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RESUMEN

Symmetrischema tangolias, especie de los andes de Peru, Bolivia y Colombia
(2000 - 3500 msnm), se ha constituido en una de las principales plagas del
cultivo de papa por su rapida dispersion. El presente trabajo de investigacion
corresponde al de tipo experimental basico, donde se evalu6é la actividad
insecticida del extracto hidroalcohdlico de las flores de Argyranthemum
frutescens (L.) Sch. Bip. “magarza comun” sobre larvas de Symmetrischema
tangolias (Gyen), “polilla de papa”, en condiciones de laboratorio. La muestra
vegetal recolectada fue identificada en el “Herbarium huamangensis” de la
UNSCH. Las larvas se obtuvieron de papas infectadas de almacenes de papa
del distrito de Chiara - Huamanga. El extracto resulté ser soluble en etanol y
poco soluble en agua. Se obtuvo un 10,32% de humedad y 0,18% de cenizas.
Respecto a los metabolitos secundarios, se identifico la presencia de alcaloides,
flavonoides, taninos, antocianinas, cumarinas, esteroides y saponinas. Se realizé
un ensayo preliminar: Bioensayo de toxicidad en Artemia salina, donde la CLsg
obtenida fue de 31,9%. La actividad insecticida se realizé por toxicidad de
contacto frente a larvas del V Instar de S. tangolias a las concentraciones de:
1,0; 2,0; 4,0 y 8,0mg/mL, donde el maximo porcentaje de mortalidad obtenido fue
72,22% a 8mg/mL y un minimo de 37,78% a 1mg/mL, que segun el ANOVA Yy la
prueba de Duncan (p<0,05) son significativamente diferentes. La concentraciéon
letal media (CLsp) del extracto hidroalcohdlico frente a las larvas fueron: 16,6%
(24h), 4,3% (48h) y 3,6% (72h). Por lo que se concluye que el extracto
hidroalcohdlico de las flores A. frutescens “magarza comun” tiene actividad
insecticida.

Palabras clave: insecticida, extracto hidroalcohdlico, Argyranthemum

frutescens, magarza comun, Symmetrischema tangolias, polilla de papa, Artemia
salina.
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l. INTRODUCCION

Nuestro pais cuenta con especies vegetales de gran potencial biocida que han
sido y son utilizadas por los agricultores para el control de plagas®. Las plantas
son consideradas las fuentes méas importantes de compuestos quimicos y
durante millones de afios de evolucién han desarrollado mecanismos defensivos
para contrarrestar el ataque de los insectos®. En algunos paises de América
Latina se han desarrollado interesantes lineas de investigacién, que buscan en
las plantas compuestos quimicos con menor impacto ambiental y con potencial
para el control de plagas agricolas®, tal es el caso de las piretrinas que poseen
un efecto rapido, inducen poca resistencia en organismos tratados, no son
inflamables, son de minima residualidad, y principalmente, son de baja toxicidad
para el hombre y animales de sangre caliente*. No obstante, el auge de la
agricultura moderna se ha debido en gran medida a la utilizacién de plaguicidas
sintéticos de amplio espectro, para reducir las pérdidas que plagas vy
enfermedades causan en los cultivos®; pero a pesar de su gran impacto, el uso
irracional de los compuestos organicos sintéticos ha provocado serios problemas
globales?, ha contribuido al aumento de la polucién ambiental del agua, suelo y
aire, al aumento en los niveles de toxicidad, al debilitamiento de los sistemas de
proteccion natural por el impacto negativo sobre los organismos benéficos y
también sobre la salud del ser humano®.

El Perlt es el centro de origen de la papa, pero por esta razon también es el
centro de la presencia de muchas plagas y enfermedades a nivel nacional’. La
polilla de la papa es una de las plagas de mayor importancia econémica para el
cultivo. El dafio lo causa la larva, penetrando el tubérculo para alimentarse y
haciendo galerias, primero superficiales para luego barrenar mas
profundamente, disminuyendo de esta manera su calidad®.

Symmetrischema tangolias (Gyen) “polilla de papa” es considerada como plaga

de importancia en el cultivo de la papa, encontrdndosela generalmente en areas



con alturas de hasta 3000 msnm, en las zonas altas de Peru, Bolivia y Colombia.
Los dafios producidos por esta especie llegan a ser mucho mas severos que los
producidos por P. operculella®.
Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip. “magarza comun”, corresponde a una
especie vegetal mayormente empleada como ornamental, se clasifica por otros
investigadores como Chrysanthemum frutescens. El género Chrysanthemum es
conocido por sus propiedades insecticidas, ya que de las flores de
Chrysanthemum cinerariifolium se extrae el piretro o pelitre, uno de los primeros
insecticidas vegetales descubiertos'®. Cabe mencionar que hasta la fecha no se
ha estudiado el efecto insecticida de la especie A. frutescens, lo cual motivé a
realizar un estudio de la actividad insecticida del extracto hidroalcohdlico de las
flores de Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip. “magarza comun”sobre larvas
de Symmetrischema tangolias (Gyen) “polilla de papa”, la cual se ha constituido
en una de las principales plagas del cultivo de papa y dada la importancia que el
cultivo de la papa tiene por su caracter alimenticio, potencial, econémico y de
subsistencia’, y a la bGsqueda de moléculas bioactivas de diversas fuentes
naturales, en especial de plantas® que pueden servir de base para el desarrollo
de nuevos productos fitosanitarios méas selectivos y menos contaminantes®, se
plantearon los siguientes objetivos para la investigacion:

Objetivo General

Evaluar la actividad insecticida del extracto hidroalcohdlico de las flores de

Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip. “magarza comun” sobre larvas de

Symmetrischema tangolias (Gyen) “polilla de papa”.

Objetivos Especificos

1. Evaluar los pardmetros fisicoquimicos y realizar la identificacion fitoquimica
del extracto hidroalcohdlico de las flores de Argyranthemum frutescens (L.)
Sch. Bip. “magarza comun”.

2. Evaluar el porcentaje de mortalidad de las larvas de Symmetrischema
tangolias (Gyen) provocado por el extracto hidroalcohodlico de las flores de
Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip. “magarza comun”.

3. Determinar la concentracion letal media (CLsy) del extracto hidroalcohdlico
de las flores de Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip. “magarza comun”

sobre larvas de Symmetrischema tangolias (Gyen) “polilla de papa”.



Il MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

De acuerdo al gran interés que importa el empleo de plantas para su
aprovechamiento como insecticida, en la actualidad se siguen realizando nuevas
investigaciones para disminuir el uso irracional de los plaguicidas sintéticos y de
esta manera ayudar a la calidad de la agricultura, disminuir problemas de salud y
evitar la constante contaminacion del medio ambiente. Seguidamente se
plasman diversos trabajos, los que se detallan a continuacion:

En la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, Villanueva
determind el efecto biocida del extracto hidroalcohélico de las hojas de Ambrosia
arborescens Mill. “marco” sobre larvas del lll instar de Symmetrischema
tangolias (Gyen), resultando 26,7% de mortalidad a 2,5; 3,0 y 4,0 mg/L y un
minimo de 10% a 0,75 mg/L. Por otra parte, la concentracién letal media (CLs)
del extracto hidroalcohdélico frente a las larvas fue de 6,14%, concluyendo que el
extracto investigado tiene efecto biocida sobre las larvas de S. tangolias.

En la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco se evalué el efecto
de tres especies de lamidceas: Clinopodium brevicalyx (cjufiu-mufa), Hedeoma
mandoniana (pampa mufia), Minthostachys spicata (mufia) y tubérculos
verdeados de papa frente a Symmetrischema tangolias (Gyen), donde los
aceites esenciales evidenciaron su mayor toxicidad respecto a los extractos
vegetales, ya que las larvas del V estadio murieron inmediatamente al contacto
con los tubérculos tratados con los aceites. Los tubérculos verdeados (30, 60 y
90 dias) afectaron la oviposicion de adultos y retrasaron el desarrollo de larvas
en menor proporcion que los extractos. Los aceites esenciales de M. spicata 'y C.
brevicalyx mostraron una DLsy de 26.96 y 38.92 ppm respectivamente a las 24
horas de exposicion.*

En la Universidad César Vallejo de Trujillo, Le6n® evalué el efecto biocida de una

mezcla de polvos vegetales de boldo (Peumus boldus) y crisantemo amarillo



(Chrysantemum morifolium) para el control del gorgojo de arroz (Stitophilus
oryzae L.), donde el polvo de crisantemo amarillo puro a 4% y 5%, present6 27%
y 60% de mortalidad, por lo que el polvo vegetal de crisantemo amarillo se
presenta como una planta prometedora con potencial insecticida cuando se
aplica a concentraciones mayores que 5%. Asi mismo, la proporcién del polvos
de Boldo:Crisantemo (70:30) fue mayor: a 4% y 5% result6 70% y 90% de
mortalidad a 96h de exposicion.

En Murcia - Espafia, Villalobos™ realizé6 una investigacién sobre la actividad
insecticida de los extractos de hojas y tallos de Chrysanthemum coronarium, y
profundiz6 sobre distintos tipos de actividad mostrados al utilizar como patrén el
coledptero Tribolium castaneum, plaga de productos almacenados; de los cuales
una de las pruebas corresponde al bioensayo de toxicidad por contacto con
discos de papel de filtro, detectandose metamorfosis precoz de larvas. Por lo que
concluyé que los compuestos presentes en C. coronarium presentan actividad
plaguicida en otros organismos.

Respecto a los metabolitos secundarios, Bolafios* en su investigacion: disefio de
un proceso para la obtencién de piretro a partir de chrysanthemum parthenium a
usarse como insecticida doméstico en mosquitos, menciond que dicha especie
contenia piretrinas, las cuales eran responsables de su actividad insecticida, Asi
mismo, la actividad biol6gica de los sesquiterpenos del tipo lactona que son
abundantes en las especies de la familia Compositae™.

En tanto Naranjo™, evalué en Cotopaxi — Ecuador, la descripcion etolégica de
tres especies de lepidoptera de la familia Gelechiidae: Phthorimaea operculella,
Symmetrischema tangolias Tecia solanivora, del cultivo de papa (solanum
tuberosum |.) variedad leona blanca en condiciones de laboratorio.

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Papa

Uno de los cultivos ancestrales y de gran riqueza genética en nuestro pais es la
papa, Solanum tuberosum?®, que pertenece a la familia Solanaceae. Es el cuarto
principal producto alimenticio en el mundo, después del trigo, el arroz y el maiz’.
Hoy en dia la papa constituye un alimento fundamental en la dieta del hombre®,
se cultiva en 19 departamentos del Peru, hasta los 4,100 msnm’, su produccién
anual asciende a mas de 320 millones de toneladas y constituye la base de la

alimentacion del poblador especialmente de la sierra'®.



2.2.2. Plaga

El Peru es el centro de origen de la papa, pero por esta razén también es el
centro de la presencia de muchas plagas y enfermedades a nivel nacional’.
Plaga en términos generales se define plaga a toda criatura que reduce la
disponibilidad, calidad o valor de un recurso importante para la humanidad®. La
Organizacioén de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO)
define plaga como cualquier especie, raza, biotipo vegetal, animal o agente
patdgeno dafiino para las plantas o productos vegetales™.

2.2.3. Polillade papa

Se conoce con el nombre de “polillas de la papa” a un complejo de especies
pertenecientes a la familia Gelechiidae'. Es una de las plagas de mayor
importancia econémica para el cultivo. El dafio lo causa la larva, penetrando el
tubérculo para alimentarse y haciendo galerias, primero superficiales para luego
barrenar mas profundamente, disminuyendo de esta manera su calidad. El
atague puede ser tanto en campo como en almacén, se ha reconocido hasta el
momento que el tubérculo de papa es el Gnico hospedero de la polilla®. Tres son
las especies pertenecientes a la familia Gelechiidae en Sudamérica:
Phthorimaea operculella (Zeller), Symmetrischema tangolias (Gyen) y Tecia
solanivora (Povolny)’. De las cuales, una de las principales plagas es la polilla S.
tangolias, que puede llegar a alcanzar hasta un 100 % de dafios en almacén,
afectando su rendimiento y reduciendo la calidad del tubérculo®.

2.2.4. Plaguicida

La FAO (en inglés Food and Agriculture Organization: Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura) los define como “cualquier
sustancia o mezclas de sustancias usadas para prevenir, destruir o controlar una
plaga, incluyendo vectores de enfermedades humanas o de otros animales,
especies no deseadas de plantas o animales que causen dafos o interfieran con
la produccién, procesamiento, almacenamiento, transporte o comercializaciéon de
alimentos, productos agricolas, madera y o alimentos para animales, sustancias
gue pueden administrarse a los animales, para el control de insectos, aracnidos
u otras plagas en o sobre sus cuerpos®®.

2.2.5. Insecticida

Se estima que aproximadamente 5000 especies de insectos se alimentan de las
hojas, tallos, raices, flores y frutos®. Las plagas de insectos son responsables de

grandes pérdidas anuales en la produccién de los cultivos agricolas®. Por



definicion, un insecticida es aquella sustancia o mezcla de sustancias (naturales,

sintéticos o xenofébicos)* que provocan la muerte del insecto debido a la

naturaleza de su estructura quimica®.

2.2.6. Biocida

Los biocidas pueden ser sustancias quimicas sintéticas, naturales o de origen

biol6gico o de origen fisico estan destinados a destruir, contrarrestar, neutralizar,

impedir la accion o ejercer un control de otro tipo sobre cualquier
microorganismo considerado nocivo para el hombre. Los biocidas por lo general

actian a nivel de la membrana celular del microorganismo, penetrandola y

destruyendo los sistemas que permiten vivir al microorganismo. El biocida

provoca la lisis de la pared proteica o lipoprotéica del organismo y penetra en su
interior interrumpiendo las reacciones bioguimicas que sustentan la vida en el
organismo.

Se pueden presentar de tres formas:

o Fisico, fuentes de radiacion de alta energia (luz UV) que oxidan la pared
proteica y practicamente queman al microorganismo.

e Bioldgicos, sustancias creadas por organismos superiores para autodefensa
(metabolitos secundarios), generalmente son de tipo proteico y se denominan
enzimas.

¢ Quimicos, inorganicos o de sintesis organica, el coeficiente fendlico, es un
valor experimental que se realiza a las sustancias que tienen propiedades
biocidas, tomando como referencia la capacidad biocida del fenol®.

2.2.7. Las plantas y sus propiedades insecticidas

La utilizacién de plantas con propiedades biocidas es muy importante dentro del

marco de manejo ecoldgico. Las plantas son consideradas las fuentes mas

importantes de compuestos quimicos y durante millones de afios de evolucidon
han desarrollado mecanismos defensivos para contrarrestar el ataque de los
insectos?, inhibiendo o minimizando sus efectos sobre los cultivos®.

Asi mismo se menciona que las plantas con propiedades biocidas son todas

aquellas que han desarrollado sustancias aleloquimicas, como mecanismo frente

al ataque de insectos. Estos pueden actuar como atrayentes, estimulantes,
toxinas, repelentes o inhibidores de la alimentacion o de la ovoposicion. La gran
abundancia de estas plantas ofrece excelentes perspectivas para su extraccion,

identificacion y uso como plaguicidas®.



2.2.8. Insecticida natural
Los insecticidas naturales presentan en forma general la ventaja de degradarse
con mayor velocidad que los sintéticos y no dejan residuos en el ambiente. Para
gue un insecticida natural sea comercialmente viable debe cumplir, ademas con
una serie de requisitos tales como selectividad, baja toxicidad para los enemigos
naturales y mamiferos, biodegradabilidad, baja fitotoxicidad®®. Asi mismo que
deben ser de facil obtencion, aplicacion y econémicas®.
2.2.9. Manejo de las plagas
En la actualidad, la aplicacion de plaguicidas es la practica mas comun para el
control de plagas de productos almacenados, debido a su eficacia y bajo costo
Los insecticidas convencionales mas empleados a nivel mundial son
organofosforados como clorpirifosfometil, pirifosfometil, fenitrotion; y entre los
piretroides (deltametrina) en ocasiones sinergizado con butéxido de piperonilo.
En las ultimas décadas los estrictos requerimientos para el registro de nuevas
materias activas con accion insecticida, el aumento de la resistencia en insectos
plaga, y los efectos colaterales sobre el ambiente, particularmente sobre
organismos no blanco (especies benéficas y polinizadoras) incrementaron el
interés en la busqueda de plantas con propiedad plaguicida. Se cree que en la
mayoria de los casos los productos naturales de origen vegetal pueden
presentar ventajas sobre los plaguicidas sintéticos en términos de menor
toxicidad para mamiferos, rapida degradacion y disponibilidad local®®.
2.2.10. Mecanismo de accion de insecticidas vegetales
Est4 determinado por la ruta metabdlica en la que interfiere. Los insecticidas
pueden actuar como toxicos fisicos (aceites minerales), téxicos respiratorios,
neurotoxicos (carbamatos, fosforados, piretroides), téxicos protoplasmicos,
reguladores del crecimiento de los insectos (reguladores de la hormona juvenil y
de la muda), inhibidores de la sintesis de quitina, reguladores del
comportamiento, inhibidores de la fosforilacién oxidativa, entre otras™. Segun su
efecto en el comportamiento de los insectos, se definen cinco tipos:
a. Repelentes, las cuales alejan a los insectos de la planta.
b. Supresores, que inhiben la iniciacion de la alimentacién o la oviposicion del
insecto en el hospedante.
c. Disuasivos, que interrumpen la continuacion de la alimentacién y oviposicion.
d. Antibiéticos, interfieren metabdlicamente en el crecimiento y desarrollo.

e. Anorexigénicos, que producen pérdida del apetito?.



Los aceites esenciales y otros extractos vegetales ensayados pueden actuar
como insecticidas de contacto, repelentes, antialimentarios, esterilizantes, o
afectando diferentes parametros bioldgicos como la oviposicion, tasa de
desarrollo y duracién del ciclo de vida. Entre los productos de origen botanico
mas utilizados para el control de insectos estdn las piretrinas, la rotenona,
extractos del arbol del Neem y los aceites esenciales™.

Las piretrinas, del piretro se obtienen a partir de las flores secas del crisantemo,
Chrysanthemum cinerariaefolium (Compositaceae); estdn compuestos por seis
esteres, formados por la combinacion de los acidos crisantémico y los alcoholes
de piretrolona, cinerolona y jasmolona. Su aplicaciébn es limitada (plagas
domeésticas y productos almacenados) debido a que se degradan facilmente por
la luz y el calor. La actividad insecticida se debe a su accién sobre la bomba de
sodio de las neuronas en los insectos. Estas moléculas inhiben el cierre del
canal de sodio de la membrana celular, de manera que producen una
transmisién continua del impulso nervioso presentdndose como temblores,
paralisis muscular ("efecto derribo" o "knock-down", caracteristico de las
piretrinas 11) y, eventualmente, la muerte (especifica de las piretrinas 1)*.

2.2.11. Toxicidad

La toxicidad es una medida usada para medir el grado téxico o venenoso de
algunos elementos. La toxicidad puede referirse al efecto de ésta sobre un
organismo completo, como un ser humano, una bacteria o incluso una planta, o
a una subestructura, como una citotoxicidad®.

2.2.12. Bioensayo de toxicidad

Los bioensayos toxicolégicos tienen por finalidad determinar las concentraciones
de un toxico dado que ocasionen efectos dafiinos o nocivos en un organismo
modelo. Estos efectos pueden incluirse en las siguientes categorias: afectacion
del término de vida, alteracion de la tasa de crecimiento, cambios de los
parametros reproductivos. Cuando se produce algun efecto se anota el efecto y
la concentracién del compuesto quimico. Si el organismo de prueba muere se
anota la concentracion letal. Si a bajas concentraciones de un compuesto
qguimico muchos de los animales de prueba mueren, entonces el compuesto en
cuestion es muy toxico™®.

2.2.13. Concentracion letal 50

Concentracion letal 50 (CLsp) es la concentracion, obtenida por estadistica, de
una sustancia de la que puede esperarse que produzca la muerte, durante la

exposicion o en un plazo definido después de ésta, del 50% de los animales



expuestos a dicha sustancia durante un periodo determinado. El valor de la CLsg
se expresa en peso de sustancia por unidad de volumen de aire normal
(miligramos por litro, mg/L)*®.

2.2.14. Probit

El Probit se basa en la cuantificacion probabilistica de la vulnerabilidad, en este
caso de larvas de polilla de papa, ante efectos fisicos de una magnitud
determinada que se suponen conocidos. Dicho método consiste en la aplicacion
de correlaciones estadisticas para estimar las consecuencias desfavorables
sobre la poblacibn u otros elementos vulnerables a los fendmenos fisicos
peligrosos. El método de analisis Probit permite estimar la CLg, ajustando los
datos de mortalidad mediante una técnica de probabilidad para estimar los
valores que siguen una distribucién logaritmica de tolerancias. El porcentaje de
organismos afectados o muertos por la accién téxica de una sustancia se
transforma a unidades Probit®.

2.3. Bases tedricas

2.3.1. Argyranthemum frutescens

Se trata de un arbusto utilizado con mucha frecuencia como ornamental,
procedente de las islas Canarias (Macaronesia). Esta especie ha sido reportada
como invasora en una serie de paises de Europa, en EEUU y en Australia’.
2.3.1.1. Clasificacién taxondmica: segun el sistema de clasificacion de
Cronquist A. (1988) y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : ASTERIDAE
ORDEN : ASTERALES
FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO : Argyranthemum

ESPECIE : Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip.

SINONIMIA : Chrysanthemum frutescens

N.V. : “magarza comun” (Anexo 01)

2.3.1.2. Descripcién

Se trata de una especie de las islas Canarias, crece en la parte baja de las islas
desde el nivel del mar hasta unos 700 m de altitud. El arbusto crece de 0,5 a
1,50 m de altura, es muy ramificado, con la copa globosa. Follaje glauco. Sus

hojas son simples, glabras, pecioladas, de ambito oblongo a obovado,



bipinnatisectas, de 5-10 cm de longitud’, se caracterizan por ser profundamente
lobuladas, poseen 2-6 l6bulos primarios, segmentos linear-lanceolados o
lanceolados™. Las inflorescencias corresponden a capitulos florales, cabezuelas
terminales, de 3-5 cm de diametro, con pedunculos largos por lo que sobrepasan
al follaje; bracteas del involucro anchas, con el borde pajizo, dispuestas, a su
vez, de 2-6 en corimbos. Flores liguladas, periféricas (femeninas), y tubulares
(hermafroditas), centrales, amarillas®®. Aquenios (cipselas) externos alados,
vilano coroniforme. Presenta numerosas subespecies y cultivares ornamentales
los que varian tanto en el tamafio de las cabezuelas y en el color de las flores
liguladas: blanco, amarillo, lila y parpura®’. (Anexo 02)

Su crecimiento es muy rapido, floreciendo en 8-9 meses. Es una planta de la
zona costera y tolera bien las altas temperaturas, no tolera bien los sitios con

1°. Crece en campos, margenes de caminos y bosques abiertos™.

pOCo SO

2.3.1.2. Usos

¢ Medicinal. Las flores o capitulos florales se utilizan en fitoterapia. Se
cosechan las flores entre mayo y junio y se conservan como ténico estomacal
y para el asma.

e Decoracion de jardines. La planta entera se utiliza con fines ornamentales,
debido a su bonita flor™.

2.3.1.3. Etimologia

e Argyranthemum. Nombre genérico que procede del griego argyros, que
significa "plateado" y anthemom, que significa "planta de flor", aludiendo a sus
flores radiantes palidas.

o Frutescens. Procedente del latin frutescere, que significa "echar o producir
vastagos o renuevos". Hace referencia a su ramificacion exuberante®.

e Nombre comun. Se conoce como magarza comun (ssp. frutescens),
magarza Gran Canaria de costa (ssp. Canariae), magarza gomera de costa
(ssp. foeniculaceum), magarza comun gracil (ssp. gracilescens), magarza de
flor chica (ssp. parviflorum), magarza chica (ssp. pumilum) o magarza carnosa
(ssp. succulentum)'®, margarita amarilla, mariposa amarilla, margarita de
Canarias, margariton, margarita lefiosa®® en Chile es conocida como
paqueret'’.

2.3.1.4. Variedades

Argyranthemum frutescens es una especie muy variable y con varias

subespecies en las Islas Canarias: ssp. frutescens; ssp. canariae (Christ)
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Humphries, ssp. foeniculaceum (Pit. & Proust) Humphries, ssp. gracilescens
(Christ) Humphries, ssp. parviflorum (Pit. & Proust) Humphries, ssp. pumilum
Humphries y ssp. succulentum Humphries™® %,

2.3.1.5. Sinonimia

e Chrysanthemum frutescens

o Pyrethrum frutescens

e Anthemis frutescens Voss

e Chrysanthemum floridum Salisb.

e Chrysanthemum foliosum Brouss. ex

e Chrysanthemum fruticosum Buch

 Matricaria frutescens (L.)*

2.3.1.6. Aspectos quimicos

De acuerdo a la informacion quimica se comprueba la presencia de piretrinas en
muchas de las especies de la familia Asteraceae?®. Hoy, unos 40 géneros de
Asteraceas son relevantes en alimentacion humana y animal, fuentes de aceites
fijos, aceites esenciales, forraje, miel y polen, edulcorantes, especias, colorantes,
insecticidas, caucho, madera, lefia o celulosa. Otras son importantes malezas
y/o plantas téxicas para el hombre y el ganado, algunas causan alergia y otras
resultan ornamentales. En terapéutica son usados gran nimero de metabolitos
secundarios sintetizados por Asteraceas®.

2.3.2. Symmetrischema tangolias (Gyen)

S. tangolias es una polilla de 6 a 7 mm de largo y alas grisaceas. Considerada
como plaga de importancia en el cultivo de la papa. Es una especie tipica del
area andina y se le encuentra en Per(, Bolivia y Colombia, desde los 2,000 a
3500 msnm, dafia la parte aérea de la planta (tallos) y los tubérculos en el
campo y el almacén®. Se ha constituido en una de las principales plagas del
cultivo de papa debido a su rapida dispersion®®. Esta polilla demuestra mayor
rusticidad y agresividad en comparacién con Phthorimaea operculella, a la cual
desplaza cuando ambas se presentan en un mismo habitat, el principal dafio lo
realiza las larvas durante el periodo de almacenamiento de tubérculos-semilla®,
ya que pueden llegar al 100%, por lo que las pérdidas econémicas son
cuantiosas®”®.

2.3.2.1. Clasificacion taxonémica

Segin ESSIG (1942), citado por Mamani (2008)°, Symmetrischema tangolias

(Gyen) tiene la siguiente clasificacion:
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REYNO - ANIMALIA

PHYLUM : ARTHROPODA

CLASE : HEXAPODA

ORDEN : LEPIDOPTERA

SUB ORDEN : FRENATAE

DIVISION : HETERONEURA

SUPERFAMILIA : GELECHIOIDEA

FAMILIA : GELECHIIDAE

TRIBU : GNORISMOSCHEMINI

GENERO : Symmetrischema (POVOLNY, 1967)
ESPECIE : Symmetrischema tangolias (GYEN, 1913)

2.3.2.2. Ciclo biolégico de la polilla de papa

Como todos los lepidépteros, Symmetrischema tangolias pasa por cuatro

estados de desarrollo: huevo, larva, pupa y adulto.

a. Fase de huevo

Los huevos son algo aplanados y elipticos, la superficie externa presenta estrias,

en promedio mide 0.5 mm (largo) y 0.26 mm (ancho)™. Una hembra puede

depositar alrededor de 108 huevos durante su vida. Los huevos son depositados
con preferencia cerca o sobre las yemas de los tubérculos y pueden ser
colocados en forma aislada o en grupos®. La duracién promedio del periodo de
incubacién es de 10.6 dias. Desde el momento de la oviposicion hasta el cuarto
dia, el huevo es amarillo claro a intenso, para posteriormente tener un color
anaranjado brilloso, y por ultimo un plomo claro y se puede observar un punto
negro (cabeza de la larva). La eclosion se inicia en uno de los polos del huevo™.

b. Fase de larva

Las larvas recién eclosionadas se desplazan lentamente, en el campo ingresan

al tallo, barrenan y se alimentan de la médula perjudicando el flujo de la savia en

la planta, luego penetran al tubérculo mediante orificios pequefios que realizan
especialmente cerca de las yemas®. Al final del estadio, se transformara en
pupa**®. Presenta cinco estadios larvales, estos son':

e Larva I. Blanco cremoso, cabeza ligeramente mas ancho en relacion al
cuerpo. Esté provisto de pelos y setas, apenas perceptibles a simple vista y
mide aproximadamente 1mm.

e Larva ll. Cremoso brillante y liso, proximos a la muda es notorias la presencia

de tres franjas rojizas en el dorso que se extienden hasta la mitad del octavo
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segmento, el escudo protoraxico es bruno-oscuro a café oscuro brillante, cuya
longitud es de 1.5mm.

e Larva lll. Cremoso amarillento, Cabeza de color bruno brilloso presenta tres
franjas rosadas opacas en el abdomen dos laterales y una dorsal en los
altimos segmentos; proximos a las mudas las tres franjas se diferencian
notablemente sobre un fondo cremoso amarillento llegando a cubrir todo el
abdomen y provistas de diferentes setas visibles, mide 3.5 mm.

e Larva IV. Coloracion similar al estadio anterior y de apariencia vigorosa,
presenta cinco lineas o franjas longitudinales rojizo intenso, tres dorsales y
dos laterales llegando al protérax, al final del estadio la larva adquiere una
coloracion ligeramente verdosa y franjas latero dorsales se engrosan, mide 5
mm — 10mm.

e Larva V. Las larvas construyen su capullo a base de hilos de seda, residuo
vegetal, particulas de tierra, dentro del cual se desarrolla la pupa. La
coloracién varia de crema amarillento a verde celeste y finalmente verde
ligeramente oscuro. Las franjas dorsales y laterales son rojizas, en el dorso se
observan tubérculos setiferos pigmentados de donde emergen setas o pelos,
en los ultimos segmentos so6lo se observan 3 franjas rojizas que se prolongan
a través de todo el cuerpo. Mide 7 mm al inicio del estadio y 13 mm en su
maximo desarrollo**?.

c. Pupa

Una vez que la larva completa su desarrollo, abandona el tubérculo y se dirige a

la arena para empupar, forma un capullo de seda, al cual se pegan particulas de

arena®. A este primer periodo se le denomina prepupa. La larva se vuelve
inactivo, sus procesos metabdlicos se reducen al minimo y se reduce de tamafio

formando un capullo para empupar; en promedio mide 9,2 mm (largo) y 2,5 mm

(ancho). Este estado dura 2.7 dias. La pupa al inicio del ciclo es verde, es

momificada, las patas, alas y antenas se encuentran pegadas al cuerpo®. Las

pupas son de color café claro cuando se aproxima la emergencia de adultos se
tornan de color negro, la emergencia de los adultos se realiza por la parte
superior de la pupa. Los machos miden 7.79mm (largo) y las hembras 8.04mm?,

d. Adulto

El adulto es una pequefia polilla de color pajizo®*, presenta una expansion alar

de 17.8 — 20.2 mm (hembras) y 17.8 — 18. 5 mm (machos), con finas escamas

grisdceas que cubren todo el cuerpo. En el margen costal de las alas anteriores
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se tiene una mancha triangular marrén oscuro, que permite diferenciar del
género Phthorimaea. El aparato bucal es de tipo chupador y en estado de
reposo se enrollan en forma de espiral'. Los adultos viven de 23 a 25 dias con
dieta miel (de abeja) al 5 % las hembras comienzan a colocar huevos a los 3
dias de haber emergido de la pupa®.

2.3.2.3. Duracion del ciclo de vida

S. tangolias posee un periodo de incubacion que varia de 7 dias (23°C) a 17
dias (12°C) mientras que el periodo larvario varia de 23 dias (23°C) a 57 dias
(12°C). El estado de pupa varia de 14 dias (23°C) a 31 dias (12°C). El ciclo
completo desde que el huevo fue depositado hasta que emerge el adulto puede
durar de 44 dias (23°C) a 105 dias (12°C), lo que permite a la plaga desarrollar
de 3 a 5 generaciones al afio. La longevidad de los adultos varia de 11 a 30
dias. La hembra puede poner de 90 a 250 huevos?®. (Anexo 04)

2.3.2.4. Polillade papay su incidencia en la agriculturay economia

La polilla de la papa S. tangolias es una especie que ha adquirido mucha
importancia en los Ultimos afios debido a su rapida dispersién. Se constituyen en
un gran problema para los pequefios, medianos y grandes agricultores. Su
incidencia de dafio causado esta directamente relacionado a factores climéaticos
(altas temperaturas, sequias), manejo del cultivo en campo (deficientes labores
culturales), manejo de post cosecha (almacenamiento inadecuado). Los dafios
causados por esta plaga son mucho mas severos que los producidos por
Phthorimaea operculella, y pueden llegar al 100% durante el almacenamiento;
por lo que las pérdidas econdmicas son cuantiosas. Uno de los problemas mas
serios derivados de la alta incidencia de esta plaga es el uso inadecuado de
insecticidas en el campo como en el almacén, la que ha ocasionado numerosos
casos de intoxicacion. Asi mismo el agricultor conoce muy poco sobre esta
plaga, no reconoce las especies, sus ciclos de vida, ni su comportamiento,
razones por las que no se puede mejorar sus métodos de control®.

2.3.3. Bioensayo en Artemia salina

El camarén de Artemia salina Leach, Anostraca: Artemiidae, se ha utilizado por
varias décadas como organismo de prueba en la investigacion de productos
naturales y para evaluar el efecto de los quimicos en ambientes acuéticos. Este
ensayo es usado en laboratorios alrededor del mundo para la preseleccién de
extractos de plantas con potencial medicinal, para fraccionamiento bioguiado de

componentes bioactivos de la planta y para la deteccién de efectos citotéxicos.
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La razén principal de su amplio uso para las pruebas de toxicidad de los
extractos de plantas se debe a la disponibilidad comercial de huevos latentes
(quistes) que permanecen viables durante muchos afios y, por lo tanto, son una
fuente biol6gica adecuada para bioensayos rapidos, simples y econémicos. Sin
embargo, un inconveniente de este bioensayo es que el medio salino disminuye
la solubilidad y la biodisponibilidad de algunas sustancias, lo que limita la
deteccion de posibles constituyentes bioactivos de las plantas®. En el presente
estudio, se realizé el bioensayo de toxicidad en Artemia salina como biomodelo

en la etapa preliminar de la investigacidn sobre larvas de S. tangolias.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

La presente investigacion se llevé a cabo en el laboratorio de quimica de la salud

“Francisco del Castillo” y en el Centro de Investigacién en Bioquimica Clinica y

Molecular de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica, Facultad de

Ciencias de la Salud, ubicado en la ciudad universitaria de la Universidad

Nacional de San Cristébal de Huamanga, en el distrito de Ayacucho,

politicamente ubicado en la provincia de Huamanga de la Regién Ayacucho.

3.2. Poblacién y muestra

3.2.1. Poblacion

e Flores de la especie Argyranthemum frutescens. “magarza comun” que
crecen en los jardines, parques y cercos de la provincia de Huamanga,
departamento de Ayacucho.

3.2.2. Muestra

e 3Kg de flores de la especie Argyranthemum frutescens “magarza comun”, que
fueron identificadas en el Herbarium huamangensis de la Facultad de
Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga, departamento de Ayacucho.

3.2.3. Unidades de analisis

e Larvas del V Instar de Symmetrischema tangolias (Gyen) “polilla de papa”,
cantidad necesaria para el ensayo.

3.3. Metodologiay recoleccién de datos

3.3.1. Recoleccién y mantenimiento del material biolégico

a. Obtencion de la muestra vegetal

La muestra vegetal consistente en flores de la especie ornamental

Argyranthemum frutescens “magarza comun”, fueron recolectadas durante el

mes de marzo — 2018 del area verde de la Facultad de Ciencias Econdmicas

17



Administrativas y Contables de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga del departamento de Ayacucho, a 2 670 msnm, con coordenadas:
13°8'36"S; 74°13'13"0 (Anexo 02).

La seleccion se realizé de forma manual, mediante un muestreo no probabilistico
a primeras horas de la mafana, teniendo en cuenta la forma, tamafio, textura y
buen estado de floracién. Fueron colocadas en bolsas de plastico para
transportarlas al laboratorio de quimica de la salud “Francisco del Castillo” de la
E.P. de Farmacia y Bioquimica.

Una vez en el laboratorio, se procedié a seleccionar sélo las flores en 6ptimo
estado para proceder con la extraccion.

La identificacion taxondmica se realizé en el “Herbarium huamangensis”, Museo
de Historia Natural de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga, para lo cual se llevé una muestra
vegetal completa. (Anexo 1).

b. Obtencién de la unidad de andlisis

Las larvas de la especie Symmetrischema tangolias (Gyen) “polilla de papa”
fueron colectadas en el mes de agosto - 2017 a partir de papas infestadas
(papas de la variedad blanca) con Symmetrischema tangolias” de los almacenes
de papa del Centro Poblado de San Antonio de Manallasacc, distrito de Chiara
(Anexo 05), provincia de Huamanga, ubicada en el departamento de Ayacucho,
perteneciente a la Region Ayacucho, ubicado a 60 min de la ciudad de Ayacucho
a una altitud de 3 512 msnm (Coordenadas:13°52'05"S; 73°40'03"0); constituido
en gran parte de extensiones de cultivos de papa, aprovechadas por los
agricultores del lugar®’.

En tapers rectangulares, que contenian una base de arena fina lavada y
desinfectada con agua hervida, se colocaron de manera ordenada las papas
infestadas que fueron colectadas para su crianza y obtencion de adultos de
polilla de papa. Posteriormente, obtenidas las polillas adultas, se seleccionaron
cuidadosamente procediéndose a colocar entre machos y hembras en los
envases de plasticos de crianza individual de 1000 cm® conteniendo papas sanas
de variedad peruanita, las cuales fueron previamente lavadas y desinfectadas
con hipoclorito de sodio al 1,5%. Finalmente desarrolladas las larvas, se realizd
el aislamiento de larvas del V instar de Symmetrischema tangolias (Gyen) “polilla
de papa” de los nuevos tubérculos infestados, los cuales se extrajeron

cuidadosamente para las pruebas experimentales. Las polillas adultas fueron
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alimentadas con una solucién azucarada (miel, polen, jalea y agua), mediante

una tira interna ubicada en el envase, con la finalidad de generar colocacion de

huevos sobre las yemas de los tubérculos y asi obtener larvas de acuerdo al

ciclo biolégico' (Anexo 12).

3.3.2. Obtencion del extracto hidroalcohélico de Argyranthemum
frutescens (L.) Sch. Bip.

Se emplearon 3Kg de la muestra vegetal fresca, seleccionadas de acuerdo a

limpieza, forma, tamafio, integridad, textura y a un adecuado estado de floracion

(entre los 5y 10 dias después de abiertas)®. Una vez pesados, fueron sometidos

a una técnica de maceracion con etanol al 70%, empleando tres frascos

adecuados para su extraccion (de 4L de capacidad). Este procedimiento se

realizé por 3 dias, donde se mantuvo en constante agitacion y conservados en
un lugar oscuro. Cumplido los dias, el extracto obtenido fue filtrado y luego
evaporado en el equipo de bafio maria a una temperatura no mayor a 40°C
hasta llegar a una minima concentracidn o concentracién alcohdlica de 0°

(Anexo 11).

3.3.3. Determinacion de los parametros fisicoquimicos, analiticos e
identificacion  fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de
Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip “magarza comin”

3.3.3.1. Identificacién fitoquimica

El reconocimiento de metabolitos secundarios se realiz6 por medio de pruebas

fitoquimicas preliminares, las cuales son pruebas quimicas de caracterizacion

consistentes en una reaccion quimica que produce alteracion rapida en la
estructura molecular de un compuesto?.

El andlisis de los metabolitos secundarios del extracto hidroalcohdlico de la

especie vegetal se realizé siguiendo los procedimientos descritos por Miranda et.

al.?® y Look® (Anexo 08).

3.3.3.2. Determinacion de solubilidad, humedad, residuos

a. Solubilidad. Se determiné en base a los términos descriptivos que se

encuentran establecidos en la USP 36. Se determinG con solventes polares y
apolares®! (Anexo 09).

b. Humedad. Se determind el porcentaje de perdida por secado de la muestra

vegetal, de acuerdo al procedimiento de Miranda et al.*

Wy = Ws,)

%H = ————<x100
(W1 — Wo)
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Wy=Placa de Petri vacio.

W, =Placa de Petri vacio mas la muestra (19).

W,-Placa de Petri vacio mas la muestra después de llevar a la estufa.

c. Residuos. Se determiné el porcentaje de residuos por incineracion de la
muestra vegetal, de acuerdo al procedimiento de Miranda et al.?®

_ (W —Wy)

(y - -
O (W — W)

x100

W,=Crisol vacio.

W= Crisol vacio mas la muestra.

W.,- Crisol vacio méas la muestra después de llevar a la mufla (600°C).

3.3.4. Disefio experimental

El disefio experimental fue adecuado a un factorial de A x B; donde:

A=Unidad de analisis.

B=Diluciones del extracto hidroalcohdlico.

3.3.5. Evaluacion de la actividad toxica del extracto

3.3.5.1. Ensayo preliminar: Bioensayo de toxicidad en Artemia salina

Para este propésito se compraron quistes de Artemia salina de un acuario de la
ciudad de Lima, los cuales se incubaron en agua de mar en condiciones de luz y
oxigeno. Las concentraciones trabajadas fueron diluciones de 1000, 100 y 10
ppm preparadas a partir de una solucion madre y se aplicaron a cada vial la
cantidad de 500, 50 y 5uL respectivamente?®®. El desarrollo del bioensayo durd
cuatro dias y se encuentran especificadas en el Manual de técnicas de
Investigacion (CYTED)* que se encuentra detallado en el Anexo 11.

El conteo del nimero de sobrevivientes y muertos se realizé al cabo del cuarto
dia del bioensayo. Los datos se analizaron con el programa Probit para
determinar los valores de CLs.

Finalmente, el resultado se clasifico de acuerdo a las recomendaciones del
CYTED, para ello se consideré la tabla de toxicidad para Artemia salina.

Tabla 1. Clasificacion de toxicidad segin CYTED para Artemia salina®.

Grado Clasificacion Cls Unidades
I Extremadamente téxico 1-10 ug/mL
Il Altamente téxico 10-100 ug/mL
i Moderadamente toxico 100-500 ug/mL
\% Ligeramente toxico 500-1000 ug/mL
\Y, Practicamente no téxico 1000-1500 ug/mL
VI Relativamente inocuo >1500 ug/mL
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3.3.5.2. Toxicidad por contacto sobre larvas de Symmetrischema tangolias
(Gyen) “polilla de papa”

Para este proposito se acondicioné una estructura de madera con 15 espacios

circulares para tapers limpios de 30z con tapas cuadradas de vidrio, en los

cuales se colocaron circulos de papel de filtro en la base (uno por cada taper) asi

como un trozo de papa de 3g. Se prosiguio con la separacién de 10 larvas de

Symmetrischema tangolias (Gyen) del V instar por taper, que equivale a un

grupo de tratamiento, realizando tres repeticiones por grupo'’. Las dosis

evaluadas fueron: 1,0; 2,0; 4,0 y 8,0 mg/mL (siguiendo una constante creciente),

las cuales fueron aplicadas con un asperjador, la cantidad de 10 puff de cada

dosis del insecticida vegetal (correspondiente a 0,5 mL). Para el control del

ensayo se realiz6 el mismo procedimiento; reemplazando el extracto por agua.

El bioensayo fue evaluado durante 3 dias para determinar la mortalidad y/o

susceptibilidad de las larvas del V instar de S. tangolias, por grupo de

tratamiento. Las larvas fueron consideradas muertas a los 3 dias y se

identificaron por su inmovilidad y la coloracién negruzca.

El bioensayo se realiz6 bajo condiciones de cria: 30°C y oscuridad®®, esta Gltima

para evitar la interferencia de luz o fotdlisis de los plaguicidas® (Anexo 12).

3.4. Analisis de datos

3.4.1. Determinacion del porcentaje de mortalidad de larvas de
Symmetrischema tangolias (Gyen)

Se calcul6 la mortalidad para cada dosis formulada a través de la aplicacion de

la siguiente ecuacion:

) N°larvas muertas
%Mortalidad =

N° larvas expuestas X

Con la finalidad de establecer si existen diferencias estadisticas en las
mortalidades generadas en cada una de las dosis del extracto de actividad
insecticida evaluado, los datos fueron sometidos a un andlisis de varianza
(p<0.05). En vista de hallarse significancia en la respuesta evaluada y a fin de
determinar la concentracion con mayor mortalidad de larvas de Symmetrischema
tangolias, se realiz6 una prueba de Duncan por comparacion de medias a un
nivel de significancia del 95% (p<0.05), utilizando el procedimiento del paquete
estadistico SPSS 25.

Asi mismo se elaboraron cuadros y gréaficos estadisticos descriptivos de
tendencia central y de dispersion de la mortalidad hallada en cada dosis del

extracto evaluado®.
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3.4.2. Determinacion de la concentracion letal media (CLsp)

Para el calculo de la concentracion letal media (CLsy) se utilizd el método de
andlisis Probit con la ayuda del paquete estadistico SPSS 25.

La regresion Probit es un tipo particular de regresion lineal que se construye para
conocer la relacién que existe entre una variable independiente (la concentracion
de toxico) y una variable dependiente (la respuesta=mortalidad) para una
especie y un tiempo de exposicion al téxico (normalmente 48 o 96 horas). Para
ello la respuesta acumulada de los organismos (mortalidad acumulada) se
transforma a unidades Probit (eje Y) y la concentracion de tdxico se transforma
logaritmicamente (eje X). El resultado es una recta en la cual podemos interpolar
el 50% de la respuesta y conocer que concentracion de toxico causa esa

respuesta (CLso)*®.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 2. Caracteristicas fisicas del extracto hidroalcohdlico de las flores de

Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip “magarza comun”.

Ensayo Extracto

o o Extracto de consistencia viscosa, de
Descripcién organoléptica del )
color ambar, olor dulce y sabor

extracto
amargo.
Peso de extracto 48.73g
Humedad 10,32%
Cenizas 0,18%
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Tabla 3. Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico de las

flores de Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip “magarza comun”.

Componentes quimicos Resultados Observaciones
Antocianinas (+++) Abundante
Taninos (+++) Abundante
Flavonoides (+++) Abundante
Cardioténicos (+) Trazas
Alcaloides (+++) Abundante
Quinonas (+++) Abundante
Triterpenos y esteroides (+++) Abundante
Cumarinas (+++) Abundante
Azlcares reductores (+++) Abundante
Saponinas +) Trazas

Leyenda: (+) trazas, (++) moderado, (+++) abundante.

(*) Los términos descriptivos empleados se encuentran establecidos en articulos de la USP 36 y del NF.,
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Tabla 4. Solubilidad del extracto hidroalcohdlico de las flores de Argyranthemum

frutescens (L.) Sch. Bip “magarza comun”.

Disolvente Observacién (Término descriptivo)
Agua Moderadamente soluble

Etanol Facilmente soluble
n-hexano Muy poco soluble

Acetona Practicamente insoluble
1-butanol Practicamente insoluble
Propanol Préacticamente insoluble
Cloroformo Practicamente insoluble

Leyenda: muy soluble, facilmente soluble, soluble, moderadamente soluble, poco soluble, muy poco soluble,
practicamente insoluble.

(*) Los términos descriptivos empleados se encuentran establecidos en articulos de la USP 36 y del NF.
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Tabla 5. Mortalidad de nauplios de Artemia salina obtenidas a las 24h por
exposicion a diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico de las flores

de Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip “magarza comun”.

Mortalidad de nauplios

: Cant. :
Concent. Dosis | | (%) Promedio de
arva
(mg/L) (L) Tubo Tubo Tubo mortalidad (%)
inicial (N°)
2 3
10 5 10 0 10 0 10
100 50 10 100 90 100 96.66
1000 500 10 100 100 100 100
Control (agua +
10 0 10 0 10
DMSO)
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Tabla 6. Porcentaje de mortalidad de larvas de Symmetrischema tangolias
(Gyen) “polilla de papa” obtenidas durante tres dias de evaluacidén al ser
expuestas a diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico de las flores

de Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip “magarza comun”.

Cantidad Porcentaje de
Concentracion . Promedio de
(ma/mL) | -Ialtrval mortalidad (%) mortalidad (%)
inicial (N°) 24h 48h 72h
10 0 50 50
1,0 mg/mL 10 10 40 80 37,78
10 10 30 70
10 0 60 100
2,0 mg/mL 10 10 60 80 50
10 10 60 70
10 10 60 90
4,0 mg/mL 10 20 70 90 57,78
10 10 70 100
10 30 100 100
8,0 mg/mL 10 20 90 100 72,22
10 20 90 100
10 0 10 10
Control (agua) 10 0 0 20 6.67
10 0 0 20
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Figura 1. Concentracion letal media (CLsg) del extracto hidroalcohdlico de las

flores de Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip “magarza comun” sobre

nauplios de Artemia salina.
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Figura 2. Concentracion letal media (CLsg) del extracto hidroalcohdlico de las

flores de Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip “magarza comun” sobre larvas

del V Instar de Symmetrischema tangolias (Gyen) “polilla de papa” Vs tiempo.
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V. DISCUSION

Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip. “magarza comun” es un arbusto
perenne que se adapta a una extensa variedad de condiciones climéaticas (Anexo
2). Una caracteristica particular de la planta y sus flores en especial es que
muestran un olor intenso propio de la especie. Bolafios* en su investigacion
empleo la flor de Chrysanthemum parthenium, una especie similar a la evaluada
y menciond que el olor fuerte y penetrante que presentaban sus flores mantenia
alejadas a las abejas de la planta.

La determinacién de las propiedades organolépticas se mide a través del analisis
sobre las sensaciones que producen®. El extracto hidroalcohélico de las flores
de Argyranthemum frutescens se describe como un extracto de consistencia
viscosa, debido a las resinas de las flores y a la evaporacion de los solventes; de
color ambar, por diferentes pigmentos de las flores; de olor dulce e intenso,
propio de las flores y de sabor amargo; debido a que las plantas se protegen a si
mismas de los insectos secretando pesticidas naturales o metabolitos
secundarios con cierto sabor amargo como los flavonoides®”.

En la evaluacion de los parametros fisicoquimicos del extracto hidroalcohdlico de
las flores de Argyranthemum frutescens se obtuvo un porcentaje de humedad de
10,32% (Tabla 2), el cual se encuentra dentro de los limites establecidos en la
USP 36 para las drogas (8-14%)*"*", asi mismo se debe tener en cuenta que el
exceso de agua en drogas vegetales es responsable del crecimiento de
bacterias y hongos, ademas de la hidrélisis de sus constituyentes®” %,
Determinar el contenido de cenizas totales es importante porque nos indica la
cantidad de materia inorganica presente en la muestra, brindando indicios de su
calidad®. Castillo®” menciona que la cantidad total del material restante de la
ignicion de la droga incluye tanto ceniza fisioldgica, que es aquella que proviene
de los componentes minerales de la propia planta y ceniza no fisiol6gica, que es

el residuo de la materia extrafia que se adhiere a ella por su contacto con el
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suelo, como tierra y arena. En la investigacion se determiné el porcentaje de
cenizas, resultando 0,18% (Tabla 2), lo cual responde a un valor positivo porque
las farmacopeas establecen valores limites menores al 12%>".

El extracto hidroalcohdlico de las flores de Argyranthemum frutescens se realizé
de la muestra vegetal fresca (flores), puesto que los metabolitos secundarios
contenidas en las flores pierden su actividad insecticida. Bolafios* menciona que
ello ocurre al ser expuestas a temperaturas superiores a 60°, asi como a tiempos
prolongados de exposicion en caso de someterse a secado. Asi mismo, en la
investigacion se utilizé como solvente el etanol de 70° y agua. Castillo®
menciona que éstos modifican el pH del medio con el fin de obtener los
metabolitos secundarios de acuerdo a la solubilidad. El etanol de 70°, como
solvente de polaridad intermedia extrae los fitoconstituyentes afines, anulando
las interacciones que mantienen atraidos a los principales activos hacia los
sistemas hidrofilicos. El agua extrae los principios activos mas hidrosolubles,
debido a su elevada polaridad; ésta es capaz de extraerlo en sus formas
ionizadas. El peso del extracto obtenido fue de 48,73g.

El estudio fitoquimico es una de las etapas iniciales de la investigacion que
permite determinar cualitativamente los principales grupos quimicos presentes
en una planta®. Los metabolitos secundarios vegetales son determinantes en la
resistencia de las plantas y del comportamiento general de los insectos fitéfagos
en su relacién con las diferentes especies vegetales." En ese sentido, las
pruebas de identificacibn del extracto hidroalcohdlico de las flores de
Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip. (Tabla 3) mostraron la presencia de
metabolitos secundarios como: antocianinas, taninos, flavonoides, alcaloides,
quinonas, triterpenos y esteroides, cumarinas y azucares reductores en
cantidades abundantes (+++), mientras que otros componentes como
cardioténicos y saponinas se obtuvieron en trazas (+). Dichas cantidades se
representan en cruces de acuerdo a lo indicado en la USP 36°'. Asi mismo,
Marquez*® menciond que la composicion quimica de las especies vegetales esta
sujeta a cambios dependientes de la localizacion geogréfica, altitud,
temperatura, entre otras.

El extracto hidroalcohdlico de las flores de Argyranthemum frutescens (L.) Sch.
Bip “magarza comun” result6 ser faciimente soluble en etanol y moderadamente
insoluble en agua (Tabla 4), de acuerdo a los criterios establecidos en la USP

36%. Bolafios* encontr6 que el extracto de Chrysanthemum parthenium es
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practicamente insoluble en agua, pero son solubles en solventes organicos como
alcoholes, hidrocarburos clorados, nitrometano, queroseno.

En el presente trabajo, se realizé6 una evaluacion preliminar de toxicidad sobre
nauplios de Artemia salina, ya que corresponde a uno de los biomodelos méas
utilizados en las etapas preliminares de la investigacion fitoquimica, asi mismo,
la toxicidad en vivo de un organismo animal puede usarse como método
conveniente para el seguimiento y fraccionamiento en la busqueda de nuevos
productos naturales bioactivos; por tal razon, en este trabajo se decidié realizar
el bioensayo de letalidad sobre nauplios de Artemia salina*® (Anexo 11), donde al
ser sometidas a la accion biocida del extracto hidroalcohdlico de las flores de
Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip “magarza comun” se obtuvo un
porcentaje de mortalidad de: 100% a 1000 mg/L; 96,6% a 100 mg/L y una de
10% a 10 mg/L (Tabla 5).

De acuerdo a este resultado, se realizé la evaluacion de la mortalidad de larvas
de Symmetrischema tangolias (Gyen) “polilla de papa” sometidas por el extracto.
Las larvas fueron criadas artificialmente en tapers especiales, luego adecuadas a
las condiciones de laboratorio una vez conseguidas la presencia de larvas. Al
cabo de los 3 dias de evaluacion al ser expuestas a diferentes concentraciones
del extracto hidroalcohdlico de las flores de Argyranthemum frutescens (L.) Sch.
Bip “magarza comun”, se obtuvieron los porcentajes de: 37,78% a 1,0 mg/mL,
50% a 2,0 mg/mL, 57,78% a 4,0 mg/mL y un maximo de 72,22% a 8,0 mg/mL, lo
cual se describe en la (Tabla 6).

Villanueva® en su trabajo obtuvo porcentajes de mortalidad a: 0,75 mg/L (10%),
mientras que a la concentracion de 2,5 mg/L, 3,0mg/L y 4,0mg/L presentaron
26,7% de mortalidad de larvas del Il Instar de la misma especie estudiada con
un extracto hidroalcohélico de Ambrosia arborescens, lo cual también demuestra
una tendencia de dosis dependiente. Villalobos™ en su investigacién detectd
actividad en disoluciones de los extractos de Chrysanthemum coronarium a la
concentracion de 10 mg/ml, pero no en las de 1 mg/ml. La mortalidad causada
en larvas a los 6 dias de colocarlas en contacto con los discos fue del 50% vy
52,5% para los extractos de hexano y de acetona respectivamente, aunque el
porcentaje aument6 a los 10 dias. Al incorporar extractos crudos a la dieta a
dosis de 0,1 y 0,05% se obtuvo una mortalidad alta (60-100%) y se detecto
inhibicion del desarrollo en larvas supervivientes. Las aplicaciones tépicas

causaron mortalidad en larvas y pupas. Asi mismo menciona que la actividad por
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contacto en larvas se ha manifestado por pardlisis y necrosis de las mismas,
causando la muerte. Estos efectos son, probablemente, consecuencia de la
actividad reguladora del crecimiento de los extractos, que produce una
metamorfosis precoz en larvas ocasionando la muerte. Por su parte,
Dominguez®® también menciona que los resultados en laboratorio pueden ser
distintos a lo obtenido en los bioensayos, modificado por diferentes factores
como: modo de alimentacion de los insectos, tipo de exposicion, modo de accién
del extracto - insecticida, desarrollo fenoldgico del cultivo y factores climéaticos
como la humedad y la temperatura, siendo estos uno de los mas importantes. En
tanto, Ledn®evalu6 el efecto biocida de una mezcla de polvos vegetales de boldo
(Peumus boldus) y crisantemo amarillo (Chrysantemum morifolium) para el
control del gorgojo de arroz (Stitophilus oryzae L.), donde el polvo de crisantemo
amarillo puro a 4% y 5%, presentd 27% y 60% de mortalidad, por lo que el polvo
vegetal de crisantemo amarillo se presenta como una planta prometedora con
potencial insecticida cuando se aplica a concentraciones mayores que 5%. Asi
mismo, la proporcion del polvos de Boldo:Crisantemo (70:30) fue mayor: a 4% y
5% resultd 70% y 90% de mortalidad a 96h de exposicion.

De acuerdo al andlisis de varianza (Anexo 16) realizado con el software
SPSS15, el porcentaje de mortalidad de las larvas del V Instar de S. tangolias
muestra una significancia de 3,09 x 10 que es menor de 0,05 lo cual indica que
existe una diferencia significativa alta entre las diferentes concentraciones del
extracto hidroalcohdlico de las flores de Argyranthemum frutescens, por lo que
se puede mencionar que la propiedad insecticida del extracto es 6ptima.

Se recalca que los bioensayos se realizaron Unicamente sobre el estadio larval
de desarrollo del insecto, y se emplearon larvas del V Instar de Symmetrischema
tangolias (Gyen); Laupa' menciona que se realiza en ésta la Ultima etapa la
ingesta de alimentos, siendo por ello importante, pasando luego a estados de
inactividad (pupas). Asi mismo en cuanto a su investigacion, los aceites
esenciales de H. mandoniana no se registré ningun individuo en estado de pupa
0 pre-pupa, ya que las larvas del quinto estadio murieron inmediatamente al
contacto con los tubérculos tratados con estos aceites, lo cual evidencia su alta
toxicidad. Durante la investigacion, en su crianza se pudo observar la agilidad
con las que se desplazan fuera de los tubérculos, barrenando varios de ellos, por
lo que se puede decir que es el estadio en el que se produce mucha mas

pérdida de tubérculos sanos en almacén. Asi mismo, la composicién estructural
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(como los aminoéacidos) y bioquimica de la superficie del integumento de las
larvas varian segun el estadio larval en el que se encuentren*’. Por tanto estos
resultados deberan ser tomados como preliminares para futuras investigaciones.
En consecuencia, respecto a la accion toxica del extracto hidroalcohdlico de
Argyranthemum frutescens sobre las larvas de Symmetrischema tangolias
probablemente se deba a la presencia de metabolitos secundarios como
alcaloides, triterpenos y otros, por ejemplo Villalobos'® menciona que la actividad
biolégica de los sesquiterpenos del tipo lactona son abundantes en las especies
de la familia Compositae y que este tipo de compuestos puede tener actividad
inhibidora de alimentacién, del desarrollo y de la oviposicién en insectos, aunque
no tienen actividad por contacto. En Chrysanthemum macrophyllum las lactonas
del tipo sesquiterpeno son deterrentes de alimentacién en adultos y larvas de
Tribolium confusum y Sitophilus granarius.

En el estudio, la concentracion letal media (CLsp), €n primera instancia se realizé
una evaluacién preliminar de la accién toxica del extracto hidroalcohdlico sobre
los nauplios de Artemia salina, el resultado fue de 31,9mg/L (Figura 1). Este
resultado fue comparado con valores establecidos en la tabla de clasificacion del
grado de toxicidad segin el CYTED para Artemia salina®* (Tabla 1),
encontrdndose con la clasificacion Il, altamente toxico, lo cual indica un efecto
insecticida 6ptimo del extracto hidroalcohdlico de las flores de Argyranthemum
frutescens sobre los quistes de Artemia salina. De acuerdo con estos resultados
se puede decir que la muestra evaluada manifesté toxicidad frente a la Artemia
salina, por lo que es notable la importancia de la utilizacion de este ensayo como
prueba alternativa de toxicidad.

En un estudio, Sanchez*® se centré en la evaluacion y verificacion de la letalidad
de las fracciones acetato de etilo obtenida de los extractos etandlicos de los
frutos en estado de madurez, verde y pintén, utilizando la cascara y pulpa de las
especies guayaba (Psidium guajava L) y Choba (Psidium guineense Sw), donde
muestra resultados promisorios del ensayo de letalidad en Artemia salina,
aplicado a las fracciones de acetato, en lo que se refiere a actividad biolégica
preliminar; ya que se encontraron valores de CLs, de 181,4 y 221,30 g/mL, los
cuales se clasifican segun el CYTED como moderadamente toxicos (entre 500-
100 g/mL).

Ya realizado la evaluacion preliminar, la CLs, del extracto hidroalcohdlico de las

flores de Argyranthemum frutescens sobre larvas de Symmetrischema tangolias
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fueron obtenidas a las 24h, 48h y 72h de exposicibn a diferentes
concentraciones del extracto y se realizé de acuerdo al andlisis Probit con un
limite de confianza de 95%. Los resultados obtenidos fueron: 16,6mg/L a las
24h; 4,3mg/L a las 48h y de 3,6mg/L a las 72h, por lo que se puede mencionar
que a medida que pasa el tiempo la mortalidad en las larvas sera 6ptima, siendo
este Ultimo resultado el mas recomendable para generar una mortalidad del 50%
de la poblacién de larvas (Figura 2). Villanueva™ en su investigacion establecio
la CLso en 6,14mg/L del extracto de Ambrosia arborescens para la poblacién de
larvas de Symmetrischema tangolias como la mas recomendable, también con
un limite de confianza al 95%, por lo que indica que es factible afirmar que los
metabolitos secundarios son los responsables de su actividad biocida, que
responde a la accién sinérgica de los triterpenos y alcaloides; ademas que los
glicésidos que son sustancias que intervienen en los fenbmenos de 6xido
reduccién, asi como en el crecimiento y fecundacioén de las plantas.

Asi mismo, en la investigacion de Laupa', se determiné que la DLs, después de
24 horas de exposicion de las larvas al aceite esencial de M. spicata es de 26.96
ppm, para C. brevicalyx es de 38.92 ppm y para H. mandoniana es de 13.46
ppm. Asi mismo se encontré que los aceites esenciales son altamente téxicos,
tienen un efecto biocida, llegando a matar al 100 % de la poblacion de polillas en
un corto periodo de tiempo. Los extractos alcohdlicos tienen menor efecto que
los aceites esenciales, presentan un efecto de antibiosis afectando la oviposicion
de adultos y el desarrollo de larvas de la polilla de la papa, en adicion de un
efecto biocida.

Las observaciones que se tuvieron después de la aplicacién de las dosis
disueltas del extracto fueron que al cabo de media hora, las larvas tenian unos
movimientos involuntarios por unos segundos, similares a los calambres y luego
se desplazaban con normalidad. Al cabo de dos horas las larvas perdieron
movilidad por unos minutos y luego se desplazaban con normalidad, a diferencia
de las larvas que soOlo recibieron agua; asi mismo, durante los dias de
investigacion se observo el cambio de coloracion de un color verduzco a uno
oscuro o negruzco, color que indicaba su muerte (Anexo 14). Por otra parte, se
observé la disminucién de tamafio a medida que pasaba el tiempo y las larvas de
las concentraciones mayores no se alimentaron de los trozos de papas. Por su
parte, Villalobos'® menciona que la actividad por contacto en larvas se ha

manifestado por paralisis y necrosis de las mismas, causando la muerte. Estos
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efectos son, probablemente, consecuencia de la actividad reguladora del
crecimiento de los extractos, que produce una metamorfosis precoz en larvas
ocasionando la muerte. Otros estudios indican que los reguladores del
crecimiento de insectos también tienen accién por ingestion, interfiriendo con la
alimentacion de los insectos.'® Bolafios* menciona en su investigacion que, las
piretrinas son muy toxicas para mosquitos, produciendo en ellos una accion
rapida de pardlisis conocida como efecto derribe. Mientras tanto, Laupa® indica
gque los extractos alcohdlicos tienen menor efecto que los aceites esenciales y
presentan un efecto de antibiosis afectando la oviposicibn de adultos y el
desarrollo de larvas de la polilla de la papa, en adicion de un efecto biocida. Asi
mismo, afectan el desarrollo normal de las larvas, no permitiendo que estos
puedan alimentarse normalmente o al ser consumido el tubérculo inhibe su
metabolismo, o genera repelencia.

La revalorizacién de las plantas como fuente de sustancias con propiedades
insecticidas se viene difundiendo desde los Ultimos 35 afios y en algunos paises
de América Latina como Brasil, México, Ecuador y Chile, se han desarrollado
lineas de investigacion que buscan en las plantas, compuestos quimicos con
menor impacto ambiental y potencial para el control de plagas agricolas®. Sin
embargo investigaciones previas mencionan que el uso de insecticidas quimicos
s6lo debe ser una medida complementaria dentro del manejo integrado de
plagas en el cultivo de la papa y su aplicacién debe ser oportuna y satisfacer las
necesidades de los productores, para obtener una mayor efectividad y asegurar
el éxito de las cosechas de este cultivo de gran importancia para la region
andina®.

Es conveniente hacer un balance en el cual se establezca qué resulta mas
costoso a la larga: si seguir utilizando productos insecticidas sintéticos que
producen dafios al ambiente, aunque el producirlos en grandes cantidades o
establecer un proceso gque monetariamente puede ser costoso, pero que el
producto de interés permita ya no sanear la problemética actual de
contaminacién del medio, si no al menos contribuir a la reduccién del mismo*.
Para finalizar, los resultados de este bioensayo permitieron obtener una
referencia de susceptibilidad de esta plaga al extracto hidroalcohdlico de
Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip “magarza comun” el cual es de
conocimiento Gtil futuras investigaciones y su posible aplicacion de en las areas

de mayor infestacion de la plaga en el cultivo de la papa.
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VI. CONCLUSIONES

Luego de analizar los resultados de la presente investigacion se ha obtenido las

siguientes conclusiones.

1.

El extracto hidroalcohdlico de las flores de Argyranthemum frutescens (L.)
Sch. Bip. “magarza comun” es soluble en etanol; los principales
componentes hallados fueron las antocianinas, taninos, flavonoides,
alcaloides, quinonas, triterpenos y esteroides, cumarinas y azlcares
reductores. Asi mismo, las flores contienen 10,32% de humedad y 0,18% de
cenizas.

Por efecto téxico del extracto hidroalcohdlico de las flores de
Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip. “magarza comun”, las larvas de
Symmetrischema tangolias (Gyen) presentaron un maximo porcentaje de
mortalidad de 72,22% a 8,0 mg/mL y un minimo de 37,78% a 1,0mg/mL.

La concentracion letal media (CLsg) del extracto hidroalcohdlico de las flores
de Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip. “magarza comun” frente a las
larvas de Symmetrischema tangolias (Gyen) fueron: 16,6mg/L a 24h,
4,3mg/L a las 48h y 3,6mg/L a las 72h. Asi mismo se obtuvo una CLs, de
31,91mg/L en una evaluacion preliminar del efecto tdéxico del extracto sobre

nauplios de Artemia salina.
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VIl. RECOMENDACIONES

Para un mejor estudio, llevar a cabo pruebas quimicas para la identificacion
de compuestos activos: espectrofotometria de masa, ultravioleta visible (UV-
Vis), infrarrojo (IR), cromatografia en capa fina y otros, tanto a las flores
como a las hojas de Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip. “magarza
comun”.

Realizar futuras investigaciones del efecto de la aplicacién de insecticidas
botanicos, biolégicos, quimicos, en cultivos de papa para determinar si el
producto botanico de Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip. “magarza
comun” mantiene sus buenos resultados para el control de la especie
Symmetrischema tangolias (Gyen), “polilla de papa” u otras especies.
Determinar el ciclo de vida de la plaga en laboratorio, observar sus
caracteristicas en cada estadio e identificar correctamente el espécimen de

la plaga y compararlos con investigaciones en otros paises.
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Anexo 1. Certificado de clasificacion taxonémica de Argyranthemum frutescens

“magarza comun”, segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist A. 1988.

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD
DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
“SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA”

CERTIFICA

Que, la Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Diana Carolina, GARCIA
MALLQUI, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE ? ASTERIDAE

ORDEN ; ASTERALES

FAMILIA . ASTERACEAE

GENERO : Argyranthemum

ESPECIE = Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip.
SINONIMIA : Chrysanthemum frutescens

N.V. 2 “‘magarza comun”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada
para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 21 de Junio del 2016

Fuente. Herbarium Huamangensis de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San
Cristobal de Huamanga.
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Anexo 2. Fotografia de la planta y flores de Argyranthemum frutescens (L.) Sch.

Bip. “magarza comudn”.

A

Fuente. Area verde la Facultad de Ciencias Econémicas, Administrativas y Contables de la UNSCH, marzo -
2018.
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Anexo 3. Principales zonas productoras de papa Yy paises con ocurrencia

reportada de las tres especies de plagas mas importantes.

—— e
L B S
"\:"_;7::""‘? Y T—t

[ Potato zones

e Phthorimaea operculella
e Symmetrischema tangolias

Fuente: Kroschel J. Proyecto FONTAGRO-Informe de Seguimiento Técnico Anual (ISTA) y POA 2009-2010%.
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Anexo 4. Ciclo de vida de la polilla andina de la papa, Symmetrischema
tangolias (Gyen) “polilla de la papa”; A) Adulto; B) Huevo; C y D) Larvas de
primer y ultimo estadio; E) Pupa (temperatura promedio de 20,3 °C).

2 20 dias; & 14 dias

Fuente. Obtenido de un estudio realizado por PROINPA (1999), mencionado por Mamani (2008)°.
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Anexo 05. Recoleccion de muestras de papas infestadas por la especie
Symmetrischema tangolias (Gyen) “polilla de la papa”, en almacenes de papa del

Centro poblado de Manallasacc — Chiara.

> : (B 2T : o7

Fuente. Fotografia realizada en un almacén de papa del Centro poblado de Manallasacc — Chiara, agosto — 2017.
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Anexo 6. Esquema de la identificacion fitoquimica segun el modelo de Miranda

M, Cuellar A. 20007,

Metabolitos

Secundarios

Ensayos

Observacion

Antocianinas

Taninos y fenoles
Flavonoides

Cardendélidos

Alcaloides

Quinonas

Triterpenos y

esteroides

Cumarinas
(Lactonas)
Azlcares
reductores

Saponinas

Antocianidina

Cloruro férrico
Shinoda
Kedde
Draguendorf
Mayer
Wagner
Scheibler
Solubilidad sol.
NaOH 5%

Liebermann -

Burchard

Baljet

Fehling Benedict

Espuma

Aparicién de color rojo a marron en la fase
amilica.

Formacién de una coloracién negruzca.
Color rojo carmelita intenso.

Hay coloracién azul violacea.

Formacion de precipitado en todas

las reacciones.

Coloracion roja-violeta indica un ensayo
positivo de contenidos quinoénicos.

1. Rosado

2. Verde intenso visible

3. Verde oscuro negro

Coloracion o precipitado rojo.

Formacion de precipitado rojo ladrillo.

Formacién de espuma en la superficie.
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Anexo 7. Modo de accién de los metabolitos secundarios sobre insectos®?.

COMPUESTO MODO DE ACCION
e Interferencia con la replicacién del ADN.
Alcaloides e Interferencia con el transporte en membranas.
e Inhibicién de enzimas.
¢ Agonista de la acetil colina.
Flavonoides e Inhibicion de la NADH deshidrogenasa en el

Terpenoides

Glic6sidos cianogenéticos

Glucosinolatos
Cumarinas
Taninos y ligninas

Quinonas

Piretrinas

Saponinas

transporte respiratorio de electrones

Repelentes y disuasorios.

Interfieren en la produccion de la hormona de la
muda y de la hormona juvenil.

Inhibidores de la sintesis de quitina.

Inhibicién de enzimas digestivas.

Inhibicién de la citocromo oxidasa en el transporte
respiratorio de electrones

Repelentes y disuasorios

Reaccionan de forma irreversible con el ADN.
Reductores de la digestibilidad.

Reductores de la digestibilidad.

Actuan sobre los canales de sodio de las neuronas
interfiriendo con la transmisién de impulso nervioso.
Reductores de la digestibilidad.

Alteran la estructura de membranas.
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Anexo 8. Identificacibn fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de

Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip “magarza comun”

Fuente. Centro de desarrollo, analisis y control de calidad de medicamentos y fitomedicamentos “Marco A.
Garrido Malo”, Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga, junio - 2018.
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Anexo 9. Determinacion de solubilidad del extracto hidroalcohdlico de las flores
de Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip. “magarza comun”.

» T P . o
< é & 4 2 g g'
) < E P g g el
— - b ¢ < —

Fuente. Fotografia realizada en el Laboratorio de quimica de la salud “Francisco del Castillo”.
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Anexo 10. Proceso de maceracion y obtencion del extracto hidroalcohdlico de

las flores de Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip. “magarza comun”.

Muestra vegetal:

3Kg de flores de Argyranthemum
frutescens

<

(Macerado a T°ambiente, en
lugar oscuro y constante
agitacion x72h)

Ly

[Extraccién hidroalcohélica al 70%

\a

Filtracion

4

\a

o

Q
N
o
Q 5!

Extracto blando

L

Evaporacion
(Bafio maria a una T° no mayor

Fuente. Olga Lock de Ugaz. Investigacion fitoquimica — Métodos de estudio de productos naturales. 1994,
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Anexo 11. Procedimiento del bioensayo de toxicidad del extracto hidroalcohdlico

de Argyranthemum frutescens en Artemia salina.

Bioensayo de toxicidad del extracto |
hidroalcoholico de Argyranthemum
frutescens en Artemia salina

(Citotoxicidad en larvas del crustaceo)

e Dia 1
a. Preparacion de agua de mar en agua
destilada (3.89/100mL), filtrar.

b. Colocar huevos de A. salina (aprox.
50mg) en un vaso de precipitado con
350mL de agua de mar con luz
artificial y bomba de oxigeno con

burbujeo lento.

Dia 2
a. Transferir la mayor cantidad de

nauplios vivos a un vaso de precipitado
con agua de mar fresca.

T

/ Dia 3
a. Disolver 20mg del extracto

hidroalcohdlico en 0.5 mL de DMSO
+ 1.5 mL de agua destilada, por ser
poco soluble. Adicionar al control:
50uL de DMSO).

- Preparar diluciones de 1000, 100 y
10 ppm.

- Aplicar dosis: 500, 50 y 5 uL
respectivamente.

b. Cada vial debe contener: 10
nauplios, la dosis del extracto, una
gota de suspencién de levadura (3mg

X 5mL de agua de mar) y agua de
mar hasta completar 5mL..

T

Dia 4
a. Conteo de los sobrevivientes de cada
dilucién al cabo de 24h.

b. Anélisis de datos, Clsj.

Fuente. Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED). Manual de técnicas de
Investigacién, 1995%
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Anexo 12. Procedimiento del ensayo de toxicidad sobre larvas del V Instar de Symmetrischema tangolias (Gyen) “polilla de la papa”

desde su obtencion.

a. Recoleccion de
papas infestadas con
larvas de S. tangolias

“polilla de papa”.

b. Seleccién y crianza de polillas de [ c. Obtencion de larvas. J
papa de la especie S. tangolias en
envases adecuados.

g _Se obtuvieron resultados d? f. Aplicacion del extracto hidroalcohdlico de Argyranthemum frutescens sobre los
mortalidad de larvas de S. tangolias a cuatro grupos, a concentraciones distintas. Al control se le aplico agua y se e. Seleccion de 10 larvas por
las 24h, 48h y 72h de exposicion. mantuvieron bajo oscuridad. envase acondicionado.

Fuente. Elaboracién propia. Centro de Investigacion en Bioquimica Clinica y Molecular de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioguimica, noviembre 2018
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Anexo 13. Fotografia del ensayo de toxicidad sobre larvas de Symmetrischema

tangolias (Gyen) “polilla de la papa” a las 72h de exposicion.

5/ Loonk

1. fado bbb Ginde bbualablic

i V.
Fuente. Centro de Investigacion en Bioguimica Clinica y Molecular de la Escuela Profesional de Farmacia y
Bioquimica, noviembre 2018.
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Anexo 14. Toxicidad por contacto en larva de Symmetrischema tangolias (Gyen)

“polilla de la papa”.

Fuente. Fotografia realizada en el segundo dia del ensayo de toxicidad sobre larvas de Symmetrischema
tangolias (Gyen) en el Centro de Investigacion en Bioquimica Clinica y Molecular de la Escuela Profesional de
Farmacia y Bioquimica, noviembre 2018.
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Anexo 15. Conteo del nimero de larvas muertas a las 24 horas de exposicion

del extracto hidroalcohélico de Argyranthemum frutescens “margarza comun”.

Fuente. Fotografia realizada en el Centro de Investigacion en Bioquimica Clinica y Molecular de la Escuela
Profesional de Farmacia y Bioquimica, noviembre 2018.
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Anexo 16. Analisis de varianza

Suma de Media

Gl : F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre 9
321,6 2,0 160,8 2055,3 3,09x 10
grupos
Dentro de
0,5 6,0 0,1
grupos
Total 3221 8
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Anexo 17. Mortalidad de larvas del V Instar de Symmetrischema tangolias
(Gyen) “polilla de papa” obtenidas a las 24h por exposicion a diferentes
concentraciones del extracto hidroalcohdlico de las flores de Argyranthemum
frutescens (L.) Sch. Bip “magarza comun”.
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0,00 1 : 1

40,000 60,000

Concentracion (mg/mL)
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Anexo 18. Mortalidad de larvas del V Instar de Symmetrischema tangolias

(Gyen) “polilla de papa” obtenidas a las 48h por exposicion a diferentes
concentraciones del extracto hidroalcohdlico de las flores de Argyranthemum
frutescens (L.) Sch. Bip “magarza comun”.

Mortalidad

1,00 T
a
0,80 -+ o)
%)
4
%
0,60 - ?
%
D
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0,40 +
D
3
0,20 +
&
0,00 | =5 | ‘ ;
0,000 2,000 4,000 6,000

Concentraciéon (mg/mL)
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Anexo 19. Mortalidad de larvas del V Instar de Symmetrischema tangolias
(Gyen) “polilla de papa” obtenidas a las 72h por exposicion a diferentes
concentraciones del extracto hidroalcohdlico de las flores de Argyranthemum
frutescens (L.) Sch. Bip “magarza comun”.

1,00 1
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Anexo 20. Matriz de consistencia

3 < < VARIABLES E .
TITULO PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS INDICADORES METODOLOGIA
Actividad ¢Tendra actividad Objetivos Generales Insecticida Las flores de INDEPENDIENTE TIPO DE INVESTIGACION.
insecticida  del insecticida el extracto e Evaluar la actividad insecticida Un insecticida es aquella Argyranthemu  Concentracion del Experimental béasico.
extracto hidroalcohdlico de las del extracto hidroalcohdlico de sustancia o mezcla de m frutescens extracto POBLACION.
hidroalcohélico flores de las flores de Argyranthemum sustancias que provocan la (L.) Sch. Bip. hidroalcohdlico de las Flores de la especie Argyranthemum
de las flores de  Argyranthemum frutescens (L) Sch. Bip. muerte del insecto debido ala “magarza flores de frutescens “magarza comun” que crecen
Argyranthemum  frutescens (L.) Sch. “magarza comun” sobre larvas naturaleza de su estructura comun” tienen  Argyranthemum en los jardines, parques y cercos de la
frutescens (L.) Bip. “magarza comun” de Symmetrischema tangolias quimica®. actividad frutescens (L.) Sch. provincia de Huamanga, departamento
Sch. Bip. sobre larvas de (Gyen) “polilla de papa”. Argyranthemum frutescens insecticida Bip. “magarza comun”.  de Ayacucho.
“magarza Symmetrischema Objetivos Especificos Arbusto utilizado con mucha sobre larvas Indicadores. MUESTRA.
comun” sobre tangolias (Gyen) e  Evaluar los parametros  frecuencia como ornamental, de Concentraciones 3kg de flores de Argyranthemum
larvas de “polilla de papa”? fisicoquimicos e identificar los Sse conoce como Symmetrische  expresadas en ppm. frutescens “magarza comun”,
Symmetrischem componentes fitoquimicos del Chrysanthemum  frutescens. ma tangolias DEPENDIENTE recolectadas del area verde la Facultad
a tangolias extracto hidroalcohdlico de las Pertenece a la familia (Gyen) “polila Efecto insecticida de Ciencias de la Educacién y de la
(Gyen)  “polilla flores de Argyranthemum  Asteraceae, en la cual existen de papa”. sobre larvas de Facultad de Ciencias Econémicas,
de papa”. frutescens (L) Sch. Bip. muchas especies con Symmetrischema Administrativas y Contables de la
Ayacucho - “magarza comun”. propiedades insecticidas, tal tangolias (Gyen) UNSCH, identificado en el “Herbarium
2018. e Evaluar el porcentaje de €s el caso de la flor del “polilla de papa”. Huamangensis”, de la Facultad de
mortalidad de las larvas de crisantemo™'®%, Indicadores. Numero Ciencias Biolégicas de la UNSCH.
Symmetrischema tangolias Symmetrischema tangolias de larvas muertas de UNIDAD DE ANALISIS.
(Gyen) provocado por el extracto  (Gyen) “polilla de papa” Symmetrischema Larvas de Symmetrischema tangolias
hidroalcohdlico de las flores de Considerada como plaga de tangolias (Gyen) (Gyen) recolectadas de papas infestadas
Argyranthemum frutescens (L.) importancia en el cultivo de la “polilla de papa”. en almacenes del centro poblado de

Sch. Bip. “magarza comun”.

Determinar la concentracion letal
media (CL50) del extracto
hidroalcohdlico de las flores de
Argyranthemum frutescens (L.)

Sch. Bip. “magarza comun”
sobre larvas de
Symmetrischema tangolias

(Gyen) “polilla de papa”.

papa. Los dafios producidos
por esta especie llegan a ser
mucho méas severos que los
producidos por P. operculella®.

Manallasacc del distrito de Chiara -
Ayacucho.

ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos serdn sometidos a un andlisis
de varianza (p<0.05), para observar
significancia, a fin de determinar la
concentracion con mayor mortalidad. Se
realizar4 una prueba de Duncan para la
comparacion de medias a un nivel de
significancia del 95% (p<0.05), utilizando
el procedimiento del paquete estadistico
SPSS 15. Para el célculo de la CLs se
utilizar4 el método de andlisis Probit -
MINITAB 16.
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