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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como finalidad evaluar el efecto biocida del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Ruta graveolens L. “ruda” sobre larvas de
Symmetrischema tangolias (Gyen), conocida como “polilla de papa”, plaga de
importancia econdmica en el cultivo de papa, en condiciones de laboratorio. La muestra
vegetal fue recolectada en el distrito de Tambillo, provincia de Huamanga, Ayacucho,
e identificadas en el Herbarium Huamanguensis de la Facultad de Ciencias Biologicas
(UNSCH). Las larvas se obtuvieron de papas infestadas en el distrito de Cayara,
provincia Victor Fajardo, Ayacucho. La metodologia fue basico-experimental. La
actividad biocida se evalud por toxicidad de contacto en larvas del IV instar a
concentraciones de 1,25;2,5; 5; 10 y 20 mg/mL, El extracto hidroalcohoélico fue soluble
en etanol y presentd un perfil fitoquimico con alta presencia de alcaloides, taninos y
catequinas, ademas de moderada presencia los azicares reductores, flavonoides y
aminas. Mostr610,02 % de humedad y 0,15 % de cenizas. La mortalidad maxima fue
de 41,11 % a 20 mg/mL y la minima de 11,11 % a 1,25 mg/mL. En comparacion, el
estandar deltametrina al 0,05 %, registré el 100 % de mortalidad. Los datos se
analizaron mediante Probit y la prueba de Kruskal-Wallis (p<0,05), obteniéndose una
CLso de 158,18 mg/L para Artemia salina, y para larvas de S. tangolias fueron de 36,54
mg/mL (24 h), 19,38 mg/mL (48 h) y 16,03 mg/mL (72 h), evidenciando un efecto letal
dosis-dependiente. En conclusion, el extracto hidroalcoholico de las hojas de Ruta
graveolens “ruda” presenta actividad biocida.

Palabras clave: Biocida, extracto hidroalcohdlico, Ruta graveolens,

Symmetrischema tangolias, Artemia salina.
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ABSTRACT

The purpose of this research was to evaluate the biocidal effect of the
hydroalcoholic extract of Ruta graveolens L. “rue” leaves on larvae of Symmetrischema
tangolias (Gyen), known as the “potato moth,” a pest of economic importance in potato
cultivation, under laboratory conditions. The plant sample was collected in the district
of Tambillo, province of Huamanga, Ayacucho, and identified in the Herbarium
Huamanguensis of the Faculty of Biological Sciences (UNSCH). The larvae were
obtained from infested potatoes in the district of Cayara, province of Victor Fajardo,
Ayacucho. The methodology was basic-experimental. Biocidal activity was evaluated
by contact toxicity in fourth-instar larvae at concentrations of 1.25; 2.5, 5, 10, and 20
mg/mL. The hydroalcoholic extract was soluble in ethanol and presented a
phytochemical profile with a high presence of alkaloids, tannins, and catechins, as well
as a moderate presence of reducing sugars, flavonoids, and amines. It showed 10.02%
moisture and 0.15% ash. The maximum mortality was 41.11% at 20 mg/mL and the
minimum was 11.11% at 1.25 mg/mL. In comparison, the standard deltamethrin at
0.05% recorded 100% mortality. The data were analyzed using Probit and the Kruskal-
Wallis test (p<0.05), obtaining a LCso of 158.18 mg/L for Artemia salina, and for S.
tangolias larvae, the CLso values were 36.54 mg/mL (24 h), 19.38 mg/mL (48 h), and
16.03 mg/mL (72 h), showing a dose-dependent lethal effect. In conclusion, the
hydroalcoholic extract of Ruta graveolens “rue” leaves exhibits biocidal activity.

Keywords: Biocide, hydroalcoholic extract, Ruta graveolens, Symmetrischema

tangolias, Artemia salina.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

El cultivo de papa constituye uno de los principales rubros agricolas de
importancia socioecondémica en regiones altoandinas del Pert. Sin embargo, su
produccion se ve severamente afectada por plagas como Symmetrischema tangolias
(Gyen), conocida como “polilla de la papa”, cuyos estados larvales causan dafios
directos al tubérculo, disminuyendo el rendimiento y la calidad del producto (Nativa,
2022).

Una de las estrategias mas utilizadas para reducir el impacto de las plagas es la
aplicacion de insecticidas quimicos, entre ellos piretroides como la deltametrina. No
obstante, su uso constante puede favorecer el desarrollo de resistencia en las
poblaciones de polillas, lo que disminuye su sensibilidad a estos productos con el
tiempo y complica su control. Ademads, el uso excesivo o inadecuado de estos
compuestos puede generar consecuencias negativas para la salud humana, ya sea por
residuos en los alimentos o por una mala manipulacion. También puede provocar dafios
ambientales, contaminando el suelo y el agua, y afectando a organismos benéficos
como los polinizadores y los depredadores naturales de las plagas (Esteban, 2022).

En este contexto, surge la necesidad de explorar alternativas ecoldgicas y
sostenibles, los insecticidas de origen vegetal representan una alternativa prometedora
para el control biologico de plagas, especialmente frente a la necesidad de reducir el
uso de insecticidas sintéticos. Su investigacion se orienta a identificar plantas con
propiedades insecticidas que sean efectivas, ecologicamente sostenibles y seguras para
la salud humana y el medio ambiente. Al ser biodegradables, estos compuestos
presentan menor riesgo para los organismos benéficos y contribuyen al manejo de
poblaciones de insectos que han desarrollado resistencia (Cabrera et al., 2016; Jaquez
et al., 2022).

Por lo tanto, sobre la referencia de los componentes quimicos de las hojas de
Ruta graveolens L., conocida comunmente como “ruda”, planta medicinal
tradicionalmente utilizada en la etnomedicina andina, cuyos compuestos bioactivos han

mostrado efecto biocida sobre larvas de Symmetrischema tangolias (Gyen) “polilla de



papa”. La presencia de metabolitos secundarios como alcaloides, flavonoides y taninos

sugiere una accion insecticida multifactorial.

En el presente estudio de investigacion tiene como objetivo de evaluar la
actividad biocida del extracto hidroalcohoélico de las hojas de Ruta graveolens L. “ruda”
sobre larvas de Symmetrischema tangolias (Gyen) “polilla de papa”. Para este fin, se
planted los siguientes objetivos especificos:

e Evaluar los parametros fisicoquimicos y el tamizaje fitoquimico del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Ruta graveolens L. “ruda”.

e Determinar el porcentaje de mortalidad de las larvas de Symmetrischema tangolias
(Gyen) “polilla de papa” por efecto del extracto hidroalcohoélico de las hojas de Ruta
graveolens L. “ruda”.

e Determinar la concentracion letal media (CLso) del extracto hidroalcohdélico de las
hojas de Ruta graveolens L. “ruda” sobre larvas de Symmetrischema tangolias
(Gyen) “polilla de papa”.

e Comparar el efecto biocida del extracto hidroalcohodlico de las hojas de Ruta

graveolens L. “ruda” con el estandar deltametrina al 0,05%.



CAPITULO II. DESARROLLO DE LA PERSPECTIVA TEORICA
2.1. Marco Referencial
2.1.1. Antecedentes Internacionales

Tonato (2024) en el laboratorio de Agronomia de la Universidad Técnica de
Cotopaxi, realizd un estudio cuyo objetivo fue evaluar la eficacia de extractos de Ruta
graveolens (ruda), preparados en medio acuoso y alcohoélico, a concentraciones de 50
%, 75 % y 100 %, para el control de la mosca blanca (7rialeurodes vaporariorum) en
el cultivo de tomate de rifion (Solanum lycopersicum L.). El estudio se llevo a cabo bajo
un disefio completamente al azar con arreglo factorial AxB, considerando ocho
tratamientos, tres repeticiones y un total de 24 unidades experimentales, en las que se
liberaron 20 individuos de mosca blanca por unidad. La mortalidad se registro a los 30,
60 y 90 minutos posteriores a la aplicacion. El analisis quimico del extracto identifico
compuestos como 2-Nonanona, 2-Undecanona e Isomaturnin, relacionados con la
accion insecticida sobre el sistema nervioso y respiratorio del insecto. Los resultados
indicaron que el extracto alcohélico alcanz6 un promedio de 13,42 % de mortalidad,
mientras que el extracto acuoso logré 12,50 %. La concentracion mas efectiva fue la
del 100 %, obteniéndose hasta 19,62 individuos muertos de 20, siendo el extracto
alcoholico al 100 % el de mayor eficacia con 19,67 individuos muertos. Se concluy6
que el extracto de ruda, especialmente en alcohol y a la concentracion maxima
evaluada, presenta una accion significativa en el control de 7. vaporariorum bajo

condiciones de laboratorio.

Perales et al. (2023) realizé una investigacion en México sobre la “Actividad
antioxidante,  toxica y  antimicrobiana  de Rosmarinus  officinalis, Ruta
graveolens 'y Juglans regia contra Helicobacter pylori”’; se evaluo in vitro la actividad
antioxidante, toxica, antibacteriana y la capacidad de inhibir biopeliculas de
Helicobacter pylori de extractos vegetales de Juglans regia, Rosmarinus officinalis y
Ruta graveolens. El extracto metandlico de Juglans regia presentd la mayor actividad
antioxidante (Clso = 2,759 pg/mL). Los extractos de Ruta graveolens y Rosmarinus

officinalis mostraron actividad antibacteriana con halos de inhibicion de 11 y 16 mm y



una CMI de 0,136 y 0,51 mg/mL respectivamente. Solo R. officinalis logro inhibir la
formacion de biopeliculas en un 83,7 %. Las pruebas de toxicidad en Artemia salina
revelaron toxicidad moderada para J. regia (CLso = 307,44 ng/mL) y R. graveolens
(296,10 pg/mL), y toxicidad débil para R. officinalis (572,26 pg/mL). Las diferencias
en los niveles de toxicidad observados entre los extractos se atribuyen a factores
abioticos, asi como a los métodos y solventes de extraccion utilizados, que influyen en
la composicion y concentracion de metabolitos secundarios y, por tanto, en la actividad
biologica del extracto. Los resultados destacan el potencial de estos extractos como
alternativas terapéuticas frente a H. pylori.

Coba (2022) desarroll6 una féormula farmacéutica a base de Ruta graveolens
(ruda) y Chamaemelum nobile (manzanilla) destinadas al tratamiento de la inflamacién
articular. El extracto hidroalcoholico de la planta de ruda presentdé un contenido de
humedad de 10,19 % y cenizas totales de 6,42 %, ademds presentd un mayor numero
de metabolitos secundarios como alcaloides, cumarinas, triterpenos, fenoles y
flavonoides, siendo las saponinas las mas abundantes. El producto final, cumplié con
parametros fisicoquimicos y microbiologicos, mostrando estabilidad, seguridad y
buena aceptabilidad en los usuarios, lo que respalda su potencial como alternativa en el
desarrollo de productos naturales con aplicaciones terapéuticas.

Bouabida y Dris (2022) evaluaron la eficacia larvicida del extracto metandlico
de Ruta graveolens, Ruta montana y Artemisia absinthium sobre larvas de cuarto
estadio de Culiseta longiareolata en condiciones de laboratorio. El estudio tuvo como
objetivo determinar la toxicidad de dichos extractos y sus efectos sobre el desarrollo y
la composicion bioquimica de las larvas. Mediante un analisis fitoquimico cualitativo
se identifico la presencia de flavonoides, catequitaninos y esteroides en los tres
extractos, y alcaloides unicamente en R. montana y R. graveolens. Las concentraciones
evaluadas oscilaron entre 16 y 467 ppm. Los resultados mostraron que el extracto de R.
graveolens presentd la mayor potencia larvicida, con valores de LCzs, LCso y LCoo de
25,14; 43,24 y 127,9 ppm, respectivamente, mientras que R. montana 'y A. absinthium
presentaron valores mas elevados. Asimismo, las larvas tratadas con LCso mostraron
una reduccion significativa en el crecimiento, asi como en el contenido corporal de
proteinas, carbohidratos y lipidos, ademas de un retraso en el desarrollo larvario y
pupal. Se concluye que los extractos poseen un notable efecto larvicida, para el control

de C. longiareolata en Argelia.



Ruiz (2021) realizd6 un estudio con el objetivo de evaluar la toxicidad de
extractos vegetales contra Raoiella indica Hirst, plaga que afecta cultivos de banano,
platano, palmas ornamentales y heliconias. Se emplearon extractos de hojas de Lippia
berlandieri (orégano mexicano), Azadirachta indica (neem), Plectranthus amboinicus
(menta mexicana), Ruta graveolens (ruda) y Citrus x latifolia (limén persa), para la
obtencion del material vegetal se emplearon diferentes métodos de extraccion: en el
caso de C. latifolia, P amboinicus y R. graveolens se utilizd etanol absoluto como
solvente. Las hembras del dcaro fueron expuestas a concentraciones de 0,25; 0,50; 0,75
y 1 % (v/v), evaluando la mortalidad acumulada a las 24, 48 y 72 horas. Los resultados
mostraron que la mortalidad se incrementé en funcion de la concentracion y el tiempo
de exposicion, destacando L. berlandieri, A. indica, P amboinicus, y R. graveolens que
a 1 % y 72 horas alcanzaron mortalidades promedio de 100 %, 90 %, 78 % y 75 %,
respectivamente. Se concluye que estos extractos poseen un alto potencial acaricida.

Dris etal. (2021) realizaron un estudio con el propodsito de identificar
insecticidas orgdnicos biodegradables y seguros como alternativa a los compuestos
quimicos sintéticos, evaluando la actividad insecticida del extracto hidrometandlico de
Ruta graveolens cultivada en Tébessa, Argelia Oriental, sobre larvas de Culiseta
longiareolata. El trabajo incluy¢ el analisis fitoquimico del extracto y la determinacion
de su efecto sobre biomarcadores de desintoxicacion (GST y GSH). Se identificaron
metabolitos como flavonoides, alcaloides, taninos de catequina, terpenoides y
esteroides, mientras que los taninos galicos, quinonas y saponinas estuvieron ausentes.
En las pruebas larvicidas in vitro, el extracto mostr6é una alta eficacia con valores de
CLso de 33,06; 37,08; 82,27 y 150,6 mg/L para larvas del primer al cuarto estadio,
respectivamente, observandose que la mortalidad aumentaba con la concentracion.
Ademas, el extracto estimuld el sistema enzimatico de desintoxicacion, evidenciado por
un incremento en la actividad de GST y una disminucion de GSH. Los autores
concluyen que R. graveolens posee un notable potencial larvicida.

Lopez (2020) llevo a cabo un estudio cuyo objetivo fue evaluar el efecto de los
extractos de hojas de Ruta graveolens (ruda) y semillas de Ricinus communis
(higuerilla) en el control in vitro de Rhipicephalus boophilus microplus en bovinos. La
investigacion utilizé una poblacion de 96 garrapatas, distribuidas en 12 repeticiones por
tratamiento, estas fueron sumergidas durante 5 minutos en tres concentraciones de
extractos (2,5; 5y 7,5 mL/L), ademés de un testigo quimico (cipermetrina, 1 mL/L) y

un testigo absoluto y evaluados en intervalos de 24 h. Se empleé un disefio



completamente al azar y se analizaron los variables mediante el método no paramétrico
de Kruskall-Wallis (p<0,05). Los resultados mostraron que el extracto de ruda en
concentracion de 150 mL/L presentd un 100 % de mortalidad a las 120 h, superando
incluso al tratamiento con cipermetrina que alcanzé el 100 % a las 144 h, mientras que
los extractos de higuerilla alcanzaron porcentajes menores de mortalidad (50-58,33 %).
Se concluye que el extracto hidroalcohdlico de hojas de Ruta graveolens presenta un
alto potencial insecticida, mostrando eficacia comparable e incluso mas rapida que el
insecticida quimico de referencia.

Rustridn, (2019) realiz6 un estudio en la comunidad de San Andrés Semetabaj,
Solol4, con el proposito de documentar el conocimiento etnobotanico local sobre
plantas medicinales y evaluar el efecto biocida de sus extractos. El objetivo fue
determinar la citotoxicidad y actividad antimicrobiana de extractos acuosos, etandlicos
y preparaciones tradicionales de tres especies comunmente utilizadas: Ruta graveolens
(ruda), Mentha spicata (hierba buena) y Solanum nigrescens (hierba mora). Para ello,
se aplicaron 16 encuestas a pobladores conocedores de medicina tradicional,
identificandose 72 especies medicinales, principalmente empleadas en afecciones
estéticas, gastrointestinales y reproductivas. Posteriormente, se realizaron bioensayos
de citotoxicidad con Artemia salina y ensayos de inhibicidon bacteriana. Los resultados
mostraron que los extractos etanodlicos de ruda y hierba mora presentaron una
mortalidad del 100 % en nauplios, mientras que las recetas tradicionales de ruda
alcanzaron un 99 % de efecto citotoxico. En las pruebas antimicrobianas, los extractos
etanodlicos de ruda evidenciaron actividad frente a Salmonella enterica, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa 'y Escherichia coli. Se concluyd que Ruta graveolens
posee un importante potencial biocida.

Quishpe (2018) en su investigacion titulada “Evaluacion de la actividad
insecticida de extracto acuoso y alcoholico de Ruta graveolens, Ambrosia arborescens
Mill.,, Baccharis latifolia y Rosmarinus officinalis, para el controlar el pulgén
(Brevicoryne brassicae) en cultivo de col (Brassica olerasia var capitata) en
Riobamba”, evaluo la actividad insecticida de una mezcla de extractos alcohdlicos y
acuosos al (10 %, 15 % y 20 %) de ruda, marco, chilca y romero contra pulgones en
cultivo de col. Los ensayos se realizaron por triplicado, aplicando los tratamientos en
distintas concentraciones. Se determino que el extracto alcohélico al 10 % (T1) presentd
la mayor eficacia entre los tratamientos naturales, siendo superado solo por el

insecticida quimico Clorpirifos. El testigo sin tratamiento mostr6 el mayor crecimiento



de pulgones. Se concluye que el uso de extractos vegetales representa una alternativa
viable y menos perjudicial para la salud y el ambiente, debido a su facil degradacion.
2.1.2. Antecedentes Nacionales

Gonzales (2023) realiz6 una investigacion titulada “Efecto in vitro de extractos
vegetales de Ruta graveolens, Chenopodium ambrosioides, Allium sativum y mezcla
sobre dos estadios del nematodo agallador Meloidogyne incognita”, con el objetivo de
evaluar su actividad nematicida y ovicida. La eficacia de los extractos se determind
mediante la estimacion de la dosis letal media, empleando larvas J2 y huevos libres de
M. incognita. Para Ruta graveolens se registraron valores de DLso de 4,148 mg/L en
larvas J2 'y 20,951 mg/L en huevos; Chenopodium ambrosioides presentd DLso de 5,684
mg/L y 19,713 mg/L; Allium sativum de 2,228 mg/L y 49,187 mg/L; mientras que la
mezcla de extractos alcanzé valores de 15,765 mg/L y 22,580 mg/L, respectivamente.
En cuanto a la actividad nematicida sobre larvas J2, el extracto de Allium sativum
mostrd la mayor eficacia (98 % de mortalidad), seguido de Ruta graveolens (95 %)y
Chenopodium ambrosioides (94,67 %). Por otro lado, la mayor actividad ovicida se
observd con el extracto de Ruta graveolens (95 %), seguido de Chenopodium
ambrosioides (90,96 %). Se concluye que los extractos evaluados presentan una elevada
actividad nematicida y ovicida, destacando el potencial de Ruta graveolens como
alternativa vegetal para el manejo de M. incognita.

Bure y Sequeiros (2022) realizaron un estudio que tuvo como objetivo
determinar la actividad antimicotica in vitro del extracto etandlico de hojas de Ruta
graveolens L. “ruda” frente a cepas de Candida albicans ATCC 10231®. La muestra
vegetal (2,5 kg) fue recolectada en el distrito de Monsefu y procesada por maceracion.
El disefio experimental incluy6 cinco grupos, con controles positivo (nistatina) y
negativo (etanol), y la actividad antimicética se evaludé mediante el método de difusion
en pozo, midiendo los halos con vernier digital. Los resultados mostraron que el
extracto fue totalmente soluble en metanol (99,5 %) y medianamente soluble en etanol
(96 %). Se obtuvieron halos de inhibicion de 19 mm, 15,87 mm y 13 mm a
concentraciones del 100 %, 75 % y 50 % respectivamente, en comparacion con 6,21
mm del control negativo y 28 mm del control positivo. Se concluye que el extracto
etanolico de Ruta graveolens presenta actividad antimicoética frente a C. albicans,
aunque de menor potencia que la nistatina.

Flores (2019) desarrollé una investigacion en la region San Martin con el

objetivo de evaluar el efecto de extractos biocidas de cuatro plantas (Azadirachta



indica) nim, (Simarouba amara) marupa, (Ruta graveolens) ruda y (Tagetes erecta)
rosa sisa en el control de Hypsipyla grandella Zéller, plaga que afecta cultivos
forestales. El estudio se realizd bajo un Disefio Completamente Aleatorizado con tres
repeticiones y cinco tratamientos aplicados a diferentes concentraciones de extracto,
analizdndose los datos mediante ANOVA y prueba de Tukey. Los resultados
evidenciaron que las concentraciones mas altas (40 %) de los extractos de nim, marupa
y ruda redujeron significativamente el dafio foliar y la alimentacion de las larvas
respecto al testigo. En el caso de la ruda, el tratamiento T4 alcanzo6 la mayor mortalidad
larval (10 %), frente a porcentajes menores en T3 (6,67 %) y T2 (6,77 %), sin registrarse
mortalidad en T1 ni en el control. Estos resultados confirman que el incremento de la
concentracion de los extractos incrementa el efecto insecticida, lo que les posiciona
como una alternativa natural para el manejo biologico de H. grandella.

Velasquez (2018) realizé un estudio titulado “Efectos de tres concentraciones
del extracto hidroalcoholico de Rosmarinus officinalis L.y Ruta graveolens L. sobre la
mortalidad de larvas de tercer estadio de Aedes aegypti L.”, en el cual evaluo la
toxicidad larvicida de ambos extractos. Se emplearon concentraciones de 0,10; 0,12;
0,14; 0,40; 0,80 y 1,2 g/mL, utilizando 30 larvas expuestas durante un periodo de 48
horas. La mortalidad larval fue registrada a las 12, 24, 36 y 48 horas, permitiendo la
estimacion de la concentracion letal media (CLso). Los resultados evidenciaron que el
mayor efecto toxico correspondio al extracto de Ruta graveolens a la concentracion de
0,14 g/mL, alcanzando una mortalidad del 80 % a las 48 horas; mientras que el menor
efecto se observd en Rosmarinus officinalis a 0,40 g/mL, con una mortalidad del 17,7
% a las 12 horas. Asimismo, la CLso indicd una mayor toxicidad del extracto de hojas
de Ruta graveolens, con un valor de 0,083 %.

2.1.3. Antecedentes Locales

Vasquez (2020) en un estudio realizado en la Universidad Nacional de San
Cristobal de Huamanga, analizo in vitro la actividad vermifuga del extracto etanolico
de Ruta graveolens (ruda) y Artemisia absinthium (ajenjo) frente a Eisenia foetida
(lombriz de tierra), asi como su dosis letal media (DLso). El extracto de ruda presentd
mayor actividad vermifuga, especialmente en concentraciones de 40, 20 y 10 mg/mL,
con tiempos de mortalidad significativamente menores en comparacion con el ajenjo y
los controles positivos (albendazol y mebendazol). La DLso del extracto de ruda fue de
3,33 mg/mL, inferior a la de ajenjo (5,84 mg/mL), lo que indica una mayor eficacia. El

andlisis fitoquimico en la ruda reveld la presencia de metabolitos secundarios como



alcaloides, azlicares reductores, triterpenos y/o esteroides, flavonoides, fenoles y/o
taninos y catequinas. Se concluye que ambas plantas poseen potencial vermifugo,
destacando el efecto del extracto de ruda.

Garcia (2019) en una investigacion desarrollada en la Universidad Nacional de
San Cristobal de Huamanga, evalu6 la actividad insecticida del extracto
hidroalcohodlico de flores de Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip. “magarza
comun” frente a larvas de Symmetrischema tangolias (polilla de la papa), plaga de
importancia en los Andes de Pert, Bolivia y Colombia. El trabajo, de tipo experimental
basico, emple6 larvas obtenidas de papas infestadas. El analisis fitoquimico del extracto
vegetal determind la presencia de alcaloides, flavonoides, taninos, antocianinas,
cumarinas, esteroides y saponinas. Se realizaron bioensayos de toxicidad en Artemia
salina (CLso = 31,9 %) y pruebas de toxicidad por contacto en larvas del V instar de S.
tangolias a concentraciones de 1,0; 2,0; 4,0 y 8,0 mg/mL. Los resultados mostraron un
rango de mortalidad entre 37,78 % (1 mg/mL) y 72,22 % (8 mg/mL), con diferencias
significativas segin ANOVA y prueba de Duncan (p<0,05). La CLso en larvas fue de
16,6 % a24 h,4,3 % a48 hy 3,6 % a 72 h. Se concluye que el extracto hidroalcoholico
de A. frutescens presenta actividad insecticida.
2.2. Marco Tedrico
2.2.1. Ruta graveolens L. “ruda”

2.2.1.1. Clasificacion Taxonémica. Segun la propuesta taxonémica planteada
por Cronquist A. (1988), la clasificacion se presenta de la forma siguiente:

Division ~ :Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida
Subclase  : Rosidae

Orden : Sapindales
Familia : Rutaceae

Género : Ruta

Especie : Ruta graveolens L.
N.V. : “ruda”

Fuente: Certificado emitido por la Blga. Laura Acausime, especialista en

taxonomia y sistematica de plantas (Anexo 1).

2.2.1.2. Ubicacion Geografica y Habitat. Es originaria de la region
mediterranea, abarcando el norte de Africa, el sur de Europa y parte de Asia Menor. En

la actualidad, se cultiva ampliamente en diferentes regiones del mundo. En el continente



americano esta presente en paises como Canadd, Estados Unidos, México, Bolivia,
Brasil, Colombia, Ecuador, Peru y Chile. Esta especie puede crecer de manera silvestre
en terrenos pedregosos, matorrales, suelos aridos o en proximidad de huertos
cultivados, lo que le confiere una distribucién de caracter cosmopolita (Calachua,
2019).

2.2.1.3. Descripcion Botanica. Es un arbusto herbaceo perenne y aromatico,
que alcanza entre 40 cm y 1 m de altura. Presenta tallos erectos, ramificados y lefiosos
en la base, mientras que hacia el apice son herbaceos. Sus hojas son alternas,
compuestas y pinnadas, de color verde grisdceo o verde azulado con glandulas que
desprenden un olor caracteristico, debido a sus aceites esenciales. Las flores son de
color amarillo intenso, se agrupan en inflorescencias terminales, el caliz presenta cuatro
sépalos y los pétalos son concavos y dentados, usualmente poseen cuatro a cinco
pétalos. El fruto corresponde a una cépsula redondeada de 6 a 10 mm de largo, en su
interior alberga semillas abundantes, de color marrén oscuro o negro, con forma
arrifionada (Calachua, 2019; Luo et al., 2024).

2.2.1.4. Composicion Quimica. La Ruta graveolens contiene una amplia
variedad de metabolitos secundarios que explican sus multiples propiedades biologicas.
Dentro de sus principales principios activos destacan los aceites esenciales (0,1-0,6 %),
constituidos principalmente por cetonas alifaticas como la metilnonilcetona, ademas de
monoterpenos (a- y p-pineno, limoneno), alcoholes (2-undecanol), ésteres y
compuestos fenolicos como cumarinas y furanocumarinas, entre ellas bergapteno,
psoraleno, escopoletina y umbeliferona. Asimismo, posee un notable grupo de
alcaloides furoquindlicos (graveolina, graveolinina, rutamina, skimmianina,
kokusaginina, dictamnina, entre otros), flavonoides como la rutina y la quercetina,
principalmente presentes en las hojas; asi como diversos compuestos adicionales como
resinas, taninos, lignanos, glucosidos solubles, acidos orgdnicos y sustancias amargas.
Estudios quimicos han confirmado que los componentes mayoritarios del aceite
esencial son las cetonas (46,6 %), seguidas de sesquiterpenoides (13,3 %) y
monoterpenoides (4,1 %), siendo el 2-undecanona, el acetato de 2-heptanol y el 1-
dodecanol los compuestos predominantes (Coba, 2022; Peter, 2012).

2.2.1.5. Usos y Propiedades. Es una especie con amplio potencial
farmacoldgico, destacando principalmente por sus efectos antibacterianos y
antiinflamatorios, ademdas de contar con propiedades antiproliferativas, antioxidantes,

reguladoras de la fertilidad, antivirales y antihelminticas. En la medicina tradicional,
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sus flores, hojas y tallos han sido empleados por sus acciones antiespasmddicas,
sudorificas, antiparasitarias, hipotensoras, sedantes, citotoxicas, antisépticas,
alelopaticas y vasoprotectoras, lo que evidencia la diversidad de usos terapéuticos
atribuidos a la planta (Lopez, 2020; Luo et al., 2024).

Se considera una de las especies con mayor potencial repelente en el manejo
integrado de plagas, ya que sus caracteristicas organolépticas, como el olor y el color,
generan desorientacion y reacciones adversas en las terminaciones nerviosas de
diversos insectos, lo que limita su capacidad de invasion en los cultivos. Asimismo,
presenta eficacia en el control de organismos como piojos, polillas, pulgones, acaros y
babosas, ademas de actuar como repelente frente a moscas blancas (Cortés y Derazo,
2021).

2.2.2. Symmetrischema tangolias (Gyen)

Es considerada una plaga de gran importancia en los tltimos afios en el cultivo
de papa, que generalmente se encuentra en zonas de gran altitud hasta 3000 m s. n. m.
Mide entre 6 a 7 mm de largo y alas grisaceas. Es una plaga de la papa tipica de la zona
andina, se encuentra en las tierras altas del Peru, Bolivia y Colombia (Mamani, 2008).
Las polillas son de héabito nocturno, las hembras producen una sustancia quimica
(foromona sexual) para atraer y fertilizar al macho y es capaz de poner entre 100 y 350
huevos. Luego de 5 a 15 dias de incubacidén emergen las larvitas (Salazar, 2018).

2.2.2.1. Clasificacion Taxonémica. De acuerdo con ESSIG (1942), citado en
Mamani (2008), Symmetrischema tangolias (Gyen) “polilla de papa” se clasifica de la

siguiente manera:

Reyno : Animalia
Phylum : Arthropoda
Clase : Hexapoda
Orden : Lepidoptera
Suborden : Frenatae
Division : Heteroneura

Superfamilia : Gelechioidea

Familia : Gelechiidae

Tribu : Gnorismoschemini

Género : Symmetrischema (Povolny, 1967)
Especie : Symmetrischema tangolias (Gyen, 1913)

Nombre comun: “polilla de papa”
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2.2.2.2. Ciclo Biologico y Morfologia. El ciclo de vida dependera en gran
medida de la temperatura existente. La temperatura mas bajo para la supervivencia de
las larvas es de alrededor de 8 °C. En la region andina, se incrementa de 3 a 5
generaciones por afio. En la mayor parte de las zonas medias altas de los Andes, el ciclo
completo de huevo a huevo puede durar mas de 100 dias (Sistema Nacional de
Vigilancia y Monitoreo de Plagas [SINAVIMO], 2015). Al igual que otros
lepidopteros, Symmetrischema tangolias atraviesa cuatro etapas de desarrollo: huevo,
larva, pupa y adulto.

Huevo: Los huevos son ligeramente aplanados y de forma eliptica, la superficie
exterior tiene estrias finas, midiendo 0,55 mm de largo y 0,26 mm de ancho en
promedio. El periodo de incubacion tiene una duracion aproximada de 10,6 dias.
Transcurridos desde la oviposicion hasta alcanzar el cuarto dia de desarrollo, los huevos
son de color amarillo, luego amarillo oscuro, hasta que se vuelva naranja brillante. En
la etapa final, el huevo adquiere una tonalidad gris clara y se distingue un punto negro
correspondiente a la cabeza de la larva. El proceso de eclosion comienza desde uno de
los extremos del huevo (Pérez, 2011). Las hembras adultas ponen alrededor de 140 a
185 huevos. Los huevos suelen colocarse principalmente en las proximidades o
directamente sobre las yemas de los tubérculos, donde los huevos pueden encontrarse
de forma aislada o agrupada (Mamani, 2008; SINAVIMO, 2015).

Fase de larva: Son eruciformes, tienen cuerpo blando y forma cilindrica,
midiendo entre 1 a 12,5 mm de largo, poseen tres pares de extremidades toracicas y
cinco pares de pseudopatas dispuestas en el abdomen. Esta etapa cuenta con un periodo
de duracion de 30,7 dias desde la eclosion hasta antes del estado de pre pupa (Pérez,
2011). La etapa larval presenta cinco estadios de desarrollo, las larvas recién
eclosionadas presentan una longitud aproximada de 1 mm, mientras las L5 alcanzan
hasta 13 mm antes de entrar en la fase pupal. Durante la etapa L3, se observan tres
franjas longitudinales en la region dorsal del torax y abdomen; posteriormente en la
etapa L4 presentan cinco franjas de color rojizo marcado, en este estadio las larvas
alcanzan una longitud que varia entre 5 a 10 mm (SINAVIMO, 2015). Durante la etapa
final adquiere una coloracidon verde celeste de matiz oscuro, acompafiada de franjas
rojizas engrosadas y claramente visibles (Guachalla, 2011). La colocacion de las larvas
depende de las fuentes se alimentacion. Las larvas en etapa L5 completamente
desarrolladas abandonan el medio alimentacién y tejen un capullo de seda en la

epidermis de la planta (SINAVIMO, 2015).
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Pupa: Antes de empezar con esta etapa, la larva se vuelve inactiva y el proceso
metabolico se reduce al minimo, y como resultado la larva se reduce de tamafio y forma
un capullo para iniciar la pupacion. La fase de pre-pupa presenta dimensiones promedio
de 9,2 mm de largo por 2,5 mm de ancho, con una duracién de cerca de 2,7 dias (Pérez,
2011). La pupa al comienzo del ciclo es de color verde y presenta rayas guindas en su
dorso, y posterior a ello se vuelve de color marrén claro y finalmente marré brillante.
Las patas, alas y antenas estan adheridos al cuerpo, con una longitud de alrededor
8,Imm. Eventualmente, la pupacion ocurre en el interior de los tubérculos y tallos de
las plantas, lo que dificulta su deteccion (Pérez, 2011; SINAVIMO, 2015).

Adulto: Las hembras presentan una envergadura alar entre 17,8 y 20,2 mm,
mientras que en los machos varia de 17,8 a 18,5 mm. Todo el cuerpo esté recubierto por
finas escamas grisaceas. En las alas anteriores, sobre el margen costal, se observa una
mancha triangular de tono marrén oscuro, rasgo distintivo que permite diferenciar a
esta especie del género Phthorimaea, y que se encuentra rodeada de delicados pelos. El
aparato bucal corresponde al tipo chupador, enrollandose en espiral cuando se encuentra
en reposo. Los machos son de menor tamafio, con abdomen delgado y una estructura
terminal puntiaguda, curvada hacia arriba en forma de “W”; en cambio, las hembras
poseen un abdomen mdas ancho y con un extremo de forma roma (Pérez, 2011;
SINAVIMO, 2015).

2.2.2.3. Daiios Ocasionados al Cultivo de Papa por la Polilla. Al eclosionar,
las larvas se desplazan de manera lenta, ya sea en el cultivo o en las condiciones de
almacenamiento, entran en el tallo, perforan de arriba abajo. Alli se alimentan
excavando una cavidad central, dejando un excremento de color amarillo crema, que
obstruye el flujo de la savia. Posteriormente, generan orificios de mayor tamafio por los
cuales salen para iniciar la pupacion. Cuando el dafio en el tallo es severo, este adquiere
una coloracion marron oscura. En consecuencia, la polilla de la papa afecta a la planta
al alimentarse de sus tallos, lo que disminuye la superficie y eficiencia fotosintética,
debilita la planta, interrumpe el transporte de nutrientes y, en algunos casos, dafia
directamente los tubérculos. El ingreso de las larvas ocurre por las yemas, desde donde
perforan y forman surcos en los que se acumulan sus excrementos, permaneciendo en
ellos durante un periodo de 11 a 40 dias mientras se alimentan. Estas larvas pueden
migrar y contaminar tubérculos adicionales. Como resultado, los tubérculos danados
presentan sabor amargo, reduccion de tamafio y pérdida de valor comercial (Guachalla,

2011; Salazar, 2018).
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2.2.3. La Deltametrina: Insecticida Piretroide

2.2.3.1. Naturaleza y Clasificacion. Los insecticidas sintéticos representan
una herramienta esencial en la agricultura moderna para el control de plagas que
reducen la productividad de los cultivos. Entre ellos, los piretroides destacan por su alta
eficacia y baja toxicidad en mamiferos, siendo desarrollados a partir de los compuestos
naturales del piretro extraido de Chrysanthemum cinerariaefolium (Isman, 2020). Se
clasifican en tipo I (sin grupo ciano) y tipo II (con grupo a-ciano), segin su estructura
quimica y su patron de accion neurotoxica (Casida y Durkin, 2013).

La deltametrina es un piretroide de tipo Il ampliamente utilizado por su accion
rapida y su capacidad para controlar insectos de diferentes 6rdenes, como Lepidoptera,
Diptera y Coleoptera (Food and Agriculture Organization [FAO], 2015). Es un
insecticida de contacto e ingestion, formulado para aplicaciones agricolas, domésticas
y de salud publica.

2.2.3.2. Modo de Accion. El mecanismo de accion de la deltametrina consiste
en interferir con los canales de sodio dependientes de voltaje de las neuronas,
prolongando su apertura y alterando la transmisién nerviosa. Esta interrupcion genera
hiperexcitacion, temblores, paralisis y finalmente la muerte del insecto (Environmental
Protection Agency [EPA], 2019). Ademas, puede afectar los canales de calcio y cloro,
amplificando su efecto neurotoxico (Casida y Durkin, 2013).

Este modo de accidn la hace altamente efectiva a dosis bajas, lo que contribuye
a su popularidad frente a otros insecticidas sintéticos. No obstante, el uso excesivo ha
favorecido la aparicion de resistencia en diversas especies de insectos agricolas,
mediada por mutaciones genéticas y mecanismos enzimaticos de detoxificacion
(Soderlund, 2012).

2.2.3.3. Toxicidad y Consideraciones Ambientales. La deltametrina se
considera moderadamente peligrosa para mamiferos (Clase II segiin la OMS), pero
altamente toxica para peces, crustaceos y abejas, debido a su naturaleza lipofilica y
capacidad de bioacumulaciéon (World Health Organization [WHO], 2023). En el
ambiente, su persistencia varia entre 20 y 80 dias, dependiendo de las condiciones del
suelo y de la exposicion solar, siendo degradada principalmente por fotdlisis y actividad
microbiana (Rodrigues et al., 2023).

Por ello, su aplicacion debe realizarse bajo criterios de manejo integrado de
plagas (MIP), evitando la contaminacion de cuerpos de agua y reduciendo el impacto

sobre los insectos benéficos.
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2.2.3.4. Importancia en la Investigacion. En estudios experimentales, la
deltametrina suele emplearse como referente quimico o control positivo para evaluar la
eficacia de extractos naturales con potencial biocida (WHO, 2023). En investigaciones
orientadas al control de Symmetrischema tangolias (polilla de la papa), su uso permite
comparar la actividad insecticida de alternativas vegetales, como el extracto de Ruta
graveolens L., promoviendo estrategias sostenibles y ecoldgicas para la proteccion del
cultivo de papa.
2.2.4. Bioensayo en Artemia Salina

Es un método de evaluacion toxicoldgica que utiliza nauplios recién
eclosionados de Artemia salina, un microcrustaceo halofilo ampliamente distribuido en
ambientes de alta salinidad y caracterizado por su resistencia ambiental y facilidad de
manejo en laboratorio, como organismo modelo para determinar la toxicidad aguda de
extractos vegetales o compuestos quimicos. El procedimiento consiste en exponer a los
nauplios a diferentes concentraciones del compuesto en estudio y registrar su
mortalidad tras 24 a 48 horas, lo que permite estimar parametros como la CLso (Meyer
et al., 1982). Este ensayo es ampliamente empleado por su rapidez, bajo costo, facilidad
de cultivo de los quistes y su alta reproducibilidad experimental (Parra et al., 2001). Se
considera una herramienta confiable de tamizaje preliminar en investigaciones
farmacologicas, ecotoxicoldgicas y de biocidas naturales, debido a la elevada
sensibilidad biologica de 4. salina frente a sustancias bioactivas (Solis et al., 1993).
2.3. Marco Conceptual
2.3.1. Papa

Es un cultivo originario de los Andes y uno de los principales alimentos basicos
del Pert y a nivel mundial, ya que constituye una fuente fundamental de calorias y
nutrientes para millones de personas. Asimismo, desempefia un papel relevante en la
economia de numerosas regiones, al generar empleos e ingresos para para los
agricultores dedicados a su produccion y comercializacion. Su versatilidad y capacidad
de adaptacion a diversas condiciones agroclimaticas la convierten en un cultivo

estratégico para la agricultura y la seguridad alimentaria global (Nativa, 2022).

2.3.2. Biocida
Un biocida es una sustancia activa o una mezcla de sustancias destinadas a
destruir, neutralizar o controlar organismos considerados nocivo o indeseable. Este

término engloba productos de origen quimicos y biologicos empleados en distintos
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ambitos, como la salud publica, la agricultura y la industria. Los biocidas pueden ejercer
un accion letal o inhibidora sobre los organismos objetivo, y su eficacia depende de la
concentracion aplicada, la cual debe ser cuidadosamente determinada para asegurar su
efectividad y seguridad (Parlamento Europeo y Consejo de la Union Europea, 2012).
2.3.3. Plaguicida

Un plaguicida es una sustancia de origen quimico o bioldgico empleada para
prevenir, destruir, repeler o controlar organismos considerados plagas que afectan la
produccion agricola y la salud humana. Dentro de esta categoria se incluyen los
insecticidas, los cuales estan destinados especificamente al control de insectos en
cualquiera de sus etapas de desarrollo. Estos compuestos actian mediante distintos
mecanismos, como la alteracion del sistema nervioso o la interferencia en procesos
fisiologicos esenciales. En este contexto, los insecticidas de origen natural han
adquirido relevancia por contener metabolitos secundarios con efectos toxicos,
repelentes o reguladores del crecimiento, y por constituir alternativas mas
biodegradables y menos persistentes que los productos sintéticos (FAO y OMS, 2022;
EPA, 2019; Isman, 2020).
2.3.4. Concentracion Letal 50

Es la concentracion de una sustancia que provoca la muerte del 50 % de los
organismos expuestos durante un tiempo determinado. Se utiliza para evaluar la
toxicidad aguda de compuestos quimicos y extractos naturales y se calcula cominmente
mediante analisis Probit a partir de datos de mortalidad en bioensayos. Valores bajos de
CLso indica alta toxicidad, mientras que valores altos reflejan menor efecto toxico
(Newman, 2009; Rand y Petrocelli, 1984).
2.3.5. Probit

Es un método estadistico empleado para describir la relaciéon entre la
concentracion de un toxico y la respuesta bioldgica, usualmente la mortalidad.
Convierte los porcentajes de mortalidad en unidades Probit, lo que permite linealizar la
cuerva dosis-respuesta y estimar pardmetros como CLso. El modelo asume una
distribucion normal de la sensibilidad de los organismos, donde la probabilidad de

muerte aumenta progresivamente con la dosis (Finney, 1971).

16



CAPITULO III. MATERIALES Y METODOS
3.1. Alcance de Investigacion
El alcance de la investigacion es basico experimental (Herndndez et al., 2018).
3.2. Disefio de Investigacion
El disefio fue de tipo experimental, con posprueba unicamente y grupo control
(Hernandez et al., 2018). De manera simbolica y abreviada se refiere a:
RGc Oc
RGn X On

Donde:

RGc: Grupo control

RGn: Grupo experimental

X: Es el tratamiento con extracto y/o deltametrina.

O: Observacion de niamero de larvas muertas

(...): Ausencia de estimulo
3.3. Unidad de Analisis

Se utilizaron larvas del IV estadio de Symmetrischema tangolias (Gyen),
conocida como “polilla de papa”, en la cantidad requerida para el estudio.
3.4. Poblacion de Estudio

Hojas de Ruta graveolens L. “ruda”, provenientes del distrito de Tambillo, en la
provincia de Huamanga, region Ayacucho.
3.5. Muestra

360 g de hojas de Ruta graveolens L. “ruda”, que fueron recolectadas en el
distrito de Tambillo, ubicada a 3111 m s. n. m.
3.6. Criterio de Seleccion
3.6.1. Criterios de Inclusion

Se incluyeron Ginicamente hojas sanas, en dptimo estado fisiologico.
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3.6.2. Criterio de Exclusion

Se excluyeron del estudio las hojas que presentaban evidencias de dafio
mecanicos, plagas, enfermedades y signos de descomposicion. Asimismo, no se
consideraron las flores ni los tallos.

3.7. Técnica e Instrumento de Recoleccion de Datos
3.7.1. Recoleccion de la Muestra Vegetal

Las hojas se recolectaron en el distrito de Tambillo provincia de Huamanga,
region Ayacucho, durante el mes de febrero de 2024 y fueron transportados en bolsas
de papel limpios. Una vez en laboratorio de Farmacia y Bioquimica, se les realiz6 una
limpieza superficial en seco para eliminar impurezas. Luego se secaron a temperatura
ambiente y con buena ventilacioén sobre tendales de papel periddico por dos semanas.
Finalmente, las hojas deshidratadas fueron molidas y almacenadas hasta su uso.

Se llevaron muestras de la especie para su correspondiente identificacion
botéanica en el Herbarium Huamanguensis de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, a cargo de la bidloga Laura
Aucasime Medina. (Anexo 1).

3.7.2. Obtencion de Larvas del 1V Estadio

Para la obtencion de larvas de Symmtrischema tangolias (Gyen) “polilla de
papa” se empled la metodologia que fue detallado por Villanueva (2015). Fueron
recolectadas en el mes de enero del 2025 a partir de tubérculos de papa infestadas con
larvas de Symmetrischema tangolias en el distrito de Cayara, provincia Victor Fajardo,
region Ayacucho, a una altitud de 3 164 m s. n. m. Para la crianza y obtencion de polillas
adultas, se colocaron tubérculos infestados en taperes rectangulares que contenian arena
fina previamente lavada y desinfectada con agua hervida. Una vez emergidas, se
seleccionaron cuidadosamente los ejemplares de Symmetrischema tangolias y se
dispusieron en recipientes plasticos individuales de 1000 cm?® con papas sanas de la
variedad Peruanita (40-50 g), previamente lavadas y desinfectadas con hipoclorito de
sodio al 1,5 %. Las polillas adultas fueron alimentadas con una solucién azucarada
elaborada a base de miel, polen, jalea y agua, aplicada en una tira absorbente dentro del
envase, lo que permitié inducir la oviposicion sobre las yemas de los tubérculos y, de
esta manera, obtener larvas conforme a su ciclo bioldgico. Finalmente, se aislaron
larvas de cuarto instar cortando cuidadosamente los tubérculos infestados en forma

circular, obteniéndose el nimero necesario para las pruebas experimentales.
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3.7.3. Obtencion del Extracto Hidroalcohdlico

El proceso de extraccion se realizd por una técnica de maceracion, utilizando
alcohol etilico a 70° GL. Para ello, se emplearon 360 g de muestra vegetal seca y
molida, las cuales fueron depositadas en frascos de vidrio de boca ancha con tapa
hermética y maceradas en 5 L de alcohol etilico por 7 dias en un ambiente oscuro y
libre de humedad con agitacion diaria para asegurar una distribuciéon uniforme del
solvente; cumplido el tiempo establecido, se procedid la filtracion del extracto
utilizando una bomba de vacio y papel filtro, con el objetivo de separar el extracto de
los residuos de materia vegetal (Cuéllar y Miranda, 2014; Vasquez, 2020).
Posteriormente, se concentrd la solucion hidroalcohdlica en el equipo de rotavapor
(R300 BUCHI) para eliminar el contenido alcoholico bajo condiciones controladas.
Finalmente, el extracto se sometid a secado en estufa a 40 °C para eliminar humedad
residual, obteniéndose un extracto concentrado, el cual fue almacenado en un frasco
ambar y conservado a 4 °C hasta su uso (Cuéllar y Miranda, 2014; Garcia, 2019).
3.7.4. Evaluacion de los Parametros Fisicoquimicos y Tamizaje Fitoquimico del

Extracto Hidroalcohdlico

3.7.4.1. Identificacion Fitoquimica. Para la identificacion de los metabolitos
secundarios, se realizaron ensayos cualitativos mediante pruebas de precipitacion,
coloracion, formacion de espuma y desprendimiento de gases, de acuerdo con la
metodologia descrita por Cuéllar y Miranda (2014). Para ello, se diluyo6 1 g de extracto
en 100 mL de agua destilada.

3.7.4.2. Determinacion de Solubilidad, Contenido de Humedad y Residuos.
Los procedimientos se describen a continuacion.

Solubilidad: La determinacion se realizdé conforme a los criterios establecidos
en la USP 36, utilizando solventes de naturaleza polar y apolar (Farmacopea de Estados
Unidos [USP], 2013).

Humedad: El porcentaje de pérdida por secado de la muestra vegetal fue

determinado siguiendo el procedimiento establecido por Cuéllar y Miranda (2014).

W, —Wy)
ObH = —=X 100
ol = W,

Wo= Placa Petri vacio.
W= Placa Petri vacio mas la muestra (1g).

W>= Placa Petri vacio mas la muestra después de llevar a la estufa.
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Residuos: El porcentaje de cenizas resultante de la incineracion de la muestra

vegetal fue establecido conforme a lo sefialado por Cuéllar y Miranda (2014).
_ (W, = Wy)

O = — 2
O Wy — W)

X100

W= Crisol vacio.

W= Crisol vacio mas la muestra (1 g).

W>= Crisol vacio mas la muestra después de llevar a la mufla (600 °C).
3.7.5. Determinacion de la Actividad Biocida

3.7.5.1. Evaluacion Toxicologica en Artemia salina. La actividad citotoxica
de cada extracto hidroalcoholico sobre los nauplios de Artemia salina se evaluo
siguiendo las directrices establecidas en el Programa Iberoamericano de Ciencia y
Tecnologia para el Desarollo (CYTED, 1995).
Los quistes de Artemia salina utilizados en el ensayo fueron obtenidos de un acuario
ubicada en la cuidad de Lima. Para la eclosion se preparé agua de mar artificial
disolviendo 38 g de sal en 1000 mL de agua destilada, posteriormente siendo filtrada.
Para el ensayo, se colocaron aproximadamente 50 mg de quistes de 4. salina en un vaso
de precipitado que contenia 350 mL de agua de mar artificial. El sistema se mantuvo
bajo iluminacioén artificial constante y bomba de oxigeno con burbujeo suave. Tras 48
horas de incubacion se observo la eclosion de los nauplios.
Para el bioensayo se trabajo con tres concentraciones del extracto hidroalcoholico de la
especie vegetal: 1000, 100 y 10 ppm, aplicando volimenes de 500, 50 y 10 uL,
respectivamente, en cada tratamiento (Garcia, 2019; Mayorga et al., 2010).
Tras 24 horas de exposicion, se procedio a contar el nimero de nauplios muertos y

sobrevivientes con el fin de calcular la CL 5.

Tabla 1
Clasificacion de toxicidad segun CYTED
Grado Clasificacion CLso Unidades
I Extremadamente toxico 1-10 pg/mL
II Altamente toxico 10-100 pg/mL
I Moderadamente toxico 100-500 pg/mL
v Ligeramente toxico 500-1000 pg/mL
A% Practicamente no toxico 1000-1500 pg/mL
VI Relativamente inocuo >1500 pg/mL

Nota. Informacion tomada de Sédnchez y Neira (2005).
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3.7.5.2. Efecto Toxico por Contacto sobre Larvas de Symmetrischema
tangolias (Gyen). Se efectu6 usando la metodologia descrita por Villanueva (2015),
enmendado por Garcia (2019). Para ello, se acondicion6 una estructura de madera con
21 espacios circulares, cada uno cubierto con tapas cuadradas de vidrio. En la base de
cada compartimento se coloco un disco de papel filtro. Posteriormente, se introdujeron
10 larvas de Symmetrischema tangolias (Gyen) del IV instar por espacio circular,
correspondiendo cada uno a un grupo de tratamiento, con tres repeticiones por grupo.

Las concentraciones de los extractos hidroalcoholicos a evaluar fueron: 1,25;
2,5; 5; 10; y 20 mg/mL, aplicadas mediante 4 puff con atomizador por dosis. Como
estandar de referencia se utilizd deltametrina al 0,05%, y como control negativo agua
destilada; ambos ensayos se sometieron al mismo procedimiento experimental.

El bioensayo fue evaluado durante un periodo de tres dias mediante observacion
directa, registrando la mortalidad y/o signos de susceptibilidad de las larvas. Se
consideraron muertas aquellas larvas que presentaban inmovilidad total y coloracion
negruzca. Ademas, el experimento se desarrollo bajo condiciones de oscuridad, con el
fin de evitar la fotolisis de los compuestos presentes en los bioplaguicidas (Iannacone,
2003).

3.8. Analisis de Datos
3.8.1. Calculo del Porcentaje de Mortalidad

A partir de los datos obtenidos, se calcul6 la mortalidad larvaria para cada una

de las dosis evaluadas, utilizando la siguiente formula:

) ) N° larvas muertas
% mortalidad larvaria = N° larvas expuestasx 100

Con el fin de evaluar la existencia de diferencias estadisticamente significativas
en la mortalidad larvaria entre las distintas concentraciones del extracto, y dado que los
datos proporcionales no cumplieron los supuestos de normalidad ni de homogeneidad
de varianzas requeridos para el andlisis de varianza (ANOVA), se emple6 la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis. Cuando dicha prueba evidencié diferencias
significativas (p<0,05), se aplico la prueba post hoc de Dunn con correccion de
Bonferroni, a fin de identificar las diferencias por pares entre las medianas de
mortalidad, bajo un nivel de significancia del 95 % (p<0,05). Los analisis estadisticos
se realizaron utilizando Python 3.14. Adicionalmente, se presentaron registros
fotograficos, tablas, figuras y graficos para representar de manera visual la mortalidad

observada en cada una de las concentraciones evaluadas.
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3.8.2. Determinacion de la Concentracion Letal Media (CL s50)

La concentracion letal media (CLso) fue estimada mediante el andlisis Probit,
utilizando el software estadistico SPSS version 20.

El analisis de Probit, es uno de los métodos estadisticos mas ampliamente
utilizados en estudios toxicologicos. Donde los resultados obtenidos en las pruebas de
toxicidad se expresan como concentracion letal media (CLso), la concentracion que
provoca el 50 % de mortalidad en la poblacion. El resultado implica la interpolacion
grafica, que consiste en representar graficamente la proporcion de organismo muertos

frente a la concentracion aplicada para cada tiempo de exposicion (Wexler, 2023).
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CAPITULO IV. RESULTADOS

23



Tabla 2
Caracteristicas fisicoquimicas del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Ruta

graveolens L. “ruda”

Ensayo Extracto
Andlisis de las propiedades Extracto de consistencia viscosa, color
organoléptica del extracto pardo verdoso, olor caracteristico, y un

sabor amargo persistente.
Humedad 10,02 %
Cenizas 0,15 %

25



Tabla 3
Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Ruta

graveolens L. “ruda”

Metabolitos Reaccion Observacion Resultados
secundarios
Alcaloides Dragendorff  Precipitado rojizo intenso +++
Mayer Precipitado coposo +++
Wagner Precipitado naranja rojiza intenso +++
Azucares Benedict Precipitado naranja rojiza ++
reductores Fehling Coloracion verde naranja con ++
precipitado color naranja
Flavonoides Shinoda Coloracion naranja rojiza intenso ++
Saponinas Espuma Presencia de espuma en la superficie +
por mas de dos minutos
Fenoles y/o Cloruro Coloracion verde intenso (taninos +++
Taninos férrico pirocatecolicos)
Triterpenos Liebermann-  Coloracion ligeramente rosada +
y/o esteroides  Burchard azul y verde como coloracion final
Coloracion verde oscuro-negro
Lactonas y/o Baljet Precipitado o coloracién roja -
cumarinas
Aminas Ninhidrina Coloracion azul violaceo ++
Catequinas Catequinas Presencia de mancha verde carmelita +++
alaluz UV
Cardiotonicos  Kedde Coloracioén violacea -

Nota. Ausente (-), Trazas (+), Moderado (++), Abundante (+++)
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Tabla 4

Solubilidad del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Ruta graveolens L. “ruda”

Disolvente Resultados Observaciones*
Etanol (+++) Muy soluble
Agua (+) Poco soluble
Metanol (+) Poco soluble
Acetona (+) Poco soluble
Dimetilsulfoxido () Poco soluble
1-butanol (-) Insoluble
Propanol (++) Parcialmente soluble
Cloroformo (-) Insoluble

Nota. (*) Los términos empleados se determinaron conforme a los criterios de
descripcion y solubilidad establecidos en la USP 36-NF, segiin la Farmacopea de

Estados Unidos (2013).
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Tabla §
Mortalidad de nauplios de A. Salina registrado a las 24 horas tras su exposicion a

distintas concentraciones del extracto hidroalcohdlico de las hojas de R. graveolens L.

Cant. Mortalidad de nauplios Promedio de
Concentracion nauplios (%) mortalidad
(mg/L) inicial (%)

(N°) Tubo1l Tubo2 Tubo3

10 mg/L (10 uL) 10 0 0 0 0
100 mg/L (50 puL) 10 10 10 10 10
1000 mg/L (500 pL) 10 100 90 100 96,67
Control (agua) 10 0 0 0 0
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Tabla 6
Mortalidad porcentual de larvas de S. tangolias, registrada durante tres dias de
evaluacion tras su exposicion a diversas concentraciones del extracto hidroalcohdlico

de las hojas de R. graveolens L.

Concentracion Cantidad Porcentaje de Promedio de
(mg/mL) larval mortalidad (%) mortalidad
inicial (N°) 24 h 48 h 72 h (%)
1,25 mg/mL 10 0 20 30
10 0 10 20 11,11
10 0 10 10
2,5 mg/mL 10 0 20 30
10 0 20 40 16,67
10 0 10 30
5 mg/mL 10 0 20 30
10 0 30 40 20,00
10 0 20 40
10 mg/mL 10 10 20 50
10 10 30 40 26,67
10 10 20 50
20 mg/mL 10 10 70 70
10 10 50 50 41,11
10 20 40 50
Deltametrina 10 100 100 100
10 100 100 100 100,00
10 100 100 100
Control (agua) 10 0 0 0
10 0 0 10 2,22
10 0 0 10
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Figura 1
CLso de nauplios de Artemia salina en relacion con las concentraciones del extracto

hidroalcoholico de Ruta graveolens L. tras 24 horas de exposicion
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Figura 2
CLso del extracto hidroalcohdlico de las hojas de R. graveolens L. sobre larvas del IV

estadio de Symmetrischema tangolias en funcion del tiempo
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CAPITULO V. DISCUSION

La presente tesis desarrolla un estudio enfocado en la caracterizacion
fisicoquimica y el tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohoélico de las hojas de
Ruta graveolens L. “ruda”, asi como en la evaluacion de su actividad biocida frente a
larvas de S. tangolias (Gyen) “polilla de la papa”. Para tal fin, se determind el porcentaje
de mortalidad larval, la concentracion letal media (CLso), y se compard su eficacia
insecticida con la de un producto comercial a base de deltametrina, con el proposito de
valorar su potencial como insecticida botanico.

La maceracion es una técnica tradicional ampliamente empleada para extraer
compuestos bioactivos, destacando por su bajo costo y simplicidad operativa (Tambun
et al., 2021). El extracto presentd caracteristicas organolépticas definidas: consistencia
viscosa, color pardo verdoso, olor caracteristico y sabor amargo, compatibles con
descripciones previas de extractos de R. graveolens L.

Las hojas de Ruta graveolens L. “ruda” presenta un contenido de humedad de
10,02 %, valor que se encuentra dentro del rango establecido por la farmacopea, ya que
los limites aceptables de humedad residual en drogas vegetales oscilan entre el (8 % y
el 14 %) (Fernandez y Torres, 2004), lo que indica condiciones adecuadas de estabilidad
y conservacion del material analizado; de manera complementaria, se constatd que,
Coba (2022) obtuvo un valor de humedad de 10,19 %, en la misma especie vegetal
analizada. Este parametro es fundamental, ya que un contenido elevado de agua puede
favorecer la proliferaciéon de microorganismos y hongos, asi como la degradacion del
material vegetal por hidrolisis de sus principios activos (Fernandez y Torres, 2004;
Torres, 2023).

La determinacion de cenizas totales es una prueba fundamental para evaluar la
calidad y pureza de los materiales vegetales. Este método consiste en la ignicion
controlada de la muestra para cuantificar el residuo inorganico total, el cual incluye
tanto la ceniza fisioldgica, que proviene de los minerales naturalmente presentes en los
tejidos de la planta, como la ceniza no fisioldgica, asociada a contaminantes externos
como tierra, arena u otras impurezas adquiridas durante el cultivo, recoleccion o

almacenamiento. Segln lo establecido por la farmacopea el limite maximo permitido
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de cenizas totales no debe superar el 12 % (Castillo, 2017; Torres, 2023). En el presente
estudio, las hojas de Ruta graveolens L. presentaron un contenido de cenizas totales de
0,15 %, valor considerablemente inferior al limite establecido, lo que indica una alta
pureza y escasa presencia de residuos inorganicos en el material analizado; asimismo,
se verificd que, Coba (2022) reportd un contenido cenizas totales del 6,42 % en la
misma especie vegetal. Esta variabilidad podria atribuirse a distintos factores, como el
origen geografico de la planta, las condiciones agroecologicas, el momento de la
cosecha, el estado de madures de las hojas, la limpieza del material vegetal antes del
analisis, o incluso el método utilizado para la determinacion de las cenizas (Ruchi y
Suresh, 2023). Es importante destacar que, a pesar de esta diferencia, ambos valores se
encuentran dentro del rango permitido.

En cuanto al tamizaje fitoquimico, se detectaron metabolitos secundarios como:
alcaloides, taninos y catequinas en cantidad abundante, todos ellos con reconocida
actividad biologica, mientras los azucares reductores, flavonoides y aminas en
cantidades moderadas y tenemos otro componente en traza como saponina y triterpenos
y/o esteroides. Los metabolitos identificados en el extracto coinciden con los reportados
previamente por Vasquez (2020), en los extractos etandlicos de Ruta graveolens L.,
ademas concuerda con los hallazgos de Coba (2022), reportdndose también cumarinas.
La variacidon observada en el resultado del tamizaje fitoquimico puede explicarse por
diversos factores que afectan la produccion de metabolitos secundarios en las plantas.
Segun la literatura, estos factores se agrupan en cuatro categorias principales: genéticos,
ontogénicos (relacionados con la etapa de desarrollo), morfogenéticos (asociados a la
estructura y forma de la planta) y ambientales. Dentro de los factores ambientales, los
mas influyentes son la temperatura, la salinidad, la luz, la altitud, la estacionalidad, los
ritmos circadianos, el estrés y la deficiencia de nutrientes. Todos estos elementos
pueden alterar la cantidad y tipo de compuestos presentes, lo que explica las diferencias
reportadas por distintos autores (Azcon y Talon, 2008; Verma y Shukla, 2015).

Los resultados de solubilidad indicaron que el extracto hidroalcohdlico de Ruta
graveolens L. fue muy soluble en etanol, y parcialmente soluble en propanol. La
eleccion del solvente adecuado es esencial para maximizar la extraccion de los
metabolitos secundarios ya que cada grupo quimico tiene diferente afinidad segun la
polaridad del medio (Bure y Sequeiros, 2022). En este estudio, la alta solubilidad en
etanol y la baja solubilidad en disolventes no polares indican una mayor presencia de

compuestos polares, como flavonoides, alcaloides y taninos.
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Se efectud un bioensayo de citotoxicidad en nauplios de Artemia salina para
evaluar la accidn biocida del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Ruta graveolens
L. a diferentes concentraciones. Se observé un porcentaje de mortalidad del 96,67 % a
1000 mg/L y del 10% a 100 mg/L. El bioensayo con A. salina se emplea como un
modelo preliminar para evaluar la toxicidad de productos naturales y orientar futuros
estudios preclinicos (Jara, 2022).

Para el presente estudio se utilizaron larvas de Symmetrischema tangolias en su
cuarto estadio de desarrollo (IV instar). Este estadio fue seleccionado debido a que los
estadios iniciales de los lepidopteros suelen ser mas susceptibles a los agentes
bioactivos. Esta vulnerabilidad estd relacionada a caracteristicas estructurales y
bioquimicas del tegumento, como la composicion de aminodcidos y el grado de
desarrollo de la cuticula, los cuales se modifican progresivamente conforme la larva
avanza en su ciclo y se aproxima al proceso de muda (Nahed et al., 2001). Ademas, en
condiciones de almacenamiento, las larvas de este estadio presentan mayor agilidad y
capacidad de perforar multiples tubérculos, lo que incrementa el dafo generado y
justifica su seleccion para evaluar la eficacia biocida del extracto. Los resultados
obtenidos muestran que el extracto hidroalcohoélico de las hojas de Ruta graveolens L.
produjo un incremento progresivo en el porcentaje de mortalidad de larvas del IV
estadio de Symmetrischema tangolias conforme aumentd la concentracion aplicada.
Después de 72 horas de exposicion, se registraron mortalidades de 11,11 % (1,25
mg/mL), 16,67 % (2,5 mg/mL), 20 % (5 mg/mL), 26,67 % (10 mg/mL) y 41,11 % (20
mg/mL), confirmandose un efecto dosis-dependiente. Este comportamiento indica que
la eficacia del extracto aumenta a mayores concentraciones. Asimismo, el control
positivo con deltametrina mostr6 el 100 % de mortalidad, confirmando la sensibilidad
del bioensayo y permitiendo comparar la eficacia del extracto vegetal.

Estos hallazgos coinciden con investigaciones que también reportan actividad
biocida de R. graveolens frente a diversas especies. Veldsquez (2018) registré una
mortalidad de 80 % en larvas III de Aedes aegypti a las 48 horas a una concentracion
de (0,14 g/mL). Aunque los porcentajes obtenidos por dicho autor son superiores, la
diferencia puede atribuirse al uso de concentraciones mucho mas altas, asi como a la
variabilidad en la sensibilidad entre especies y estadios larvales. Ademas, Vasquez
(2020) demostro que el extracto etandlico de R. graveolens presenta una accion toxica
frente a Eisenia foetida, especialmente en concentraciones de 40, 20 y 10 mg/mL,

respaldando asi el potencial biocida de la especie. De manera similar, Garcia (2019)
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reportd mortalidades en larvas del V instar de S. tangolias entre 37,78 % (1 mg/mL) y
72,22 %, (8 mg/mL), utilizando extractos hidroalcoholicos de Argyranthemum
frutescens. Aunque el extracto correspondia a otra especie vegetal y las concentraciones
diferian, los porcentajes obtenidos son comparables con los encontrados en el presente
estudio, lo que permite contextualizar la eficacia observada para R. graveolens.
Finalmente, el resultado observado guarda relacion con lo informado por Hassan y Al-
Chalabi (2023) quienes evaluaron extractos etilicos de 7ribulus terrestris L. sobre
diferentes estadios larvarios de Culex pipiens. En dicho estudio, las larvas del I estadio
mostraron las mayores mortalidades (97,3 % y 100 % con 0,5 mg/mL a 24 y 72 horas),
mientras que las del IV estadio presentaron los porcentajes mas bajos (7,4 % y 38 %
con 0,1 mg/mL).

Estos resultados indican que los estadios larvarios mas avanzados suelen ser
menos susceptibles a los metabolitos secundarios, lo cual concuerda con los valores
moderados obtenidos en larvas del IV instar de S. fangolias. La actividad biocida
observada se atribuye principalmente a la presencia de alcaloides, flavonoides
(particularmente rutina) y cumarinas como la xantotoxina, compuestos con accioén
insecticida ya reportados en R. graveolens (Naranjo, 2024). El efecto insecticida de
estos metabolitos se explica por sus mecanismos de accion: los alcaloides interfieren
con la replicacion del ADN y el transporte de membrana; los taninos reducen la
digestibilidad de los nutrientes; los flavonoides inhiben enzimas clave y afectan el
metabolismo energético al interferir en la cadena respiratoria; y las saponinas, aunque
presentes en bajas concentraciones, alteran la estructura de la membrana celular. En
conjunto, estos compuestos pueden actuar de manera sinérgica, potenciando la eficacia
biocida del extracto(Vasquez, 2020; Villanueva, 2015).

Durante la investigacion se observd que, tras la aplicacion de las
concentraciones mas altas del extracto, las larvas presentaron movimientos
involuntarios por algunos segundos antes de recuperar su desplazamiento normal. Sin
embargo, conforme avanzaron los dias, aquellas que perdieron movilidad cambiaron de
una coloracion crema a un tono oscuro y mostraron una disminucion de tamafio, signos
asociados a la mortalidad. Estos efectos coinciden con lo reportado por Villanueva
(2015) quien sefiala que la exposicion por contacto a extractos vegetales puede provocar
paralisis y necrosis en las larvas, causando la muerte. De manera similar, Bouabida y

Dris (2022) reportaron que las larvas expuestas a extractos vegetales presentaron una
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reduccion significativa en su crecimiento y en el contenido corporal de proteinas,
carbohidratos y lipidos, ademas de un retraso en el desarrollo larvario y pupal.

La prueba de Kruskal-Wallis (Anexo 8) mostré un valor de significancia de
0,005, inferior a 0,05. Esto indica que existe diferencias significativas entre las distintas
concentraciones del extracto hidroalcoholico de hojas de Ruta graveolens a las 24 horas
(efectividad inicial), evidenciando un efecto biocida dependiente de la concentracion.
Sin embargo, el andlisis post hoc no identifico diferencias significativas entre pares de
grupos. Este resultado puede explicarse por el elevado numero de empates presentes en
los datos, lo que reduce la sensibilidad de la prueba, asi como el tamaifio muestral
reducido (n=3 réplicas por grupo), que disminuye la potencia estadistica y hace que
correcciones conservadoras como Bonferroni tiendan a no detectar diferencias entre
grupos. A pesar de ello, se observo una tendencia clara en la que las concentraciones de
10 y 20 mg/mL muestran mayor mortalidad en comparacion con las concentraciones
mas bajas y el control, lo que sugiere un efecto toxico relevante a partir de dichos
niveles.

La Figura 1, representa la variacién de la mortalidad de nauplios de Artemia
salina en funcion de la concentracion del extracto hidroalcohdlico de hojas de Ruta
graveolens L., mostrando una curva sigmoide tipica de toxicidad indicando un aumento
progresivo de la mortalidad a medida que incrementa la concentracion del extracto, lo
que confirma una accion toxica dosis dependiente. El valor de CLs se estima en 158,18
+ 0,21 mg/L, correspondiente a la concentracion necesaria para generar el 50 % de
mortalidad en los nauplios evaluados. Este resultado se contrasté con los valores
establecidos en la tabla de clasificacion del grado de toxicidad del CYTED (Tabla 1),
ubica al extracto en un nivel de toxicidad moderado. Esta clasificacion confirma que el
extracto de Ruta graveolens L. posee actividad biocida sobre A. salina y destaca la
utilidad de este organismo como sistema modelo para la evaluacion preliminar de
toxicidad en extractos naturales. Perales et al. (2023) evaluaron la actividad toxica de
extractos vegetales y registraron para R. graveolens una CLso de 296,10 ug/mL,
clasificada igualmente como toxicidad moderada para 4. salina. Se puede observar que
la CLso coincide con la clasificacion establecida. Sin embargo, la literatura evidencia
una amplia variabilidad en los valores de DLso reportados para R. graveolens, que
pueden oscilar desde valores muy bajos, como 5,39 pg/mL (Hamidi et al., 2014), hasta
concentraciones considerablemente altas, como 2200 pg/mL (Mahboob et al., 2015).

Estas diferencias se asocian principalmente a factores abidticos (clima, suele, etapa
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fenologica y condiciones de cultivo), asi como a diferencias en los métodos y solventes
de extraccion utilizados, los cuales influyen directamente en la composiciéon quimica
del extracto, en la concentracion y tipo de metabolitos secundarios presentes.

Los valores de concentracion letal media (CLso) obtenidos en el presente estudio
fueron: 36,54 mg/mL a las 24 horas, 19,38 mg/mL a las 48 horas y 16,03 mg/mL a las
72 horas, evidenciando una clara disminucion progresiva conforme se prolonga el
tiempo de exposicion. Este comportamiento indica que el extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Ruta graveolens ejerce un efecto toxico acumulativo sobre las larvas de
Symmetrischema tangolias, 1o cual incrementa su eficacia larvicida con el paso del
tiempo. La reduccion de la CLso demuestra que las larvas del IV estadio presentan una
sensibilidad creciente al extracto, lo que coincide con la naturaleza del proceso de
intoxicacion en organismos lepidopteros. Resultados similares fueron reportados por
Velasquez (2018) quien determind una CLso de 0,083 % a las 48 horas en larvas del II1
estadio de Aedes aegypti, expuestas a extracto hidroalcoholico de la misma especie,
evidenciando una toxicidad notable. Del mismo modo, Garcia (2019) reportd valores
de CLso de 16,6 % a las 24 h, 4,3 % a las 48 hy 3,6 % a las 72 h en larvas del V instar
de S. tangolias, utilizando extractos hidroalcohdlicos de Argyranthemum frutescens.
Las variaciones observadas entre estudios pueden atribuirse a las diferencias en el tipo
de extracto y disefio experimental como la sensibilidad propia de cada especie y estadio
larvario, considerando que los estadios tempranos suelen presentar mayor
susceptibilidad. En estudios compartivos, Dris et al. (2021) reportaron que el extracto
hidrometanoélico de la misma especie ejercio una toxicidad diferencial segin el estadio
larvario, con valores de CLso que aumentaron progresivamente desde 33,06; 37,08;
82,27 y 150,6 mg/L para larvas del primer al cuarto instar de Culiseta longiareolata,
confirmando que la susceptibilidad larval disminuye conforme avanza el desarrollo,
incluso entre organismos con distinta estructura tegumentaria y fisiologia

En conjunto, los valores de CLso obtenidos para S. tangolias se ubican dentro de
un rango coherente y respaldan la eficacia del extracto hidroalcohoélico. La disminucién
marcada de la CLso a 72 horas refleja un efecto acumulativo del extracto y responde a
las caracteristicas fisioldgicas propias del estadio evaluado. Estos hallazgos refuerzan
la evidencia de que la toxicidad de R. graveolens estd condicionada por su perfil
fitoquimico, la concentracion aplicada, el solvente de extraccion, la sensibilidad entre
especies y la interaccion con factores abidticos, afirmando su potencial como alternativa

vegetal en el control biocida.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

. El extracto hidroalcoholico de las hojas de Ruta graveolens L. “ruda” presenta
actividad biocida sobre larvas de Symmetrischema tangolias (Gyen) “polilla de
papa’.

. El extracto hidroalcohdlico mostrd solubilidad en etanol y los metabolitos
secundarios identificados fueron: alcaloides, taninos, catequinas, azlcares
reductores, flavonoides y aminas. En los pardmetros fisicoquimicos se
determino6 un contenido de humedad de 10,02 % y un valor de cenizas de 0,15
%.

. Las larvas de Symmetrischema tangolias (Gyen) “polilla de papa” presentaron
susceptibilidad al extracto hidroalcoholico, alcanzandose un porcentaje maximo
de mortalidad del 41,11 % a una concentracion de 20 mg/mL y un valor minimo
del 11,11 % a 1,25 mg/mL,

. La concentracion letal media (CLso) del extracto hidroalcohodlico fue de 36,54
mg/mL alas 24 h, 19,38 mg/mL alas 48 hy 16,03 mg/mL alas 72 h sobre larvas
de Symmetrischema tangolias (Gyen) “polilla de papa”.

. A la concentracion de 20 mg/mL, el extracto hidroalcohdlico de hojas de Ruta
graveolens L. “ruda” produjo una mortalidad del 41,11 %, estadisticamente

menor que la obtenida con deltametrina al 0,05 % que fue de 100 %.
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CAPITULO VII. RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto biocida del extracto de Ruta graveolens L. en todas las etapas
del ciclo de vida de Symmetrischema tangolias, con el fin de determinar la fase
de mayor susceptibilidad y ampliar su posible uso como método de control.
Investigar el potencial biocida de otras partes de la planta, como raices, tallos,
semillas y flores con el fin de ampliar el conocimiento sobre los compuestos
presentes y su posible actividad insecticida.

Probar un rango mas amplio de concentraciones del extracto para determinar las
dosis optimas y evaluar alternativas de formulacién que faciliten su aplicacion
en el manejo de Symmetrischema tangolias.

Profundizar en la caracterizacion fitoquimica del extracto de Ruta graveolens
L., empleando métodos analiticos que permitan identificar con mayor precision
los compuestos responsables de su actividad biocida y comprender mejor como

actiian sobre la plaga.
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Anexo 1

Certificado de clasificacion taxonomica de Ruta graveolens L. “ruda”

CONSTANCIA

LA BIOLOGA LAURA AUCASIME MEDINA ESPECIALISTA EN
TAXONOMIA Y SISTEMATICA DE PLANTAS DEJA CONSTANCIA:

Que, la Bachiller en Farmacia y Bioquimica, Srta. Pilar Mayumi, SUAREZ
PALOMINO, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo

de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segin el Sistema de

Clasificacion de Cronquist. A. 1988, siendo su taxonomia la siguiente:

DIVISION ; MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE : ROSIDAE

ORDEN : SAPINDALES
FAMILIA : RUTACEAE
GENERO : Ruta

ESPECIE : Ruta graveolens L.
NV. . : “ruda “

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada

para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 18 de marzo del 2024
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Anexo 2

Zonas lideres en la produccion de papa y paises donde se ha registrado la presencia de

las tres especies de plagas de mayor relevancia

. e
“© 'Q:" >‘;“.:i-‘l_‘s

3 .
s R o
~—

e Phthorimaea operculella
e Symmetrischema tangolias

Fuente. Area de distribucion de las polillas de la papa. Adaptado de Barriga (2014).
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Anexo 3

Ciclo biologico de Symmetrischema tangolias (Gyen) conocida como “polilla de
papa’”: A) adulto; B) huevo, Cy D) larvas en su estadio inicial y final primer, E) pupa
(a una temperatura promedio de 20,3 °C)

Q@ 20 dias; & 14 dias

10 dias 4 dias

8 dias

30 dias

Fuente. Basado en PROINPA (1999), citado en Mamani (2008).

55



Anexo 4
Identificacion de los metabolitos secundarios del extracto hidroalcohdlico de las hojas

de Ruta graveolens L. “ruda”

Reacciones quimicas del extracto hidroalcohdlico. Tubos: 1, Dragendorft; 2, Mayer;
3, Wagner; 4, Benedict; 5, Fehling; 6, Shinoda; 7, Saponina; 8, Cloruro férrico; 9,
Lieberman-Burchard; 10, Baljet; 11, Ninhidrina; 12, Kedde.

Tubos: 4, prueba de En el papel 13, Catequinas vistas
Benedict (positivo) y 5, con luz UV (positivo).

prueba de Fehling

(positivo).
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Anexo 5
Evaluacion de la solubilidad del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Ruta

graveolens L. “ruda”
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Anexo 6

Procedimientos de obtencion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Ruta graveolens L. “ruda”

Muestra vegetal: Hojas de Secado a temperatura ambiente Molienda de hojas Maceracion en alcohol
Ruta graveolens L. “ruda” secas etilico a 70° GL (7 dias)

Extracto hidroalcohdlico Secado en estufa Concentracion del extracto Filtrado utilizando una
de las hojas de Ruta hidroalcohdlico (rotavapor) bomba de vacio
graveolens L.
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Anexo 7
Bioensayo de toxicidad del extracto hidroalcohdlico de las hojas Ruta graveolens L.

“ruda’” en Artemia salina

Bioensayo de toxicidad del extracto
hidroalcohélico de las hojas de Ruta
graveolens L. “ruda” en Artemia salina.

Eclosion

Se prepar6 agua de mar artificial en agua
destilada (3,8 g/100 mL), posteriormente siendo
filtrada.

Se colocaron aprox. 50 mg de quistes de 4. salina
en un vaso de precipitado que contenia 350 mL
de agua de mar. Se mantuvo bajo iluminacion
artificial y bomba de oxigeno con burbujeo
suave. Tras 48 horas de incubacion se observo la
eclosion de los nauplios.

Bioensayo
Se prepar6 diluciones de: 1000, 100 y 10 ppm,
aplicando volimenes de 500, 50 y 10 pL,
respectivamente.

Cada vial experimental contenia 10 nauplios, la
dosis correspondiente del extracto, una gota de
suspension de levadura como fuente de alimento
y agua de mar artificial hasta completar un
volumen final de 5 mL.

. Bioen: de loxicidad en
Conteo de nauplios e e

Tras 24 h de exposicion, se procedio a contar el
nimero de nauplios muertos y sobrevivientes
con el fin de calcular la CLs5o.
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Anexo 8

Esquema de la prueba de toxicidad en larvas del IV estadio de Symmetrischema tangolias “polilla de papa™

Papas infestadas con larvas de S. Crianza de polillas de papa en Obtencion y clasificacion de 'larvas
tangolias “polilla de papa”. contenedores apropiados. del IV Instar de S. rangolias

Los datos de mortalidad Aplicacion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Ruta graveolens L. Distribucién de 10 larvas
larval de S. tangolias fueron “ruda”, a cinco grupos experimentales, utilizando diferentes concentraciones. por contenedor previamente
recolectados tras 24, 48 y 72 Como estandar se empleo deltametrina y como control negativo, agua destilada. acondicionado.

h de exposicion. Se mantuvieron en condiciones de oscuridad.
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Anexo 9
Captura fotogrdfica correspondientes al ensayo de toxicidad en larvas de S. tangolias

“polilla de papa” a las 72 horas de exposicion
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Anexo 10
Prueba de Kruskal-Wallis para la mortalidad de larvas de S. tangolias en funcion de

las concentraciones del extracto de Ruta graveolens L.

Fuente H gl p
Kruskal-Wallis 16,69 5 0,005

Nota. Se compararon seis grupos (n=3 por grupo). Criterio de significancia: p<0,05.
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Anexo 11
Prueba post hoc de Dunn con ajuste de Bonferroni para la mortalidad de larvas de S.

tangolias expuestas al extracto de Ruta graveolens a diferentes concentraciones

Comparacion p ajustado
1,25 mg/mL vs 10 mg/mL 0,276
1,25 mg/mL vs 20 mg/mL 0,126
1,25 mg/mL vs 2,5 mg/mL 1,000
1,25 mg/mL vs 5 mg/mL 1,000
1,25 mg/mL vs Control 1,000
2,5 mg/mL vs 10 mg/mL 0,276
2,5 mg/mL vs 20 mg/mL 0,126
2,5 mg/mL vs 5 mg/mL 1,000
2,5 mg/mL vs Control 1,000
5 mg/mL vs 10 mg/mL 0,276
5 mg/mL vs 20 mg/mL 0,126
5 mg/mL vs Control 1,000
10 mg/mL vs 20 mg/mL 1,000
10 mg/mL vs Control 0,276
20 mg/mL vs Control 0,126

Nota. Ninguna comparacion mostrd diferencias significativas después de aplicar

Bonferroni (p>0,05).
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Anexo 12
Mortalidad de larvas de 1V estadio de S. tangolias tras 24 horas de exposicion a

distintas concentraciones del extracto de Ruta graveolens L.

1,00

0,80 +

0,60 +

Mortalidad

0,40 +

0,20 +

0,00

0,0 20,0 40,0 60,0

Concentraciéon (mg/mL)
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Anexo 13

Mortalidad de larvas de 1V estadio de S. tangolias tras 48 horas de exposicion a

distintas concentraciones del extracto de Ruta graveolens L.

1,00 -

0,80 +

0,60

Mortalidad

0,40 +

0,20 +

0,00 | 1 |
0,0 20,0 40,0 60,0

Concentraciéon (mg/mL)
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Anexo 14

Mortalidad de larvas de 1V estadio de S. tangolias tras 72 horas de exposicion a

distintas concentraciones del extracto de Ruta graveolens L.

1,00 +
0,80 +

0,60 +

Mortalidad

0,40 +

0,20 +

0,00

0,0 20,0 40,0 60,0

Concentracion (mg/mL)
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Anexo 15

Matriz de Definicion y Operacionalizacion de Variables

Variable Definicion Definicion Dimensiones Indicadores Valoracion Escala de item del
conceptual operacional mediacion instrumento
Extracto Preparacion obtenida  Aplicacion del extracto  Concentracion  Concentraciones de:  Se aplican Cuantitativa, Registro de la
hidroalcoholico mediante maceracion  hidroalcohélico de del extracto. 1,25; 2,5; 5, 10; y 20 diferentes escala ordinal concentracion
de las hojas de g hojas de Ruta Ruta graveolens L. en mg/mL derl _eXtracto  concentraciones  (gradacion de aplicada en cada
Ruta  graveolens . hidroalcohélico. ., .
L “ruda” graveolens L. en diferentes sobre grupos concentracion). bioensayo.
' ' alcohol, caracterizada concentraciones sobre experimentales

por la presencia de larvas de S. tangolias de larvas en

metabolitos (Gyen). condiciones

secundarios con controladas.

actividad biocida.
Efecto  biocida Accion biocida del Numero de larvas Mortalidad Numero de larvas Minimo: 0 Cuantitativa, Registro del
sobre larvas de extracto muertas tras 24, 48 y larvaria. muertas de larvas muertas.  escala de razon numero de larvas
Symmetrischema. — pidroalcohélico sobre 72 horas de exposicion Symmetrischema Maximo: todas conteo). muertas en tablas

. p Y
tangolias (Gyen) . .
e . larvas de S. tangolias, al extracto. tangolias (Gyen) en las larvas de resultados.
polilla de papa”. i
expresada en la cada tratamiento. expuestas

mortalidad de larvas
expuestas.
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Anexo 16

Matriz de consistencia

Titulo: Actividad biocida del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Ruta graveolens L. “ruda’” sobre larvas de Symmetrischema tangolias

(Gyen) “polilla de papa”, Ayacucho 2024

Problema Objetivos Hipétesis Variables Metodologia

Problema Objetivos generales Hipotesis general ~ Variable Tipo de investigacion

general Evaluar la actividad biocida del extracto El extracto independiente  Basico experimental

(Tendra hidroalcoholico de las hojas de Ruta graveolens hidroalcohodlico de Extracto Unidad de analisis

actividad L. “ruda” sobre larvas de Symmetrischema las hojas de Ruta hidroalcohdlico Larvas del IV instar de S. fangolias (Gyen) “polilla de papa”.

biocida el tangolias (Gyen) “polilla de papa”. graveolens L. de las hojas de Poblacion

extracto Objetivos especificos “ruda” posee Ruta graveolens Hojas de Ruta graveolens L. “ruda”, provenientes del distrito de

hidroalcohélico e Evaluar los parametros fisicoquimicos y el actividad biocida L. “ruda”. Tambillo, en la provincia de Huamanga, region Ayacucho.

de las hojas de  tamizaje fitoquimico del extracto sobre larvas de Variable Muestra

Ruta hidroalcoholico de las hojas de Ruta graveolens ~ Symmetrischema dependiente 360 g de hojas de Ruta graveolens L. “ruda”, que fueron

graveolens L. L. “ruda”. tangolias  (Gyen) Efecto biocida recolectadas en el distrito de Tambillo.

“ruda”  sobre e Determinar el porcentaje de mortalidad de las “polilla de papa”. sobre larvas de Técnicas e instrumento de recoleccion de datos

larvas de  larvas de Symmetrischema tangolias (Gyen) Hipotesis nula Symmetrischem e Recoleccion de la muestra vegetal

Symmetrischem “polilla de papa” por efecto del extracto El extracto  a. tangolias e Obtencion del extracto hidroalcohélico

a tangolias hidroalcohélico de las hojas de Ruta graveolens hidroalcohdlico de (Gyen) “polilla e Determinacion de la actividad biocida

(Gyen) “polilla L. “ruda”. las hojas de Ruta de papa”. Analisis de datos

de papa™? e Determinar la concentracion letal media (CLsg) ~&raveolens L. Se empled la prueba de Kruskal-Wallis y, ante diferencias
del extracto hidroalcoholico de las hojas de Ruta “ruda” mno posee significativas (p < 0,05), la prueba post hoc de Dunn con
graveolens L. “ruda” sobre larvas de actividad  biocida correccion de Bonferroni. Los andlisis se realizaron en Python
Symmetrischema tangolias (Gyen) “polilla de sobre larvas de 3.14. La CLsp se obtuvo mediante analisis Probit en SPSS v20 y
papa”. Symmetrischema los resultados se complementaron con tablas, graficos y registros

o Comparar el efecto biocida del extracto fangolias — (Gyen) fotograficos.

hidroalcoholico de las hojas de Ruta graveolens “Polilla de papa”.

L. “ruda” con el estandar deltametrina al 0.05%.

68



ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS

RESOLUCION DECANAL N° 961-2025-UNSCH-FCSA-D
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En la ciudad de Ayacucho, siendo las nueve de la mafnana del dia treinta del mes de
diciembre del afio dos mil veinticinco, se reunieron en el Aula J-201 los docentes
miembros del jurado evaluador, para el acto de sustentacidn de trabajo de tesis titulado:
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titulo profesional de Quimico Farmacéutico.
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Presidente : Prof. Edwin C. Enciso Roca (Delegado por el Decano)
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nota final de diecisiete (17) para la cual los miembros del jurado evaluador firman al pie
del
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