identificar el aceite esencial de Tanacetum parthenium L. mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas -GC/MS- para el analisis fitoquimico de sus

principales componentes.

e Establecer la dosificacion adecuada de cada componente del bioinsecticida mediante
pruebas preliminares de aplicacién directa asegurando que el aceite esencial ocasione los

efectos deseados sobre Sitophilus zeamais Motschulsky.



e Evaluar el bioinsecticida mediante bioensayos de toxicidad y repelencia asegurando la
efectividad de la formulacion para el control del ataque de Sitophilus zeamais Motschulsky

a granos almacenados.

e Valorar estadisticamente los resultados de los bioensayos del bioinsecticida mediante un

software estadistico para la comprobacién del efecto del bioinsecticida.

e Elaborar una propuesta de articulo cientifico respetando los formatos internacionales para

la posible divulgacion de los resultados obtenidos.

1.6 Hipdtesis

Si el bioinsecticida a base de aceite esencial de Santa Maria -Tanacetum parthenium L.-

tiene efecto toxico o repelente sobre el gorgojo de maiz -Sitophilus zeamais Motschulsky-.
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2 CAPITULO DOS

MARCO DE REFERENCIA

2.1 Antecedentes de la investigacion

En el estudio realizado por Domingues et al. (2020) evaluaron los compuestos bioactivos
de hojas de Duguetia lanceolata -Annonaceae- contra S. zeamais M., en donde a 1500 mg/kg, la
fraccion hexanica del extracto etandlico de la hoja de D. lanceolata causé mortalidad significativa
de S. zeamais M. adultos. A la concentracion de 750 mg/kg, las subfracciones 2 y 6 de columna
de cromatografia en gel de silice de particion hexanica del extracto etandlico de hojas de D.
lanceolata -principalmente subfraccion 2- causé mortalidad significativa de adultos de S. zeamais,

a través de contacto.

En el estudio realizado por Babarinde et al. (2019) evaluaron el aceite de la semilla de
Jatropha curcas en la eficacia como toxica contra Sitophilus zeamais Mostchulsky; los datos que
obtuvieron fueron los siguientes: el mayor porcentaje de mortalidad se obtuvo con 200 pl/L de
aire. Para la toxicidad por contacto observaron con la aplicacion del aceite de semillas tostadas a
1,50 pl/cm?2 provocd un 18,88 % mas que los otros tratamientos. Recomiendan el uso de semillas
tostadas como tratamiento previo a la extraccion para la produccion de aceite destinado a usar

como insecticida.

En el estudio realizado por Monteiro et al. (2019) evaluaron el aceite esencial de Croton
pulegiodorus Baill en las poblaciones de S. zeamais Motschulsky de diferentes regiones de Brasil,
en donde la poblacion de Espiritu Santo do Pinhal-SP presento la CL50 mas alta [6.02 uL.20 g-1],

y la de Serra Talhada-PE present6 la més baja [4.21 pL.20 g-1]. La relacion de toxicidad basada
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en el CL50 vari6 de 1,01 para la poblacion de Picos-Pl a 1,43 para la de Serra Talhada-PE. La
relacion de resistencia basada en el CL50 vario6 de 1,13 para la poblacion de Crix&s-GO a 1,43 para
la poblacion de Espiritu Santo do Pinhal-SP. EIl efecto residual del aceite esencial de C.
pulegiodorus en las poblaciones de S. zeamais no mostré un efecto significativo del periodo de
almacenamiento [30 y 60 dias] en la aparicion de S. zeamais adulto. Concluyen que el aceite
esencial de C. pulegiodorus, a concentraciones evaluadas, mostré un efecto insecticida en las

poblaciones de S. zeamais.

En el estudio realizado por Kamanula et al. (2017) evaluaron la eficacia del aceite de L.
javanica contra S. Zeamais adulto bajo condiciones de laboratorio; en donde después de 48 h de
exposicion la concentracion de 10 mg/ml de aceite esencial de L. javanica, linalol, perillaldehido
y una mezcla de perillaldehido y linalol, causaron 85; 100; 99,5 y 100 % de mortalidad de adultos
de S. zeamais, respectivamente, para la toxicidad fumigante la dosis mas alta [370 pg/cm3] causéd

una mortalidad del 60 % después de 72 h.

En el estudio realizado por Oliveira et al. (2017) observaron que el aceite esencial de L.
sidoides fue mas tdxica que el timol, con excepcion de la poblacién de Sete Lagoas, en la que no
hubo diferencias significativas en las concentraciones de estos tratamientos para matar al 50 % de
esta poblacion; ademas, el tiempo letal requerido para matar al 50 % de las poblaciones de S.
zeamais vari6 de 5,8 a 62 h. El aceite esencial de L. sidoides mostr6 una accion mas rapida en
comparacion con su principal compuesto timol y en todos los casos, las nanoformulaciones tardan
mas en causar la misma mortalidad. En el consumo de grano a dosis de 1600 ul de
nanoformulacion/kg de maiz todos los insectos fueron eliminados. La efectividad de la

nanoemulsion en el tiempo alcanzo valores de hasta 95,6 %.
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En el estudio realizado por Zurita et al. (2017) encontraron que los porcentajes de
mortalidad sobre el gorgojo del maiz de la ruda fue 53,35 y marco 41,65 %. La menor pérdida de
peso del grano la obtuvieron con la ortiga y la mayor con matico. EI menor nimero de granos de
maiz perforados observado fue 6,33 con marco y 6,67 con ruda y no observaron diferencias entre
la cantidad de desecho producido en granos a los que se aplico algun tipo de polvo vegetal.
Concluyen que el polvo de ruda y marco muestran la mayor actividad insecticida sobre el gorgojo

de maiz.

En el estudio realizado por Gonzélez et al. (2016) observaron la mortalidad del aceite
esencial de E. globulus fue mayor a 40 % en los tratamientos de 4 y 8 % a las 72 horas de iniciado
el bioensayo. En cuanto a la toxicidad por contacto, para ambas especies de Eucalyptus, obtuvieron
una mortalidad de 10 %. La emergencia de insectos adultos con E. globulus la F1 fue de 50,6 %
[49,4 % de inhibicidn] y 47,7 % [52,3 % de inhibicion] en las dosis de 4 y 8 % respectivamente.
El efecto fumigante de E. nitens mostré mortalidad superior al 40 % a partir de los 15 pL en cambio
con E. globulus se alcanz6 una toxicidad confiable a los 35 pL con 82,1 %. Todos los tratamientos

fueron repelentes, ya que el indice de repelencia -1R- mostré valores menores a 1.

En el estudio realizado por Martinez et al. (2015) observaron que L. palmeri a 1,000 ul/L
de aceite esecncial maté el 78 % de los gorgojos del maiz a las 24 horas. La concentracion letal
promedio [CL50] calculada a las 24 horas de exposicion al aceite de L. palmeri fue de 441,45+ 3
ul/L. La cantidad de huevos que eclosionaron fue cero a 1,000 ul/L. Los autores concluyen que el

gorgojo del maiz es susceptible al aceite de L. palmeri.

En el estudio realizado por Nwachukwu y Asawalam (2014) demuestran que el jugo fresco

de GUN -Nigeria- causa una tasa de mortalidad acumulada del 73 % y GAG -Alemania- con una
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tasa de mortalidad del 87 %. En la prueba de toxicidad por contacto mediante aplicacion topica el
jugo fresco de GUN caus6é una mortalidad del 100 %, mientras que el jugo GAG caus6 una
mortalidad del 90 % 48 h después de la aplicacion tdpica, los granos tratados con GAG y GUN
perdieron <0,5 % de su peso promedio después de 60 dias. Concluyen que el jugo de ajo recién
preparado tiene alicina como su principal compuesto biolégicamente activo, posee un efecto

insecticida potencial sobre S. zeamais M.

Entre las investigaciones realizadas sobre la Santa Maria se pueden mencionar los efectos
ansioliticos y antidepresivos de extracto acuoso de Tanacetum parthenium L. en ratones; la
actividad insecticida frente a Spodoptera littoralis -rosquilla negra- de los extractos obtenidos por
extraccion e hidrodestilacion; en combinacion con Artemisia absinthium la actividad in vitro de
flavonoides y lactonas sesquiterpénicas contra los gusanos Schistosoma mansoni; investigacion
fitoquimica y biol6gica de la especie cultivada en Egipto encontrando actividades analgésicas,
antiinflamatorias, antipiréticas, antiespasmaédicas y estimulantes uterinas ademéas del efecto
citotoxico in vitro. También se encontrd referencias de la actividad antioxidante y antiinflamatoria;
efecto antiespasmadico en intestino de ratas Wistar; entre otros; si bien la especie Tanacetum
parthenium L. ha sido objeto de maltiples estudios, no se encontr6 informacion en cuanto al efecto
insecticida sobre Sitophilus zeamais M., por lo que, la presente investigacion se la puede considerar
entre las pioneras acerca del efecto insecticida sobre Sitophilus zeamais del aceite esencial de

Tanacetum parthenium L.
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2.2 Bases tedricas

2.2.1 Maiz -Zea mays L.-

“El maiz evoluciond a partir de un ancestro similar denominado teocintle-conocido
también como teosinte-, surgido y atn presente en México” (Méndez, 2016; p.5), llegando a
convertirse en uno de los cultivos de mayor produccion y consumo a nivel mundial. “El maiz se
ha convertido en un alimento esencial en el planeta, empleado para consumo humano como animal,
con una produccién a gran escala ocupando el tercer lugar por detras del trigo y el arroz” (Mayorga

etal., 2013; p.5).

2.2.1.1 Taxonomia del maiz -Zea mays L.-

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Orden: Poales

Familia: Poaceae

Género: Zea

Especie: Mays (Miranda, 2016)
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2.2.1.2 Grano de maiz

El grano de maiz maduro Segun Alvarado (2017, p 6) esta4 conformado por:

5-6 % la cubierta compuesta de pericarpio y la testa, 80-85 % el endospermo que incluye
la capa de aleurona, 10-12 % el embrion o esporofito y 0,8-1,1 % de pedicelo o piloriza

que es tejido inerte en que se unen el grano y el carozo.

El grano de maiz tiene muchos usos alimentarios -grano, harina, jarabe y aceite- y usos no

alimentarios -cosméticos, adhesivos, almiddn, aceite, pinturas y barnices- (Babarinde et al., 2019).

2.2.1.3 Composicion quimica del grano maiz

El grano de maiz esta conformado por una mezcla de nutrientes, segin Méndez (2016) “el
maiz posee 13 % de proteinas y un 7 % de grasas, es rico en betacarotenos, vitamina A, B, E,

hierro, potasio y fibra” (p. 14).

2.2.1.4 Produccioén de maiz en Ecuador

Dentro de la produccion agricola del pais el cultivo de maiz es una parte primordial en la
economia nacional, ya que cerca del 75 % de la produccion total procede de hogares campesinos,

la mayoria de ellos de economias de subsistencia (Mayorga et al., 2013).

En la sierra de Ecuador la siembra se realiza en pequefias parcelas de hasta una hectarea en
suelos marginales y laderas, en la mayoria de los casos se realiza la siembra en asociacion con

otros cultivos que evitan el monocultivo (Boada y Espinosa, 2016).
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De acuerdo a la Encuesta de Superficie y Produccion Agropecuaria Continua (ESPAC,
2020) del 100 % de la produccion de cultivos transitorios en el pais el 39,41 % corresponde al

maiz duro seco y 5,70 % de maiz suave seco (p. 16).

En los Gltimos 10 afios el pais ha superado el millon de toneladas en produccion de maiz
duro seco, con una superficie de plantacién anual entre 270 a 360 mil hectéareas. De esta produccion

mas del 85 % se destina a la industria elaboradora de balanceados (Trivifio y Villena, 2019).

En el afio 2019 se obtuvo en el pais una produccién de maiz duro seco -grano seco- con 13
% de humedad y 1 % de impurezas de 1.801.766 toneladas con un rendimiento de 6,56 [t/ha] y de

maiz seco suave -grano seco- 61.275 toneladas con un rendimiento de 1,37 [t/ha] (INEC, 2019).

2.2.1.5 Plagas de mazorca y almacenamiento

Los insectos plagas de granos almacenados varian de acuerdo con la region, la estacion del
afio, el sistema y el periodo de almacenamiento. Dentro del grupo de plagas primarias sé -
destacan- el gorgojo del maiz -Sitophilus zeamais M.-, el barrenador grande del grano -
Rhizopertha dominica- y la palomita de los cereales -Sitotroga cereallela-. Entre las plagas
secundarias sé -destacan- la polilla bandeada -Plodia interpuctella-, el escarabajo castafio
-Tribolium castaneum- y el barrenador de los granos -Rhyzoperta dominica-. (Loza y

Otermin, 2012; p.8)

Sitophilus zeamais puede hallarse en el grano guardado del afio anterior o en las mazorcas
que han permanecido por un periodo prolongado en el campo y han sufrido ataques por las aves o
con falta de cobertura. Estas mazorcas al ser almacenadas junto a las mazorcas sanas, permiten

una rapida propagacion de la plaga (YYanez et al., 2010).
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Esta plaga ademas de alimentarse y destruir al grano, lo contaminan con bacterias, virus y
hongos, infectdndolos con sus excrementos y cuerpos muertos, por otra parte, debido al
metabolismo de estos insectos producen una condicion anormal del grano, disminuyen la calidad

alimentaria, se reduce el valor econémico y el poder germinativo de las semillas (Alvarado, 2017).

Otra de las plagas de gran importancia es Sitotroga cerealella -Oliv-. Ataca todo tipo de
cereal, pero en mayor medida al maiz y trigo llegando a ocasionar pérdidas de la mitad de

produccion de trigo y de maiz una cuarta parte de la produccion (Pefia et al., 2019).

2.2.2 Gorgojo del maiz -Sitophilus zeamais Motschulsky-

El Sitophilus zeamais “considerado como un insecto procedente de la India” (Alvarado,
2017; p. 7), es un pequefio escarabajo de color obscuro o pardo, se le diferencia por el -pico- que
utiliza para alimentarse y con el cual agujerean los granos, se los conoce cominmente como
picudos o gorgojos del maiz y es una importante plaga de los granos almacenados (Morales, 2019;

p.10).
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2.2.2.1 Taxonomia del gorgojo de maiz -Sitophilus zeamais M.-

La clasificacion taxonémica de Sitophilus zeamais M., de acuerdo a Bastida (2016) es la

siguiente:

Reino: Animal

Clase: Insecta

Orden: Coledptera

Suborden: Pollyphaga

Familia: Curculionidae

Género: Sitophilus

Especie: zeamais

2.2.2.2 Morfologia del gorgojo de maiz -Sitophilus zeamais M.-

Es un coledptero con cabeza alargada en forma de pico, con aparato bucal masticador con
proboscide alargada, cuerpo redondeado y exoesqueleto duro y aspero, con tamafios que van desde

1,5 mm hasta 3,5 mm segun la especie (Padilla, 2015).

2.2.2.3 Ciclo de vida del gorgojo de maiz -Sitophilus zeamais M.-

Los gorgojos sobreviven por 7 meses a un afio. Las hembras pueden poner entre 50-250
huevos, con su aparato bucal perforan una cavidad en el grano, ovipositan en su interior y tapan

esta perforacion con un mucilago que luego endurece (Archuleta et al., 2012), las hembras colocan
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un huevo dentro de cada grano, pudiendo depositar de 8 a 10 huevos por dia. EI huevo mide 0,7
mm con forma oval y eclosiona de 3-5 dias después de ser depositado. De este salen larvas blancas,
sin patas, de cuerpo grueso con cabeza pequefia (Patifio, 2019), “que se alimentaran del

endosperma” (Pizarro et al., 2014; p.172).

“La larva pasa en el interior del grano cerca de un mes antes de llegar al estado de pupa,
en este estado permanece una semana y finalmente emerge al exterior como adulto” (Archuleta et
al., 2012; p. 266), como se puede apreciar en el ciclo de vida del insecto en la figura 1, “Las
condiciones de reproduccion requieren temperaturas entre 15y 34 °C y 40 % de humedad relativa”

(Patifio, 2019; p. 10).

Figura 1 Ciclo de vida del insecto Sitophilus zeamais

Nota. Se muestra el ciclo de vida de Sitophilus zeamais posee 4 fases larvales por los cuales

pasa en un periodo de 19-34 dias antes de llegar a convertirse en adulto. Fuente: Patifio (2019).
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2.2.2.4 Dafio directo e indirecto que provoca el gorgojo de maiz -Sitophilus zeamais

El dafio directo se da cuando Sitophilus zeamais M., se alimenta del embridn o endospermo,
generando disminucion de la calidad nutritiva, menor peso del grano de maiz y limita la capacidad
germinativa de las semillas. Ademas, se produce el dafio directo por contaminacion con el
excremento y formacion de telas por las polillas. Los dafios indirectos suceden por presencia de

humedad y temperatura alta lo que hace que rechacen el producto en el mercado (Vaca, 2019).

2.2.3 Santa Maria -Tanacetum parthenium L.-

Tanacetum parthenium L., pertenece a la familia Asteraceae. Se encuentra naturalmente
en Asia Central, Europa y la region mediterranea y se ha adaptado a regiones con climas templados,
se le conoce como -feverfew- en el idioma Ingles y en el espafiol como Santa Maria (Benassi et

al., 2019).

2.2.3.1 Descripcién de la Santa Maria -Tanacetum parthenium L.-

Tanacetum parthenium L. es una planta herbacea perenne, muy aromatica al estrujarse,
hasta de 80 cm de alto, pubérula en los tallos mas jovenes, hojas e involucros; tallos mas o
menos ramificados, erectos; hojas bipinatifidas, de contorno eliptico, hasta de 8 cm de
largo; con + 50 bracteas, las exteriores lineales, las interiores oblongas, hasta de 4 mm de
largo; receptaculo convexo o hemisférico; las flores liguladas 10 a 21 -algunas formas
cultivadas se observa més-, sus corolas blancas, las laminas oblongas de 2,5 a 8 mm de
largo; con + 250 flores de disco, sus corolas amarillas, tubulosas de + 1,5 mm de largo; la

forma de aquenios es cilindricos de £ 1,5 mm de largo, provistos de 5 a 10 costillas, glabros,
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vilano en forma de corona diminuta y crece a una altitud de 2250-2550 m., como se puede

apreciar en la figura 2. (Mendoza, 2015; pp. 28-29)

Figura 2: Tanacetum parthenium L.

Nota. Santa Maria -Tanacetum parthenium L.- en estado de floracion. Fuente: Autor.
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2.2.3.2 Taxonomia de la Santa Maria -Tanacetum parthenium L.-

La clasificacion botanica de la Santa Maria segun Pareek et al. (2011) es la siguiente:

Reino: Plantae

Subreino: Trachiobionta (plantas vasculares)

Super division: Spermatophyta (plantas con semillas)

Division: Mangliophyta (plantas florecidas)

Clase: Magnoliopsida (dicotiledoneas)

Subclase: Asteridae

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Género: Tanacetum

Especie: Tanacetum parthenium

2.2.3.3 Usos y aplicaciones de la Santa Maria -Tanacetum parthenium L.-

Las partes aéreas de esta planta se utilizan ampliamente en la medicina popular para el
tratamiento de la fiebre, la migrafia, la artritis reumatoide, la gastritis, las picaduras de insectos, la

infertilidad, los problemas dérmicos y menstruales (Benassi et al., 2019).
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Algunas especies de este género se han utilizado tradicionalmente en insecticidas,

cosméticos, balsamos, colorantes, medicamentos y conservantes (Mohsenzadeh et al., 2011).

2.2.3.4 Composicion quimica de la Santa Maria -Tanacetum parthenium L.-

El aceite esencial estd conformado de grandes cantidades de sesquiterpenos tipo lactona,
particularmente la partenolida, principal constituyente en una proporcion de 85 % del contenido
total de sesquiterpenos y flavonoides, que exhiben una fuerte actividad antibacteriana (Mendoza,

2015; Mohsenzadeh et al., 2011; Silveira et al., 2016).

Segun el screening fitoquimico realizado por Fuertes et al. (2010) la Santa Maria contiene
saponinas -esteroidales, triterpenoides y aza-esteroidales-; triterpenoides y esteroides libres;

taninos; quinonas -naftoquinonas y antraquinonas- y alcaloides.

T. parthenium L. contiene compuestos fendlicos flavonoides como la -luteina y apigenina-
y terpenoides tipo mono y sesquiterpeno -a-metilenbutirolactonas- los méas abundantes

monoterpenos tales como el germacrano D, B-farneseno y alcanfor (Mendoza, 2015).

2.2.4 Insecticidas

Un insecticida es un compuesto quimico de tipo biocida empleado para eliminar insectos

plaga (Miranda, 2016).

2.2.4.1 Insecticidas quimicos

El control del gorgojo de maiz se ha realizado lo largo del tiempo a gran escala mediante

insecticidas sintéticos, actuando estos de manera preventiva y curativa, siendo el mas empleado el
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fumigante fosfina, este es aplicado al grano en movimiento o en el momento de trasladar el grano

de un lugar a otro (Helder, 2014).

En Ecuador el fumigante autorizado para controlar el ataque de Sitophilus zeamais M., a
granos almacenados es la Fosfina -Fosfuro de magnesio y Fosfuro de Aluminio- esto de acuerdo a
-AGROCALIDAD- La Agencia de Regulacion y Control Fito y Zoosanitario (AGROCALIDAD,

2016).

2.2.4.2 Fumigante: Gas fosfina

La fosfina -fosfuro de hidrégeno PH3- es un gas incoloro, este se difunde al interior del
grano y actta sobre todos los estadios de desarrollo del insecto, siendo letal inclusive para
las plagas primarias. La fosfina no posee efecto residual, es decir, no ofrece proteccion
posterior y no afecta el poder germinativo de las semillas. (Morales, 2019; p. 12). La fosfina
-PH3- es altamente toxica a humanos y otros animales. Se debe evitar la exposicion de
organismos no objetivo. (AGROCALIDAD, 2016; p. 9). En la tabla 1, se muestra las

formulaciones registradas en Ecuador para el control de Sitophilus zeamais M.:

Tabla 1

Formulaciones de fumigantes registradas en Ecuador

Producto Tipo Unidades y peso en gramos Gramos de fosfina
Gastoxin FA 1 tableta; 3.0 1.0
Gastoxin FA 1 pellet; 0.6 0.2

Nota. FA: Fosfuro de aluminio, datos tomados de AGROCALIDAD (2016).



25

2.2.5 Aceites esenciales como insecticidas

2.2.5.1 Aceites esenciales

Son originados de forma natural por el metabolismo secundario de las plantas derivados de
los terpenoides, con mas de cien componentes quimicos organicos, en mezclas complejas de

fracciones volétiles y sustancias aromaticas liquidas (Costa et al., 2020).

2.2.5.2 Usos de los aceites esenciales

Desde el punto de vista comercial, los aceites esenciales se emplean en 4 formas primarias:
en productos farmacéuticos, potenciadores del sabor en muchos productos alimenticios,
olores en las fragancias y como insecticidas. Numerosos aceites esenciales han mostrado
efectos biocidas sobre bacterias, hongos, virus, protozoos, insectos y plantas. (Jaramillo et

al., 2012; p. 56)

2.2.5.3 Métodos de obtencion

El método més frecuente es la extraccion en corriente de vapor -destilacion-. En casos
especificos se utiliza la expresion que consiste en exprimir las cascaras de los citricos, el Ilamado
enflorado con grasas para extraer los aceites esenciales de las flores, la extraccion con disolventes

organicos y la maceracion (Lépez, 2004).

2.2.5.4 Composicion quimica

Los aceites esenciales -AE- estan conformados primordialmente por compuestos

terpénicos formados por isoprenoides, monoterpenos y sesquiterpenos (Jaramillo et al., 2012), en
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menor cantidad los compuestos derivados del fenilpropano -aldehido cindmico, eugenol, anetol,

aldehido anisico y safrol, entre otros- (Lopez, 2004).

2.2.5.5 Mecanismo de accion

Aungue el mecanismo de accion de los aceites esenciales ain no ha sido identificado por
completo, los sintomas presentados por los insectos intoxicados indica un efecto neurotoxico,
ademas, provocan dafios en los mecanismos fisicos como disrupcién de la membrana celular o

bloqueo del sistema traqueal (Arias et al., 2017).

Los aceites esenciales presentan diferentes efectos en los insectos pudiendo ocasionar
trastornos bioquimicos, fisioldgicos y del comportamiento que conducen a su muerte o afectan su

desarrollo y reproduccion (Monteiro et al., 2019).

2.2.6 Bioinsecticidas

Se conoce como bioinsecticida a los recursos utilizados en la exterminacién o manejo de
insectos, que pueden ser de origen microbiano -hongos, bacteria, virus- 0 bioquimico -origen

boténico- (Mendoza, 2016).

2.2.6.1 Plaguicidas botanicos

Se conoce como plaguicidas botanicos a los extractos 0 metabolitos secundarios de las
diferentes especies vegetales. Las plantas presentan diferentes principios activos o una mezcla de
metabolitos tales como saponinas, taninos, alcaloides, di y triterpenoides, entre otros, que

presentan gran actividad insecticida (Nava et al., 2012).
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“La mayoria de especies vegetales que se utilizan en la proteccion vegetal, muestran un
efecto insectistatico” (Alvarado, 2017; p. 1), es decir, “inhiben el desarrollo normal de los insectos
al actuar como repelentes, disuasivos de la alimentacion u ovipostura, disruptores y reguladores

de crecimiento” (Zurita et al., 2017; p.121).

Los efectos mas significativos en el comportamiento de los insectos segun Salvadores et
al. (2007) estdn relacionados con la seleccion del hospedero para alimentacion vy
oviposicion, en cuanto a la alteracion del metabolismo las consecuencias més importantes
son aquellas relacionadas con la duracion del ciclo del insecto, fecundidad y sobrevivencia.

(p. 148)

2.2.6.2 Metabolismo vegetal

Las plantas son seres autosuficientes capaces de biosintetizar una gran variedad de
componentes quimicos superiores a partir de otras mas simples o viceversa, también son
consideradas la mayor fuente de sustancias quimicas que existe, ademas de tener metabolismo
primario presente en todos los seres vivos, poseen un metabolismo secundario con el que pueden
sintetizar y acumular diversos principios activos que pueden ser empleados como defensa contra

herbivoros, virus, hongos y bacterias (Mendoza, 2016).

2.2.6.3 Metabolitos secundarios

Las plantas sintetizan una amplia variedad de moléculas organicas a las que se denominan
metabolitos secundarios, que pueden cumplir funciones determinadas como atrayentes o

repelentes de animales y brinda un medio de defensa contra distintos predadores funcionando
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como pesticidas naturales de acuerdo al metabolito secundario que presenten como se puede

apreciar en la tabla 2 (Bastida, 2016).

Tabla 2 Modo de accién de metabolitos secundarios sobre insectos

Metabolito Modo de accién
secundario
Alcaloides Interfieren en la replicacion de DNA
Interfieren con el transporte en membranas
Inhibicién de enzimas
Agonista de la Acetil Colina
Flavonoides Inhibicion de NADH deshidrogenasa en el transporte respiratorio

Terpenoides

Glicosidos
cianogénicos

Glucosinolatos

Cumarinas

Taninos,
Ligninas y
Quinonas

de electrones

Actian como inhibidores enziméticos y tienen actividad
repelente

Repelentes y disuasorios

Interfieren en el desarrollo de la hormona de la muda y de la
hormona juvenil

Inhibidores de la sintesis de quitina

Inhibicion de hormonas digestivas

Provocan repelencia, inapetencia y evitan la oviposicion
Inhibicion de la citocromo oxidasa en el transporte respiratorio
de electrones

Téxicos y repelentes

Repelentes y disuasorios

Reaccionan de forma irreversible con el ADN

Inhiben el crecimiento de hongos y son toxicas para nematodos,
acaros e insectos

Reductores de la digestibilidad

Brindan una barrera por su sabor amargo
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Piretrinas Actlan sobre los canales de sodio de las neuronas interfiriendo
con el impulso nervioso

Saponinas Repelentes y disuasivos
Alteran la estructura de las membranas

Nota. Informacidn obtenida de Bastida (2016) y Nava et al. (2012).

2.2.6.4 Mecanismo de accion de los bioinsecticidas

Los mecanismos de accion de los bioinsecticidas son los siguientes:

Reguladores de Crecimiento Alteran la metamorfosis produciendo una metamorfosis

precoz, insectos con malformaciones, estériles o muertos (Mindiola, 2019).

“Inhibidores de la Alimentacion Son aquellas sustancias que luego de una pequefia

prueba, el insecto deja de alimentarse y muere por inanicion” (Mendoza, 2016).

“Repelentes Se da en el caso de sustancias que tienen mal olor o efectos irritantes”

(Mindiola, 2019; p. 8).

“Veneno de contacto Mata al insecto plaga por accion directa al entrar en contacto con el

mismo”.

“Confusores. Hace que el insecto no pueda encontrar la fuente de alimento” (Mendoza,

2016; p.16).

“Accion de disfrazar olores. Utiliza los olores fuertes y desagradables que expelen

algunas plantas para ocultar el olor del cultivo principal y evitar que sea atacado por las plagas”

(Mindiola, 2019; p.10).
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2.2.7 Definicién de términos basicos

Aceite esencial: “Los aceites volatiles, aceites esenciales o simplemente esencias, son las
sustancias aromaticas naturales responsables de las fragancias de las flores y otros 6rganos

vegetales” (Lopez, 2004; p. 88).

Repelencia: “Es una respuesta defensiva, fisica o quimica, de las plantas contra los
herbivoros, directamente o a distancia, ademas, reduce la posibilidad de una plaga para utilizarlas

como alimento, refugio o sitio de ovipostura” (Ortiz et al., 2017; p. 222).

Toxico: Cualquier agente que produce una respuesta adversa en un sistema bioldgico.

Concentracion letal media (CLsq): Concentracion, calculada estadisticamente, de una
sustancia en el medio, que se espera que mate al 50 % de los organismos de una poblacion bajo un

conjunto de condiciones definidas (Repetto y Sanz, 1995).

Concentracion letal 90 (CLog): Concentracion, calculada estadisticamente, de una
sustancia en el medio, que se espera que mate al 90 % de los organismos de una poblacién bajo un

conjunto de condiciones definidas.
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3 CAPITULO TRES

MARCO METODOLOGICO

3.1 Nivel de investigacion

El presente estudio es de caracter cuantitativo, ya que la variable dependiente es numeérica,
con un nivel de medicion de razén. El enfoque del estudio es de tipo experimental, ya que se busca
determinar la causa-efecto; es decir, observar el porcentaje de toxicidad o repelencia que genera el

bioinsecticida.

3.2 Disefio de investigacion

Se realiz6 una investigacion experimental para lo cual se desarrolld la siguiente

metodologia:

3.2.1 Obtencién del aceite esencial

La obtencion del aceite esencial se realizo mediante el método de destilacion por arrastre
de vapor, para separar el agua del aceite se ocup6 un decantador y para purificarlo se utilizé una

centrifuga (Bravo, 2019; p. 29).

La materia prima se recolecté es estado de floracion de la Santa Maria, en la parroquia
Guapan, luego se realizo una limpieza y desinfeccion usando agua destilada con hipoclorito de
sodio al 1 %, se procedié a secar el material vegetal a temperatura ambiente por tres dias teniendo
cuidado que el sol no dé directamente sobre la materia prima y por ultimo se procedié a trozar el

material vegetal -ver anexo A-.
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La destilacion por arrastre de vapor se realiz6 en el laboratorio de ciencias de la vida de la
Universidad Politécnica Salesiana en el equipo para destilacion con capacidad de destilar 2 kg en
un tiempo de 2 horas, para separar el agua del aceite esencial se ocupé un decantador de 500 mL

y para purificarlo se utilizé una centrifuga a 3000 rpm durante 8 minutos -ver anexo B-.

“El aceite esencial obtenido fue almacenado en una botella ambar en refrigeracion con

temperatura de 6 a 10 °C para preservar sus caracteristicas” (Monteiro et al., 2019; p.330).

3.2.2 Determinacioén de la composicién quimica del aceite esencial

Se realizo en la Universidad Estatal de Bolivar -UEB-, en los laboratorios de investigacion
y vinculacion, mediante un cromatdgrafo de gases Agilent Technologies modelo 7890A, equipado
con un puerto de inyeccidn Split [250 °C, relacion de split 1:10]. Los espectros de masa se
obtuvieron por impacto de electrones con energia de 70 eV, en un cromatografo de gases Agilent
Technologies modelo 5977A, equipado con un puerto de inyeccion Split [250 °C, relacién de split
1:10]. Se us6 una columna capilar de silice fundida HP-5MS de 30 m x 0,25 mm de didmetro
interior, con fase estacionaria de 5 %-fenil-poli-metilsiloxano- de 0,25 um de grosor. El gas de
arrastre fue helio con flujo de 1 mL/min. El horno fue programado a temperatura inicial de 40 °C
con aumento de 2 °C por minuto hasta llegar a 180 °C, luego con aumento de 20 °C hasta llegar a
la temperatura final de 260 °C. La identificacién de los picos obtenidos se realizd con la base de

datos National Institute of Standards and Technology -NIST 14-.

3.2.3 Crianza de insectos Sitophilus zeamais M

Primero, antes de introducir los insectos adultos de Sitophilus zeamais, los granos fueron

expuestos a -6 °C por tres dias, para eliminar posibles contaminantes (Domingues et al., 2020).
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Para establecer la colonia con la que se realiz6 los bioensayos se siguid la metodologia
descrita por Cerna et al. (2010), se tomaron insectos adultos sin sexar de maiz infestado y se
colocaron en recipientes de vidrio con granos de maiz sano, por un periodo de 5 dias. Después del
periodo de oviposicion los adultos fueron removidos y la cdmara de crianza con los granos
ovipositados se mantuvo a una temperatura de 25 + 2 °C y fotoperiodo 18:6 horas luz:oscuridad

hasta obtener la siguiente generacion -ver anexo C-.

La obtencién y crianza de los insectos Sitophilus zeamais Motschulsky se realiz6 en la
parroquia Guapan [coordenadas -2.704872, -78.862103] ubicada en la Provincia de Cafiar, de los
agricultores de la zona que guardan el maiz sin el empleo de insecticidas quimicos, para evitar
resultados erroneos. Asi mismo, el grano de maiz con el que se realizo la crianza de los insectos

fue obtenido en esta localidad.

3.2.4 Pruebas preliminares

Se llevaron a cabo pruebas preliminares de toxicidad por contacto con grano tratado para
determinar el efecto de cada componente por separado del bioinsecticida sobre Sitophilus zeamais
Motschulsky. Las concentraciones evaluadas de aceite esencial fueron mezcladas con acetona y se
dejo evaporar por una hora, las concentraciones evaluadas fueron 0,5; 1; 1,5; 2y 4 % [v/v], 1 mL
de acetona, 10 mL de Polisorbato 20 -Tween 20- y 1 mL de agua Milig. La metodologia empleada
fue la descrita por Gonzalez et al. (2016), con algunas modificaciones, para lo que se mezclé en
un tubo de ensayo las diferentes concentraciones de aceite esencial con acetona. Se evalud por
separado el Polisorbato 20, agua Miliq y la acetona. Se coloco cada componente en los vasos
plasticos con 20 g de maiz, luego, se cubrid los vasos con sus tapas perforadas y cubiertas con tela

tul para permitir el intercambio gaseoso y evitar que los insectos escapen. Los vasos se agitaron
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manualmente durante dos minutos y se infesté con 10 adultos de S. zeamais no sexados, en un
disefio completamente al azar con 4 repeticiones de cada tratamiento, los resultados se

determinaron despueés de 3 dias -ver anexo D-.

3.2.5 Formulacion del bioinsecticida

Para la formulacion del bioinsecticida se usé la metodologia descrita por Oliveira et al.
(2017) con algunas modificaciones. Se desarrollé mediante la adicion gota a gota de surfactante
en un recipiente de vidrio con agitacion magnética durante 10 min. Luego, el ingrediente activo se
adicion6 lentamente. La mezcla -tensioactivo y el ingrediente activo en fase oleosa- fue
homogeneizada por agitacion magnéetica a temperatura ambiente. Después de 20 min, se afiadid
agua pura Miliq -fase acuosa-. El sistema se mantuvo bajo agitacion segln las proporciones

determinadas a temperatura ambiente hasta su completa homogeneizacion.

3.2.6 Bioensayos de repelencia, toxicidad y proteccion

3.2.6.1 Bioensayo de repelencia

Se realizé segun la metodologia de Gonzélez et al. (2016) con pequefias modificaciones,
el bioensayo consistié en una arena de libre eleccién formada por cinco vasos plasticos con sus
tapas perforadas y cubiertas con tela tul para permitir el intercambio gaseoso y evitar que los
insectos escapen, estando un vaso central conectado a los otros cuatro por medio de una manguera
transparente de %2 de diametro y de 10 cm de largo en posicion diagonal formando una -X-. Las
concentraciones evaluadas del bioinsecticida fueron 0,5; 1; 1,5y 2 % [v/v], estas se mezclaron con
acetona y con 20 g de maiz que se ubicaron en dos vasos plasticos diagonalmente opuestos dejando

1 hora destapados para que la acetona evapore. En los otros dos vasos se ubico el testigo consistente
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en el grano mezclado con acetona esta se dejo 1 hora para que evapore la acetona. Luego, en el
recipiente central se liberaron 20 insectos adultos sin diferenciacion de sexo y después de 24 horas
se contd el nimero de insectos por vaso. Cada tratamiento consto de 4 repeticiones con disefio

completamente al azar -ver anexo E-.

Para determinar el indice de repelencia se utilizd la formula propuesta por Mazzonetto
(como se citd en Granados et al., 2016; p.432) que es IR = 2G/ (G + P), donde: IR= indice de
repelencia corregido, G= porcentaje de insectos en el tratamiento, P= porcentaje de insectos en el

testigo, teniendo los significados en la tabla 3.

Tabla 3 Significado del indice de repelencia corregido

indice de repelencia (IR) Significado

IR=1 Neutro

IR>1 Atrayente

IR<1 Repelente

0,76-0,99 Repelencia débil
0,51-0,75 Repelencia moderada
0,26-0,50 Repelencia alta
0,0-0,25 Repelencia muy alta

Nota. Informacién obtenida de Aros et al. (2019) y Granados et al. (2016).

3.2.6.2 Bioensayo de toxicidad

Este bioensayo se realizé con la metodologia de Gonzalez et al. (2016), la cual consistio
en mezclar en vasos pléasticos 20 g de maiz con el bioinsecticida en concentraciones de 0,5; 1; 1,5;

2y 4 % [v/v], mas un testigo con acetona. A continuacion, los frascos se dejaron por una hora a
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temperatura ambiente y posteriormente cada frasco se infest6 con 10 adultos de S. zeamais M. sin
sexar. Luego, cada frasco se cubri6 con sus tapas perforadas mas una tela de tul para permitir el
intercambio gaseoso Yy evitar el escape de insectos. Cada tratamiento se realizd con 4 repeticiones
y los frascos fueron almacenados en oscuridad total. La mortalidad se evalud a las 24, 48 y 72

horas, luego a los 15 y 30 dias de iniciado el bioensayo -ver anexo F-.

Se determind el porcentaje de mortalidad, el cual fue corregido por la formula de Abbott

(1925).

Donde:

MC =Porcentaje Mortalidad Corregida

Mtr = Porcentaje Mortalidad en el tratamiento

Mte =Porcentaje Mortalidad en el testigo absoluto

Se considera insecto muerto cuando no tiene movilidad locomotora o presente

movimientos descoordinados tendientes a la muerte (Gomez et al., 2016; p. 118).

3.2.6.3 Bioensayo de proteccion

Se determind la pérdida de peso del grano a los 30 dias de infestacion -DDI-, por diferencia,

entre el peso inicial (20 g) y final del grano (Gonzalez et al., 2016) -ver anexo G-.

El porcentaje de pérdida de peso fue calculado siguiendo el metodo de la FAO (como se

citd en Nwachukwu y Asawalam, 2014) de la siguiente manera:
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.y [UN — (U +D)]
% pérdida de peso = 0N x 100
a

donde: U - peso de la fraccion no dafiada en la muestra, N - nimero total de granos en la muestra,

Ua - peso promedio de los granos no dafiados, D - peso de la fraccion dafiada en la muestra.

3.2.6.4 Prueba de germinacion

A los 30 DDI se realiz6 una prueba de germinacion con 10 semillas por unidad
experimental a temperatura ambiente [20 £ 5 °C], durante siete dias en platos plasticos con papel
filtro humedecido en su base y cubiertos con tierra, luego se determind el porcentaje de

germinacién (Gonzalez et al., 2016) -ver anexo H-.

3.3 Poblacion y muestra

La poblacion utilizada en esta investigacion fue 100 adultos sin sexar de Sitophilus zeamais
M., obtenidos de la parroquia Guapan, escogidos al azar de maiz infestado, esta fue una poblacion

accesible.

La muestra fue la generacién F1 obtenida a partir de los 100 adultos sin sexar de Sitophilus

zeamais M. y fueron elegidos de manera aleatoria en un muestreo al azar simple.

3.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Para el desarrollo de la investigacion, en primer lugar, se realizO mediante la técnica
inductiva-deductiva basada en la observacion de los hechos y fendmenos que ocasiona el gorgojo
de maiz al grano almacenado y el olor fuerte de la hierba de Santa Maria que podria controlar estos
fendmenos, luego, se obtuvo informacion teorica y referencial de articulos, tesis e investigaciones

publicadas en base de datos publicas y de la Universidad Politécnica Salesiana, que, a traves de la
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pagina personal permite el acceso a la base de datos de Scopus, Springer, Web of Science, entre
otros; y por ultimo se realiz6 el método experimental utilizando el aceite esencial de la hierba de
Santa Maria en la formulacion de un bioinsecticida para el control del gorgojo de maiz,

comprobando los efectos mediante los bioensayos ya mencionados.

3.4.1 Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Los datos fueron obtenidos de 8 tratamientos con 4 repeticiones de cada uno para las
pruebas preliminares; 5 tratamientos y 4 repeticiones de cada ensayo, para el bioensayo de
repelencia siendo un tratamiento el testigo y para los demas bioensayos se realizaron 6 tratamientos

con 4 repeticiones de cada uno, siendo un tratamiento el testigo.

Los bioensayos de repelencia y toxicidad se corrigieron mediante las formulas del indice
de repelencia y Abbot respectivamente ya descritas anteriormente. Luego, estos resultados se
sometieron a un analisis estadistico para lo que se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar -DCA-

y fueron sometidos a un andlisis de varianza con la ayuda del software IBM SPSS Statistics 25.
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4 CAPITULO CUATRO
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Obtencién del aceite esencial

La obtencion del aceite esencial se realiz6 en 6 dias, utilizando un total de 12 kg de materia
prima, obteniendo 5 mL de aceite esencial de Santa Maria -Tanacetum parthenium L.-, con un
color verde opaco y el olor concentrado caracteristico de la planta, el aceite esencial fue conservado

en una botella ambar a refrigeracion con temperatura de 6 °C para su posterior uso -ver anexo I-.

La densidad obtenida del aceite esencial de Tanacetum parthenium L. fue de 0,93 g/mL
calculada a partir del peso de su volumen en un recipiente calibrado, lo que concuerda con (Pavela
et al., 2010; Végh et al., 2016), que empleando el mismo método obtuvieron la densidad de 0,93

g/mL.

Con la densidad relativa y el volumen obtenido del aceite esencial, calculamos la masa del

aceite con la siguiente formula:

m=DXV
m=093-L x5mL
mlL

m=4,65g
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Luego con la masa obtenida y el peso total de la materia prima utilizada, calculamos el %

de rendimiento con la formula propuesta por Ovares (2016).

. . ma.e
% rendimiento = — x 100
MV
Donde:

m, . = masa del aceite esencial (g).
myy = Masa de materia prima (g).

. 65 g

% rendimiento = m x 100 %

%rendimiento = 0,039 [P/ p

El rendimiento obtenido del aceite esencial de Tanacetum parthenium L. fue de 0,039 [p/p],
equivalente a 0,04 % [v/p], esto concuerda con lo expuesto por Ovares (2016), que menciona que
en general el porcentaje de rendimiento de aceite esencial de especies vegetales es muy bajo, este

se encuentra por debajo a un 2 % en peso.

Usando el mismo equipo para la obtencién de aceite esencial que en el presente estudio
Bravo (2019) obtuvo un rendimiento de 0,10 % [v/p] para las hojas de Schinus molle. En el estudio
realizado por Shafaghat et al. (2017) usando el método de hidrodestilacion para la obtencion del
aceite esencial de las hojas de Tanacetum parthenium L., obtuvieron un rendimiento de 0,8 %
[v/p], utilizando el mismo método en las partes aéreas de la planta, Akpulat et al. (como se cit6 en

Végh et al., 2016) alcanzaron un rendimiento de 0,78 % [v/p]. Mientras que, Sharopov et al.
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(2015) alcanzaron un rendimiento del 0,1 al 0,2 %. Omidbaigi et al. (2013), compararon si el
método de secado en las flores intervienen en el rendimiento del aceite esencial obteniendo con
las flores secadas a la sombra 0,48 % [p/p], las flores secadas al sol 0,27 % [p/p] Y las flores
secadas en un horno a 40 °C 0,42 % [p/p]. Las diferentes variaciones porcentuales de contenido
de aceite esencial en la especie Tanacetum parthenium L., puede ser objeto de los métodos
empleados en la obtencion del aceite esencial, de las diferentes zonas y condiciones en las que
fueron cultivadas las especies, el manejo y tratamiento que se dio a la materia prima, asi como, al
diferente manejo de las condiciones de los equipos como la temperatura, la presion y el tiempo de

destilacion.

4.2 Determinacion de la composicion quimica del aceite esencial

El anélisis mediante cromatografia de gases acoplado al espectrometro de masas -GC/MS-
identificd un total de 99,91 % de los componentes del aceite esencial de Tanacetum parthenium

L., los resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4 Resumen de los principales componentes del aceite esencial de Tanacetum

parthenium L.

N° Compuesto RT [min] %

1 a-Pineno 9,758 3,05
2 Canfeno 10,541 10,23
3 p-cimeno 14,913 8,11
4 Crisantenona 21,282 3,98
6 Alcanfor 22,853 37,85
7 Acetato de transcrisantenilo 28,734 2,13
8 Acetato de bornilo 31,996 5,63

Nota. Componentes mayoritarios del aceite esencial de Tanacetum parthenium L. valores
obtenidos por GC/MS en los laboratorios de la Universidad Estatal de Bolivar. RT = tiempo de

retencién en minutos. Datos acoplados por el autor. -Para los datos completos ver anexo J-.

Como se puede apreciar en la tabla 4 se identificaron 8 componentes que representan el
70,98 % de la composicion total del aceite esencial de Tanacetum parthenium L., los componentes
principales fueron los monoterpenos alcanfor [37,85 %], canfeno [10,23 %], p-cimeno [8,11 %] y
acetato de bornilo [5,63 %], estos resultados concuerdan con (Mohsenzadeh et al., 2011;
Omidbaigi et al., 2013; Pavela et al., 2010; Shafaghat et al., 2017; Sharopov et al., 2015) que
presentan componentes similares a los encontrados en la presente investigacion, aungue, con
variaciones en el contenido de los componentes, esto puede ser debido a los diferentes paises en
los que se realizd la identificacion de los componentes principales del aceite esencial de Tanacetum

parthenium L.
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4.3 Crianza de insectos Sitophilus zeamais M

Se establecid la colonia con la que se realizd los bioensayos, mediante la seleccion al azar
de 100 insectos adultos sin sexar y se colocaron en una cdmara de crianza con 2 kg de granos de
maiz no infestado, por un periodo de 5 dias. Después del periodo de oviposicion los adultos fueron
removidos y la cdmara de crianza con los granos ovipositados se mantuvo a una temperatura de 25

+ 2 °C y fotoperiodo 18:6 horas luz:oscuridad hasta obtener la siguiente generacion.

Los insectos adultos son féciles de diferenciar porque estos perforan los granos de maiz
para ovopositar en su interior y cuando se convierten en adultos emergen al exterior del grano, por
lo que, los insectos utilizados en las pruebas fueron los que se encontraban en el exterior de los

granos.

De acuerdo a Patifio (2019) las hembras depositan un huevo dentro de cada grano, lo que
no concuerda con lo obtenido en la crianza realizada, pues, en varios granos se observd el
desarrollo de hasta 3 insectos, estos cambios observados pueden ser debido a la cantidad de maiz
empleado para la crianza, ya que al existir una cantidad limitada de granos estos deben abarcar el

desarrollo de mas de un insecto.

Segun Patifio (2019) el periodo del insecto Sitophilus zeamais M. hasta llegar a convertirse
en adulto es de 19-34 dias; Archuleta et al. (2012) propone entre 34 y 43 dias hasta obtener insectos
adultos, esto en condiciones Optimas, con temperaturas entre 15y 34 °C, 40 % de humedad relativa
y fotoperiodo de 18:6 horas luz:oscuridad; la crianza realizada se llevo a cabo en 60 dias, si bien
los resultados no estan entre los rangos propuestos esto puede ser efecto de las condiciones en las
que se efectud la crianza, entre la condicion mas influyente esta la temperatura, ya que, a

temperaturas bajas la actividad de los insectos disminuye y no encuentran las condiciones
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necesarias para su reproduccion, esto se evidencio en la camara de crianza que en los primeros 15
dias no se observo actividad de los insectos, luego de alcanzar la temperatura de 25 + 2 °C él

desarroll6 de la generacién F1 se dio en 45 dias -ver anexo K-.

4.4 Pruebas preliminares

El aceite esencial de T. parthenium L. mostrd toxicidad por contacto con grano tratado
sobre S. zeamais M. segun las diferentes concentraciones empleadas. Los datos obtenidos fueron
sometidos a analisis de varianzas ANOVA -ANalysis Of VAriance- de un factor, a continuacién,
se presentan los resultados obtenidos después de 3 dias de aplicacion de cada tratamiento, para lo

cual se propuso las siguientes hipotesis, con un nivel de significancia de o=0,05.

Ho: No hay diferencias entre las medias de los diferentes tratamientos: wi=p.... = -el

aceite esencial no tiene efecto téxico-.

H:: Al menos un par de medias son significativamente distintas una de otra -el aceite

esencial tiene efecto téxico-.

Tabla 5 ANOVA de un factor segun el programa IBM SPSS Statistics 25

GL SC MC F Sig.
Tratamientos 7 378,469 54,067 28,676 0,000
Error 24 45,250 1,885
Total 31 423,719

Nota. Datos acoplados obtenidos del programa IBM SPSS Statistics 25 por el autor. Con

un nivel de significancia de a=0,05.
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De acuerdo a la tabla 5 la significancia es menor a 0,05 se rechaza la Ho y se acepta la Hi,
demostrando que, existe diferencia entre los distintos tratamientos aplicados, es decir, el aceite

esencial de Tanacetum parthenium L. tiene efecto tdxico sobre Sitophilus zeamais M.

Para determinar las diferencias entre las medias obtenidas de cada tratamiento, los datos

fueron sometidos a la Prueba de Tukey, los resultados se presentan en la siguiente tabla.

Tabla 6 Subconjuntos homogéneos de la Prueba de Tukey segun el programa IBM SPSS

Statistics 25
Toxicidad
HSD Tukey @ Subconjunto para alfa = 0,05
Tratamientos aplicados N 1 2 3 4
Acetona 4 X
Polisorbato 20 4 X
Agua milig 4 X
0,5% 4 X
1% 4 X X
15% 4 X X
2% 4 X X
4% 4 X
Sig. 1,00 ,133 213 ,325

Nota. Se visualizan los subconjuntos homogéneos. a. Utiliza el tamafio de la muestra de la
media armonica = 4,000. Fuente: Datos obtenidos del programa IBM SPSS Statistics 25 por el

autor.
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Los datos expresados en la tabla 6 muestran que medias son significativamente diferentes
de otras con un nivel de confianza del 95 %. En donde cada subgrupo en la linea horizontal
numerada de 1 a 5 con -X- verticales representan los grupos homogéneos que no tienen diferencias
estadisticamente significativas entre ellos, por lo que, se podria decir que la acetona, el polisorbato
y el agua pura milig no muestran diferencia significativa, al igual que, las concentraciones de 0,5;
1y 1,5 % que son grupos homogéneos, también, las concentraciones 1; 1,5y 2 %, por altimo las
concentraciones 2 y 4 % son grupos homogéneos, obteniendo efecto de toxicidad sobre Sitophilus
zeamais M. a partir de la concentracion de 0,5 % de aceite esencial y el mayor efecto con la

concentracion de 4 % de aceite esencial.

Con las medias obtenidas se realizd la siguiente figura que muestra que a mayor

concentracion de aceite esencial existird mayor toxicidad.
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Figura 3 Toxicidad obtenida segun las diferentes concentraciones evaluadas
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Nota. Se muestra las diferentes medias obtenidas de cada tratamiento realizado
transcurridos 3 dias de la aplicacién de cada tratamiento. Realizada con el programa IBM SPSS

Statistics 25. Fuente: Autor -ver anexo L-.

En la figura 3 se puede apreciar que la acetona, polisorbato y agua milig no interfieren en
el ciclo de vida normal del insecto S. zeamais M., ya que los porcentajes de toxicidad obtenidos
fueron de 5 %. Mientras que, con 0,5; 1; 1,5; 2 y 4 % de aceite esencial se obtuvo 40; 53; 68; 78 y
100 % de toxicidad respectivamente, demostrando que a mayor concentracion de aceite esencial
mayor es el efecto tdxico sobre S. zeamais M., mostrando mejores resultados con las

concentraciones de 2 y 4 % de aceite esencial.
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Estos resultados concuerdan con el estudio realizado por Oliveira et al. (2017), aunque en
la formulacién realizada utilizaron el aceite esencial de L. sidoides y surfactante -Procetyl-,
demostraron en las pruebas preliminares que el aceite esencial es el responsable de la toxicidad
sobre S. zeamais M., y que los componentes diferentes del aceite esencial como el solvente acetona

y el surfactante no interfieren en la supervivencia de los insectos.

45 Formulacion del bioinsecticida

Se realiz6 en el laboratorio de ciencias de la vida de quimica general de la Universidad
Politécnica Salesiana, mediante la adicidén gota a gota de 16 mL de surfactante Polisorbato 20 -
Tween 20- en un vaso de precipitacion de 50 mL con agitacién magnética durante 10 minutos.
Luego, se adiciond lentamente 2 mL del ingrediente activo -aceite esencial de Tanacetum
parthenium L.-. La mezcla fue homogeneizada por agitacion magnética a temperatura ambiente.
Después de 20 minutos, se afiadié 22 mL de agua pura Milig. El sistema se mantuvo bajo agitacion
magnética durante 2 horas y la formulacion fue almacenada en un vial &mbar, en la oscuridad a

temperatura ambiente -ver anexo M-.

Tabla 7 Comparacion de métodos realizados para la formulacion

Cantidad de componentes de formulacion

Surfactante Principio activo - Agua pura Total
Ejecutor aceite esencial- Milig
Oliveiraet 72 mL Procetyl® 18 mL Lippia 10 mL 100 mL
al. (2017) AWS sidoides
Autor 16 mL 2 mL Tanacetum 22 mL 40 mL
Polisorbato 20 parthenium L.

Nota. Informacion acoplada de Oliveira et al. (2017) a la informacion obtenida por el autor.
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Se desarroll6 teniendo como base la formulacion realizada por Oliveira et al. (2017), como
se puede apreciar en la tabla 7, con cambios en la cantidad, tipo de surfactante y principio activo,
esto en principio por la cantidad obtenida de aceite esencia de Tanacetum parthenium L. y luego
por la densidad alcanzada en la formulacion realizada se modifico los valores de los componentes

del bioinsecticida.

4.6 Bioensayos de repelencia, toxicidad y proteccion

4.6.1 Bioensayo de repelencia

El bioinsecticida mostr6 efectos de repelencia segun las diferentes concentraciones

empleadas, segun lo demuestra los datos obtenidos.

Estos datos fueron sometidos a analisis de varianzas ANOVA de un factor, a continuacion,
se presentan los resultados obtenidos transcurridas 24 horas, para lo cual se propuso las siguientes

hipotesis, con un nivel de significancia de a=0,05.

Ho: No hay diferencias entre las medias de los diferentes tratamientos: wi=p.... = -el

bioinsecticida no tiene efecto repelente-.

Hi: Al menos un par de medias son significativamente distintas una de otra -el

bioinsecticida tiene efecto repelente-.
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Tabla 8 ANOVA de un factor segun el programa IBM SPSS Statistics 25

GL SC MC F Sig.
Tratamientos 4 42,800 10,700 4,721 0,011
Error 15 34,000 2,267
Total 19 76,800

Nota. Datos acoplados obtenidos del programa IBM SPSS Statistics 25 por el autor. Con

un nivel de significancia de a=0,05.

De acuerdo a la tabla 8 la significancia es menor a 0,05 se rechaza la Ho y se acepta la Hi,
demostrando que existen diferencias significativas entre las medias aritméticas de los grupos
experimentales, teniendo efecto repelente que pueden ser atribuidas a las distintas dosis del

bioinsecticida empleadas.

Para la compararacion multiple de los distintos tratamientos se utilizé el método LSD -

DMS diferencia minima significativa-, los resultados se presentan el la siguiente tabla.
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Tabla 9 Comparacion maltiple DMS segln el programa IBM SPSS Statistics 25

Comparaciones maltiples
Variable dependiente: indice de repelencia
DMS

Tratamientos 1 2

Testigo X
0,5%
1%

1,5%

X X X X

2%

Nota. Datos obtenidos en el programa IBM SPSS 25. Fuente: Autor. *. La diferencia de

medias es significativa en el nivel 0.05.

Segun la tabla 9 de la diferencia minima significativa existen diferencias entre las
concentraciones empleadas del bioinsecticida en relacién con el testigo, teniendo accion repelente
con todas las concentraciones empleadas, por lo que, el indice de repelencia esta estrechamente
relacionado con la dosis empleada del bioinsecticida es decir a mayor dosis existe una mayor
accion repelente. Con las medias obtenidas de cada tratamiento se obtuvo el indice de repelencia
corregido mediante la formula propuesta por Mazzonetto (como se citd en Granados et al., 2016;

p.432).
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Figura 4 indice de repelencia corregido

Significado de repelencia

Repelencia alta Repelencia moderada

Media indice de repelencia corregido
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Tratamientos

C.V.=19,54%

Nota. Se muestra el indice de repelencia corregido mediante la formula propuesta por
Mazzonetto. Los analisis fueron realizados en el programa IBM SPSS 25. Fuente: Autor. * A, B,
C y D formulacién en concentracion de 0,5; 1; 1,5y 2 % [v/v]. * C.V. = coeficiente de variacion

-ver anexo N-.

La categoria de repelencia esta dada por: IR<1 repelente, IR=0 neutro ¢ IR>1 atrayente
esto segin Granados et al. (2016), de acuerdo a la figura 4 las concentraciones empleadas en este
estudio se puede considerar que el bioinsecticida tiene efecto repelente sobre Sitophilus zeamais
M., Aros et al. (2019) propone intervalos mas especificos para establecer la repelencia como son:
0,00-0,25 repelencia muy alta, 0,26-0,50 repelencia alta, 0,51-0,75 repelencia moderada y 0,76-

0,99 repelencia débil, por lo que, mientras mas cerca estén los valores de O mayor seré la accion
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repelente; de acuerdo a estos valores y las concentraciones empleadas del bioinsecticida se puede
categorizar como repelencia moderada a la concentracion de 0,5 % y repelencia alta a
concentraciones de 1; 1,5y 2 %, teniendo mayor efecto repelente con la concentracion de 2 % con

IR =0,38.

El indice de repelencia en el presente estudio estuvo entre 0,38 y 0,60 sobre Sitophilus
zeamais M., estos resultados coinciden con el estudio realizado por Aros et al. (2019) usando el
aceite esencial de Chenopodium ambrosioides L. -paico- obtuvieron valores entre 0,311 teniendo
variacion en la concentracion de 0,25 % que lo clasifica como neutro. Arias et al. (2017)
obtuvieron indices de repelencia en un rango de 0,2 a 0,7 utilizando aceite esencial de frutos de
Schinus molle L., Costa et al. (2020) evaluaron el indice repelente de Niaouli, eucalipto y orégano
obteniendo IR menores a 1, lo cual los clasifica como repelentes. Gonzélez et al. (2016) evaluaron
el aceite esencial de Eucalyptus globulus Labill y Eucalyptus nitens H. obteniendo efecto repelente
con las dos especies con IR de 0,43-0,62 con E. globulus y de 0,36-0,68 con E. nitens. En el
estudio realizado por Morales (2019) evalué el aceite esencial de menta y de eucalipto obteniendo
IR entre 0,48-0,50 clasificando los tratamientos como repelentes. Pizarro et al. (2014) evaluaron
el aceite esencial de follaje de boldo obteniendo IR menor a 1 con valores entre 0,11-0,23; sin
diferencia significativa entre los tratamientos. Salgado et al. (2012) obtuvieron IR menoresa 1 con
un rango 0,13-0,30. De acuerdo a las diferentes investigaciones se podria considerar a los aceites
esenciales como repelentes hacia S. zeamais M. y aunque, en la presente investigacion el aceite
esencial se empled en un bioinsecticida se podria decir que no incide en la accion repelente, ya
que, los resultados presentados de las investigaciones concuerdan con la presente investigacion,
puesto que, los valores del IR después de 24 horas de aplicado cada tratamiento fue menor a 1,

considerando el bioinsecticida como una alternativa altamente repelente para controlar el ataque
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de S. seamaiz M. a granos almacenados, debido a que, la capa de bioinsecticida que envuelve los

granos luego del tratamiento, tiene influencia sobre el comportamiento de los insectos.

Por otro lado, los adultos de S. zeamais M., mediante el olfato detectan olores extrafios,
evitandolos cuando tienen oportunidad de escoger (Salgado et al., 2012), debido a esto el efecto
repelente es primordial al momento de optar por un aceite esencial para el control de S. zeamais.

De modo general, a mayor repelencia, menor serd el dafio ocasionado al grano por estos insectos.

El efecto repelente puede estar relacionado con la naturaleza lipofilica de los aceites
esenciales, ya que estos interfieren en los procesos esenciales para el desarrollo de los insectos,
ademas del efecto citotdxico de los terpenoides (Bravo, 2019), ya que, segun Arias et al. (2017)
los terpenoides aumentan la actividad repelente al aumentar la dosis. Dado la presencia de
terpenoides tipo mono y sesquiterpeno -a-metilenbutirolactonas- los mas abundantes
monoterpenos tales como el B-farneseno y alcanfor en el aceite esencial de T. parthenium L. y por

consiguiente en el bioinsecticida estos provocan repelencia e inapetencia (Bastida, 2016).

Cabe destacar que, por un fenémeno de potenciacion entre los compuestos, se obtiene un
mayor efecto repelente al aplicar el aceite esencial en conjunto que usando alguno de sus

componentes mayoritarios de manera individual (Pizarro et al., 2014).

4.6.2 Bioensayo de toxicidad

El bioinsecticida ocasiona mortalidad sobre S. zeamais M. de acuerdo a las concentraciones

y el tiempo de exposicion, esto, segun los datos obtenidos.



55

Estos datos fueron sometidos a analisis de varianzas ANOVA de dos factores o modelo
general lineal univariado, con un nivel de significancia de a=0,05 para lo cual se propuso las

siguientes hipotesis:

Ho: No hay diferencias entre las medias de los diferentes tratamientos: pi=p.... = -€l
bioinsecticida no ocasiona mortalidad a S. zeamais M. y no depende de la concentracion ni el

tiempo de exposicion-.

Hi: Al menos un par de medias son significativamente distintas una de otra -el
bioinsecticida ocasiona mortalidad a S. zeamais M y esta depende de la concentracion y el tiempo

de exposicion-.
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Tabla 10 Resultado de ANOVA de dos factores segun el programa IBM SPSS Statistics 25

Prueba de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: Mortalidad Corregida

Origen Tipo Il de gl Media cuadrdtica  F Sig.

suma de

cuadrados
Modelo 160411,5612 29 5131,433 22,336 ,000
corregido
Interseccién  138821,339 1 138821,339 560,568 ,000
Trat 44779,249 5 8955,850 36,164 ,000
Dias 4 22718,744 91,740 ,000
Trat * Dias 20 1237,867 4,999 ,000
Error 90 247,644
Total 321520,860 120
Total 182699,522 119
corregido

Nota. Datos acoplados obtenidos del programa IBM SPSS Statistics 25 por el autor. Con

un nivel de significancia de 0=0,05. a. R al cuadrado =,878 -R al cuadrado ajustada = ,839-.

En la tabla 10 se observa que la fila Modelo corregido se refiere a todos los efectos del
modelo tomados juntos -el efecto de los dos factores, de la interaccion y de la constante o
interseccion-. El nivel critico asociado al estadistico F [sig. = 0,000 < 0,05] nos explica una parte
significativa de la variacion observada en la variable dependiente -mortalidad-. El valor R2=0,878
indica que los tres efectos incluidos en el modelo -Tratamientos, dias y tratamientos*dias- explican

el 87,8 % de la varianza de la variable dependiente -mortalidad-.
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Las siguientes dos filas -Trat y Dias- presentan los efectos individuales de estos factores.
Los niveles criticos sig. = 0,000 en los dos casos indican que poseen mortalidad media
significativamente diferentes. La siguiente fila presenta el efecto de la interaccion Trat*dias con
sig. 0,000 lo cual indica que esta interaccion posee un efecto significativo sobre la mortalidad, por
lo que, se rechaza la Ho y se acepta la Hi, es decir, el bioinsecticida ocasiona mortalidad a S.

zeamais M., y esta depende de la concentracidn y tiempo de exposicion.

Como los datos analizados muestran diferencias entre las medias estadisticas estas fueron
sometidas a la Prueba de Tukey de tratamientos aplicados y los dias en que se tomaron los datos,

a continuacion se presentan los resultados obtenidos.

Tabla 11 Resultado de prueba de Tukey subconjuntos homogeéneos entre la mortalidad y

concentracion segun el programa IBM SPSS Statistics

Mortalidad Corregida

HSD Tukey 2P
Subconjunto
Tratamientos N 1 2 3 4
Testigo 20 X
0,5% 20 X
1% 20 X
1,5% 20 X X
2% 20 X
4% 20 X

Sig. 1,000 ,147 ,887 1,000
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Nota. Se visualizan los grupos en los subconjuntos homogéneos. Se basa en las medias
observadas. EI término de error es la media cuadrética -Error- = 247,644. a. Utiliza el tamafio de

la muestra de la media armonica = 20,000. b. a=0,05.

De acuerdo con el procedimiento de Tukey y la tabla 11, existen diferencias estadisticas
significativas entre el testigo y las concentraciones de bioinsecticida empleadas, siendo grupos
homogéneos las concentraciones 0,5; 1; 1,5 % que no presentan diferencias significativas entre
estos, también son grupos homogéneos sin presentar diferencia significativa las concentraciones
1,5y 2 %, dejando como mejor opcion a la concentracion 4 % que presenta diferencias

significativas respecto a los demas tratamientos.

Tabla 12 Resultado de prueba de Tukey subconjuntos homogéneos entre la mortalidad y

dias de exposicion segun el programa IBM SPSS Statistics 25

Mortalidad corregida

HSD Tukey 2P
Subconjunto
Dias de exposicion N 1 2 3
24 hrs 24 X
48 hrs 24 X
72 hrs 24 X
15 dias 24 X
30 dias 24 X
Sig. ,586 1,000 ,886

Nota. Datos acoplados obtenidos del programa IBM SPSS Statistics 25 por el autor. Se

visualizan los grupos en los subconjuntos homogéneos. Se basa en las medias observadas. El
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término de error es la media cuadratica -Error- = 247,644. a. Utiliza el tamafio de la muestra de la

media armoénica = 24,000. b. 0=0,05 -ver anexo O-.

Segun la tabla 12 no hay diferencia significativa entre los valores de mortalidad obtenidos
a las 24 y 48 horas siendo estos grupos homogeéneos, al igual que los valores obtenidos a los 15y
30 dias, por lo que, se podria decir que se obtiene un mayor efecto de mortalidad a las 72 horas de

aplicacion del bioinsecticida.

Con los datos obtenidos se presenta a continuaciéon las medias de mortalidad en cada
tratamiento aplicado resultante de combinar los factores tratamientos, dias de exposicion y la

mortalidad obtenida.

Figura 5 Gréfico de perfil de tratamientos aplicados, dias de exposicion y toxicidad

obtenida
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Nota. Se muestra la mortalidad corregida mediante la formula propuesta por la FAO. Los

analisis fueron realizados en el programa IBM SPSS 25. Fuente: Autor -ver anexo P-.
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Segun la figura 5 la mortalidad ocasionada por el bioinsecticida esta estrechamente ligada
con la concentracion empleada y el tiempo de exposicidn, teniendo los siguientes valores a las 24
horas 0 % en los diferentes tratamientos, a las 48 horas 40 % con 4 % de bioinsecticida, a las 72
horas 20; 20; 27,5; 37,5y 100 % con 0,5; 1; 1,5; 2 y 4 % de bioinsecticida respectivamente. A los
15 dias se observd una mortalidad de 7,5 % en el testigo y 51,35; 56,76; 75,68; 83,79 y 100 % con
0,5; 1; 1,5; 2 y 4 % de bioinsecticida respectivamente. Por Gltimo, a los 30 dias se obtuvo los
siguientes valores 15 % en el testigo y 52,95; 58,83; 82,36; 91,18 y 100 % de mortalidad
empleando concentraciones de 0,5; 1; 1,5; 2 y 4 % respectivamente y se determind la concentracion
letal 50 % a los 30 DDI que fue CLsy, = 1,5 % equivalente a la aplicacion de 0,75 ul/g y la
concentracion letal 90 % CLo, = 2,2 % equivalente a la aplicacion de 1,10 ul/g de bioinsecticida.
Por Gltimo, se determind el tiempo letal para ocasionar mortalidad en el 50 % de insectos se obtuvo
TLs, = 19,5 dias y el tiempo letal para ocasionar mortalidad en el 90 % de insectos se obtuvo TLg,
= 128,3 dias aplicando 0,5 % de bioinsecticida; TLs, = 48,9 horas y TLy, = 61,1 horas aplicando

4 % de bioinsecticida.

De acuerdo a Zurita et al. (2017) recomiendan la aplicacion de un producto botanico
cuando este provoque tasa de mortalidad superior al 50 %, por lo que, segun los resultados
obtenidos el bioinsecticida tendré efecto toxico a partir de las 72 horas con 4 % de concentracion
y a los 15 dias con las concentraciones de 0,5; 1 y 2 % de bioinsecticida. Los resultados obtenidos
con 4 % de bioinsecticida concuerdan con Oliveira et al. (2017) que alcanzaron 100 % de
mortalidad con la nanoformulacion a base de aceite esencial de Lippia sidoides en concentracion
de 1600 pl/kg [1,6 ul/g]; determinaron el tiempo letal medio obteniendo TLg, = 49,3 horas;
ademas, la concentracion letal media obtenida se aproxima a la CLs, obtenida por Martinez et al.

(2013) que fue de 0,64 ul/g de maiz empleando aceite esencial de Piper aduncum; mientras que,
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en el estudio realizado por Arias et al. (2017) obtuvieron 96,3 % de mortalidad con la
concentracion de 8 % de aceite esencial de Schinus molle y una CLgy = 3,82y CLgy=9,1 %; y en
el estudio realizado por Gonzalez et al. (2016) empleando aceite esencial de dos especies de
Eucalyptus en ninguno de los dos tratamientos a los 15 DDI obtuvieron una mortalidad superior
al 10 %. En el estudio realizado por Pavela et al. (2010) determinaron la actividad insecticida del
aceite esencial T. parthenium contra larvas de Spodoptera littoralis a las 24 horas de aplicacion
obteniendo los siguientes valores CLs, = 0,05y CLyy= 0,18 pl/larva demostrando que el aceite
esencial posee actividad insecticida, pudiendo estd ser atribuida a las sustancias terpénicas
principalmente al alcanfor y el acetato de transcrisantenilo que segun Bastida (2016) y Nava et al.
(2012) actdan como disuasorios, inhiben la sintesis de las hormonas digestivas provocando

inapetencia y evitando la oviposicion.

4.6.3 Bioensayo de proteccion

Se realiz6 la evaluacion del porcentaje de pérdida de peso transcurridos 30 dias de
aplicacién de cada concentracidn a estudiar, teniendo un peso inicial de 20 g que representa el 100

% de peso y comparandolo con el peso final al cabo de 30 dias.

Los datos obtenidos fueron sometidos a analisis de varianzas ANOVA de un factor, a
continuacion, se presentan los resultados obtenidos, para lo cual se propuso las siguientes

hipotesis, con un nivel de significancia de a=0,05.

Ho: No hay diferencias entre las medias de los diferentes tratamientos: pi=p.... = -el

bioinsecticida no ofrece proteccién a los granos del ataque de S. zeamais M.-.
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Hi: Al menos un par de medias son significativamente distintas una de otra -el

bioinsecticida ofrece proteccion a los granos del ataque de S. zeamais M.-.

Tabla 13 ANOVA de un factor segun el programa IBM SPSS Statistics 25

GL SC MC F Sig.
Tratamientos 5 24,761 4,952 1,471 0,248
Error 18 60,598 3,367
Total 23 85,359

Nota. Datos acoplados obtenidos del programa IBM SPSS Statistics 25 por el autor. Con

un nivel de significancia de a=0,05.

De acuerdo a la tabla 13 la significancia obtenida fue mayor a 0,05 se acepta la Ho
demostrando que no hay diferencia significativa entre las medias de los diferentes tratamientos,
por lo que, se podria decir que el bioinsecticida no ofrece proteccién a los granos del ataque de S.
zeamais M. A continuacion se presenta la relacion que a mayor concentracion de bioinsecticida

menor pérdida de peso en los granos.
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Figura 6 Promedio de porcentaje de pérdida de peso en los granos segun los distintos

tratamientos aplicados

Bioensayo de proteccion de granos

2,64

2,00

Media de % pérdida de peso

00
Testigo 05 % 1 % 1,5 % 2% 4 %

Tratamientos

CV.=86,21%

Nota. Se muestra el porcentaje de pérdida de peso de los granos segun las distintas
concentraciones empleadas en el estudio. Los analisis fueron realizados en el programa IBM SPSS

25. Fuente: Autor. * C.V. = coeficiente de variacion -ver anexo Q-.

La figura 6 indica que la pérdida de peso sera menor cuando mayor sea la concentracion
del bioinsecticida, en ese sentido, en el testigo se dio una pérdida de 3,99 % de peso lo que equivale
a 0,80 g de grano de maiz, con el bioinsecticida a 0,5 % = 3,47 % lo que equivale a 0,69 g; con 1
% = 2,64 esto es 0,53 g; con 1,5 % = 2,28 % esto es 0,46 g; con 2 % = 1,66 esto equivale a 0,33 g
y con 4 % de bioinsecticida se observé una pérdida de peso de 0,99 % lo que equivale a 0,20 g.
Segun estos datos el mayor efecto de proteccién a los granos de maiz del ataque de S. zeamais M.,

se obtuvo con 4 % de bioinsecticida; y aunque, se observa un decaimiento en la pérdida de peso
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en relacion con el testigo y con el aumento de concentracion del bioinsecticida, de acuerdo al
analisis estadistico no existe una diferencia significativa entre los diferentes tratamientos, esto
podria ser a causa del tiempo, ya que Salvadores et al. (2007) proponen que entre 30 al 50% de la
produccion se pierde al cabo de seis meses, es decir para un mejor analisis del efecto de proteccién

del bioinsecticida a granos este bioensayo deberia ser realizado en tiempo mas prolongado.

Se obtuvieron valores de porcentaje de pérdida de peso entre 0,99 — 3,99 % que no presenta
diferencias estadisticas significativas entre tratamientos lo que concuerda con Gonzélez et al.
(2016) que a los 55 DDI no observaron diferencias estadisticas entre tratamientos con valores entre
6,19-7,64 % con E. globulus y 9,12-13,73 % con E. nitens, ademas, Martinez et al. (2013)
empleando el aceite esencial de Piper aduncum obtuvieron valores entre 4,246 % a los 34 DDI
sin presentar diferencia estadistica y difieren con Alvarado (2017) quien obtuvo a los 50 DDI los
siguientes valores con Azadirachta indica 2,08 %; Chenopodium ambrosoides 2,72 %; Ruta
graveolens 5,43 %y 7,75 % con Tagetes erecta obteniendo diferencias significativas en relacion

con 28,70 % de pérdida de peso en el testigo.

4.6.4 Prueba de germinacion

Segun el bioensayo realizado los distintos tratamientos no afectan la capacidad germinativa
de las semillas de maiz después de 30 dias de aplicacién de las distintas concentraciones del

bioinsecticida.

Los datos obtenidos segun la prueba Shapiro-Wilk no siguen una distribucion normal -ver
anexo R-, por lo que, fueron sometidos a una prueba no parametrica de Kruskal-Wallis, a

continuacion, se presentan los resultados obtenidos transcurridos 30 dias de aplicacion de cada



65

tratamiento, para lo cual se propuso las siguientes hipotesis, con un nivel de significancia de

0=0,05.

Ho: La distribucién es la misma entre las categorias de tratamientos aplicados:

wi=p2... =K -el bioinsecticida no afecta el porcentaje de germinacioén la semilla de maiz-.

H:: La distribucion no es la misma entre las categorias de tratamientos aplicados -el

bioinsecticida afecta el porcentaje de germinacion de la semilla de maiz-.

Tabla 14 Resumen de prueba de hipétesis de Kruskal-Wallis segun el programa IBM SPSS

Statistics 25
Hipoteis nula Prueba Sig. Decision

1 La Distribucion de % de Prueba de 0,964 Retener la
germinacion es lamisma entra las  Kruskal-Wallis hipotesis nula
categorias  de  tratamientos para  muestras
aplicados independientes

Nota. Datos acoplados obtenidos del programa IBM SPSS Statistics 25 por el autor. Se

muestran significaciones asint6ticas. Con un nivel de significancia de a=0,05.

De acuerdo a la tabla 14 la significancia obtenida fue mayor a 0,05 se acepta la Ho
demostrando que no hay diferencia significativa entre las distribuciones de los diferentes
tratamientos, por lo que, se infiere que el bioinsecticida no afecta la capacidad germinativa de las

semillas de maiz.

En la siguiente figura se puede apreciar el porcentaje de germinacion segun los distintos

tratamientos aplicados.
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Figura 7 Promedio de porcentaje de germinacion en los granos segun los distintos

tratamientos aplicados

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

100,00

90,007

% de germinacion

80,00

70,00 ]
Testigo  050% 1% 150% 2% 4%

Tratamientos aplicados

Nota. Se muestra el porcentaje de germinacién de los granos segun las distintas
concentraciones empleadas en el estudio. Los analisis fueron realizados en el programa IBM SPSS

25. Fuente: Autor.

De acuerdo a la figura 7 se obtuvo porcentajes de germinacion de 88; 85; 80; 85; 88 y 85
% con las concentraciones de 0 -testigo-; 0,5; 1; 1,5; 2 y 4 % de bioinsecticida respectivamente,
sin existir diferencia estadistica significativa entre los diferentes tratamientos, aunque, segun
Pefaherrera (2011), para ser considerada semilla de calidad y de alta capacidad germinativa, la
semilla debe tener un porcentaje de germinacion mayor al 90 %, los valores obtenidos estan por
debajo del nivel propuesto, esto puede ser debido a que no se utilizé semilla certificada, por lo que,

se podria decir que las distintas concentraciones del bioinsecticida a los 30 dias no afectan la



67

capacidad germinativa de las semillas, estos resultados concuerdan con Arias et al. (2017) que
utilizando aceite esencial de Schinus molle L. no observaron disminucion significativa en el poder
germinativo de las semillas de maiz, al igual que, Aros et al. (2019) con aceite esencial de
Chenopodium ambrosioides L. no encontraron disminucién en el porcentaje de germinacion,
también Gonzélez et al. (2016) empleando aceite esencial de Eucalyptus globulus y Eucalyptus
nitens no reportan diferencia significativa en la disminucion de la capacidad germinativa, en el
estudio realizado por Pizarro et al. (2014) encontraron que el aceite esencial de Peumus boldus no
afectd la germinacion de las semillas de maiz, por dltimo, difieren con Costa et al. (2020), que
empleando aceite esencial de Melaleuca quinquenervia -niaouli-, Eucalyptus globulus -eucalipto-
y Origanum vulgare -orégano- obtuvieron diferencias significativas indicando que a mayores

concentraciones de aceite esencial el porcentaje de germinacion disminuye.
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5 CAPITULO CINCO

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

De acuerdo a los resultados demostrados, el bioinsecticida puede ser empleado como
método alternativo para el control de Sitophilus zeamais M., ya que ocasiona mortalidad,

repelencia y no afecta la capacidad germinativa de las semillas de maiz.

Se identificd 99,91 % de la composicion quimica del aceite esencial de Tanacetum
parthenium L., en donde, los componentes principales fueron los monoterpenos alcanfor [37,85
%], canfeno [10,23 %], p-cimeno [8,11 %] y acetato de bornilo [5,63 %] que representan el 61,82

% del total de los componentes identificados.

Los componentes empleados en la formulacion del bioinsecticida como el polisorbato 20,
el agua milig, asi como la acetona empleada en los diferentes bioensayos no interfieren en el ciclo
de vida de Sitophilus zeamais M., por lo que, los diferentes efectos sobre los insectos podrian ser
atribuidos directamente a los diferentes componentes del aceite esencial de Tanacetum parthenium

L., ocasionando mortalidad de 100 % con la concentracion de 4 %.

El efecto repelente en las pruebas de libre eleccion del bioinsecticida a base de aceite
esencial de Tanacetum parthenium L. produce repelencia alta, con indice de repelencia -IR- de
0,38 cuando se emplea la concentracion de 2 %, este efecto podria estar relacionado con los
terpenoides presente en el aceite esencial de Tanacetum parthenium L. que actdan en sinergismo
y antagonismo con los diferentes compuestos presentes en el aceite esencial, debiendo ser

utilizados estos en conjunto y no alguno de sus componentes mayoritarios de forma individual.
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La mortalidad ocasionada por el bioinsecticida es de 100 % empleada en concentraciones
de 4 % y esta puede estar asociada al alcanfor presente en el aceite esencial de T. parthenium L.,
de manera general a mayor concentracion utilizada de bioinsecticida el tiempo de mortalidad de

los insectos disminuye y viceversa.

5.2 Recomendaciones

Realizar estudios para el control de Sitophilus zeamais M. con el aceite esencial o con el
polvo vegetal de Tanacetum parthenium L. comparando con los resultados obtenidos en la presente

investigacion para establecer el método de empleo de la especie que de mejores resultados.

Efectuar el bioensayo de proteccion a los granos de maiz en un tiempo mas prolongado o
con concentraciones diferentes a las estudiadas, ya que a los 30 dias no se observé una diferencia

significativa entre las diferentes concentraciones empleadas.

Realizar el bioensayo de germinacion con semilla certificada para obtener datos mas
exactos del efecto que tiene el bioinsecticida o el aceite esencial de Tanacetum parthenium L.

sobre la capacidad germinativa de las semillas de maiz.

Evaluar el efecto residual sobre los granos de maiz o con granos de ciclo de produccion

mas corto para establecer posibles afecciones al ecosistema o salud humana.

Emplear el aceite esencial o el bioinsecticida a base de Tanacetum parthenium L. sobre
otras plagas de maiz u otros granos almacenados para comprobar sus efectos toxicos, repelentes,

proteccion y germinacion.
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ANEXOS

Anexo A. Seleccion, limpieza y secado de Tanacetum parthenium L.

Material vegetal sometido a eliminacion de partes sucias, con dafios de insectos y trozada

en partes mas pequefias para ser empleada en la destilacién por arrastre de vapor.
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Anexo B. Equipo de la Universidad Politécnica Salesiana para la destilacion por arrastre

de vapor.

Equipo para destilacion de arrastre de vapor con capacidad de destilar 2 kg en un tiempo

de 2 horas.
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Anexo C. Maiz infestado con Sitophilus zeamais M.

Cémara de crianza con maiz infestado por Sitophilus zeamais M. de donde se obtuvo los

insectos para los diferentes bioensayos.
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Anexo D. Pruebas preliminares

Pruebas preliminares realizadas por separado con los diferentes componentes del
bioinsecticida por contacto con grano tratado para asegurar que el aceite esencial de Tanacetum

parthenium L. ocasione el efecto de toxicidad sobre los insectos de Sitophilus zeamais M.
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Anexo E. Bioensayo de repelencia

Bioensayo de repelencia por libre eleccion en donde se liberd 20 insectos sin sexar de
Sitophilus zeamais M. en el vaso central conectado 4 vasos con las concentraciones a evaluar

colocadas opuestas diagonalmente.
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Anexo F. Bioensayo de toxicidad

Bioensayo realizado para determinar la toxicidad por contacto con grano tratado con las

diferentes concentraciones en donde se liberaron 10 insectos sin sexar de Sitophilus zeamais M.
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Anexo G. Bioensayo de proteccion

Bioensayo de proteccion a los granos de maiz ofrecida por el bioinsecticida, comparando

el peso inicial con el peso final de los granos.
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Anexo H. Bioensayo de germinacion

Bioensayo de capacidad germinativa de las semillas de maiz tratadas con las diferentes
concentraciones de bioinsecticida a los 30 dias de aplicacién, se seleccion6 10 semillas
aparentemente no afectadas por Sitophilus zeamais M., y se determind el porcentaje de

germinacion después de 7 dias de colocarlas en el medio de germinacion.
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Anexo . Aceite esencial de Tanacetum parthenium L. obtenido por arrastre de vapor.

Aceite esencial de Tanacetum parthenium L. obtenido por arrastre de vapor, con el que se

realizo las pruebas preliminares y el bioinsecticida.



Anexo J. Componentes del aceite esencial de Tanacetum parthenium L.

LABORATORIOSDE | coui o | pperz01
% DIRECCION DE INVESTIGACION Y VINCULACION 9
UEB |NVESTIGACION Laguacoto 11, KmPl;vlii'c;laialeiaa?.sEi::r:f'ar:!'ocr.amén Guaranda, Versién 1
UNIVERSIDAD |y VINCULACION Aiio 2021
FIAIALOEEOLIVAR INFORME DE RESULTADOS :

Pagina | Pagina 1de 3

INFORME DE ENSAYOS N° 008-2021

Descripcion de la muestra

Solicitantes

Muestra

Coédigo asignado UEB
Estado de la muestra
Envase de recepcion
Analisis requerido(s)
Fecha de recepcion
Fecha de analisis
Fecha de informe
Técnico asignado

Leonardo Espinoza

Aceite de Santa Maria Tanacetum parthenium L.

INV29

Liquida

Frasco color ambar. 2 mL aprox con contenido de muestra
Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
09 de marzo de 2021

16 de marzo de 2021

19 de marzo de 2021

ECCR

RESULTADOS OBTENIDOS

1.45e+07
1.4e+07
1.3Se+07
1.3e+07
1.25e+07
1.2e+07 =
1.15e+07
1.1e+07
1.05e+07
1e+07
9500000
2000000
8500000
8000000
7500000 5
7000000
6500000
6000000
S500000
5000000
4500000
4000000
3500000
3000000
2500000

2000000

1500000

1000000

500000

10.00 15.00

Identificacion de compuestos volatiles en aceite de Santa Maria Tanacetum parthenium L., por cromatografia de gases con
espectrometria de masas (GC/MSD). Columna HP-5MS (30m x 0.250mm x 0.25um)

20.00 2500 30.00 35.00 40.00 4500 50.00 S5.00 €60.00 65.00 70.00
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% DIRECCION DE INVESTIGACION Y VINCULACION | Codige | FPoizor
UEB INVESTIGACION | H0 0 b, cumor. | Versién 1
PHERGNE | YVINCULACION |\ e GRME DE RESULTADOS P:‘;:a Pég::z: —
N° Compuesto ret-l:ai:gi‘gr? ((::?i i) Area (%)
1 1,3-Cyclopentadiene, 5,5-dimethyl- 2-ethyl- 5,717 3,51
2 1,3-Cyclopentadiene, 5-(1,1-dimethylethyl)- 6,055 0,27
3 Tricyclene 9,140 0,65
4 a-Thujene 9,470 0,75
5 a-Pinene 9,768 3,04
6 Camphene 10,551 10,19
7 Thuja-2,4(10)-diene 10,781 0,28
8 B-Sabinene 11,850 0,82
9 (-)-beta-Pinene 11,936 0,31
10 Benzene, 1,2,3-trimethyl- 12,972 1,48
11 Mesitylene 14,618 0,79
12 p-Cymene 14,923 8,11
13 D-Limonene 15,093 1,30
14 .gamma.-Terpinene 16,969 0,41
15 Linalool 20,172 0,70
16 Chrysantenone 21,293 4,00
17 (+)-Camphor 22,861 37,84
18 endo-Borneol 23,971 0,73
19 Terpinen-4-ol 24773 0,77
20 Verbenone 26,792 0,34
21 trans-Crysanthenyl acetate 28,740 2,15
22 cis-Crysanthenyl acetate 30,395 0,67
23 Bomyl acetate 32,001 5,63
24 trans-Verbenyl acetate 32,701 1,18
1,3-Cyclohexadiene-11carboxaldehyde,
25 2,6,6-trimethyl- 33,511 0,29
26 Myrtenyl acetate 34,555 0,59
Cyclohexane, 5-methyl-3-(1-methylethenyl)-,
27 trans-(-)- 36,906 0,27
Cyclopentane, 1-acetoxymethyl-3-
28 isopropenyl-2-methy- 37,293 0,92
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LABORATORIOS DE

p PIRECCION DE INVESTIGACION Y VINCULACION | Codige | FPe1201
UEB INVESTIGACION | = o eaumor | Versién 1
sacesnmn | Y VINCULACION INFORME DE RESULTADOS P::i:a Pég::? =

29 Butanoic acid, 3-methyl-, phenylmethyl ester 38,977 0,66

30 Car-3-en-5-one 39,117 0,40

31 Caryophyllene 40,133 0,76

32 cis-.beta.-Famesene 42,879 0,92

33 Bornyl isovalerate 46,227 0,83

(1R,48)-1,7,7-Trimethylbicyclo[2.2

34 .1]lheptan-2-yl (E)-2-methylbut-2-e noate 48,897 3,28

35 Verbenyl angelate, cis- 49,084 0,39

36 Caryophyllene oxide 49,851 1,60

37 (+)-Intermedeol 54,044 0,98

38 .alpha.-Campholenal 59,657 0,94

39 cis-ene-yne-Dicycloether 65,683 0,60

40 cis-ene-yne-Dicycloether 66,530 0,66

Ing. Marcelo Vilcacundo Ch.

Director DIVIUEB
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Anexo K. Insectos adultos generacion F1 para utilizar en los bioensayos

Seleccion de insectos para los diferentes bioensayos realizados.
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Anexo L. Datos obtenidos de las pruebas preliminares
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Tratamientos N Toxicidad [%)] Desv. Error
Acetona 4 54 ,288
Polisorbato 20 4 58 ,500
Agua miliq 4 52 ,288
0,5% 4 40° 1,08
1% 4 52,5 be ,853
1,5% 4 67,5t ,853
2% 4 77,5¢d ,853
4 % 4 100¢ ,000
Total 32 44 ,653

Tratamientos con igual letra, en la columna toxicidad no difieren estadisticamente por la

prueba de Tukey [a = 0,05]. Des. Error = Desviacion estandar



96

Anexo M. Bioinsecticida realizado empleando el aceite esencial de Tanacetum parthenium
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Anexo N. Datos obtenidos en el bioensayo de repelencia

Tratamientos indice de repelencia corregido Significado

0,5 % ,60 Repelencia moderada
1% ,50 Repelencia alta
1,5% 44 Repelencia alta

2% ,38 Repelencia alta

Total 48

Bioensayo de repelencia con el indice de repelencia corregido en cada tratamiento aplicado

a las 24 horas.
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Anexo O. Porcentaje de mortalidad ocasionada con las diferentes concentraciones y en los

diferentes dias evaluados

Porcentaje de mortalidad + DE

Tratamientos 24 horas 48 horas 72 horas 15 dias 30 dias
Testigo 0082 0+08 0x08 750x+4,7¢% 15+6,4%
0,5% 0+0? 0+0? 20 +10,8° 51,35 +20,9¢ 5295+18,6°
1% 0+0¢ 0+02 20+9,1° 56,76 + 10,8 58,83 +£10,2°¢
1,5% 0+0% 0+0? 27,50 +£10,3> 75,68 +14,2¢ 82,36 +10,2¢
2% 0+0¢ 0+02 3750+ 6,2 83,79+9,4¢ 91,18+5,6%
4% 0+0% 40 % 4¢ 100 £ 0¢ 100 = 0¢ 100 = 0¢
CLs, - - 2,3% 1,6 % 1,5%
CLoy - - 2,8 % 2,6 % 2,2 %

Tratamientos con igual letra en la columna no difieren estadisticamente por la prueba de
Tukey [oo = 0,05]. DE = desviacion estandar. CLg, = concentracion letal media, CLoy =

concentracion letal 90 %. Con un intervalo de confianza del 95 %.



Anexo P. Mortalidad ocasionada sobre Sitophilus zeamais M.

Toxicidad ocasionada sobre insectos de Sitophilus zeamais M. por el bioinsecticida.
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Anexo Q. Promedios de pérdida de peso [%] de granos evaluados en el bioensayo de

proteccion con el bioinsecticida.

Tratamientos

% pérdida de peso £ DE [Min-Max]

Testigo 3,99 + 1,21 [1,38-6,67]
0,5% 3,47 £1,07 [1,23-6,24]
1% 2,64 £0,79 [1,27-4,17]
15% 2,28 £0,79 [0,10-3,85]
2% 1,67 + 0,93 [0,10-3,80]
4 % 0,99 £ 0,58 [0,10-2,56]
Total 2,50 £ 0,39 [0,10-6,67]
Shapiro-Wilk 0,924
Sig. 0,071
® 0,916
Sig. 0,05

DE = Desviacion estandar. Shapiro-Wilk = Prueba para determinar la distribucién normal

de los datos. Sig. = Significancia. o = Distribucion del estadistico de Shapiro-Wilk [w] para el

contraste de normalidad. Los datos tienen distribucién normal. Fuente: Autor.
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Anexo R. Resultados de las pruebas aplicadas al bioensayo de porcentaje germinacion de

maiz

Prueba de Shapiro-Wilk — Prueba de Kruskal-Wallis

Shapiro-Wilk 0,816
Sig. 0,001
0 0,916
Sig. 0,05
Prueba de Kruskal-Wallis
N total 24
Estadistico de contraste 0,984
Grados de libertad 5
Sig. Asintotica -prueba bilateral- 0,964

Los datos no siguen una distribucion normal. Las estadisticas de prueba se ajustan para
empates. 2. No se realizan multiples comparaciones porque la prueba global de Kruskal-Wallis no

muestra diferencias significativas en las muestras.
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