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RESUMEN

En condiciones de laboratorio se evalud el efecto que produce tres especies de la
familia Lamiacea: Clinopodium brevicalyx (cjufiu-mufa), Hedeoma mandoniana
(pampa muna), Minthostachys spicata (muna); a suvvez el efecto de los tubérculos
verdeados (solanina) frente a Symmelrischema tangolias (Lep. Gelechiidae) plaga

que causa innumerables dafos y pérdidas tanto en campo como almacén.

Para ello se realizaron cuatro bioensayos: con huevos, larvas del quinto estadio,
adultos para preferencia de oviposicion y el ensayo de toxicidad para calcular la
dosis letal media (DLsg). Los tratamientos usados fueron los aceites esenciales de
cada especie, extractos alcohdlicos de las tres especies; tubérculos con 30, 60 y
90 dias de verdeo; y un control. La instalacion de los bioensayos consistié en
colocar los tubérculos en recipientes circulares, sobre el que se colocaron huevos
proximos a la eclosién, larvas V y adultos sexados para cada caso. Se evalud el
numero de larvas vivas, muertas; paso de estadio larval V al estado de pupa; y el
nimero de huevos puestos, segun el tipo de ensayo, estos contaron con 5
repeticiones. El bioensayo de toxicidad contd con 3 repeticiones, se usaron tres
concentraciones (10, 100 y 1000 ppm) de aceites esenciales para cada una de las
tres especies botanicas y un blanco o control, evaluandose el numero de larvas

vivas y muertas.

Se determiné que la DLso después de 24 horas de exposicion de las larvas al
aceite esencial de M. spicata es de 26.96 ppm, C. brevicalyx es de 38.92 ppm y
para H. mandoniana es de 13.46 ppm. Se encontro 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 adicién de un efecto biocida. Los tubérculos verdeados (30, 60 y 90 dias)
tienen un efecto biocida en larvas, afectan la oviposicion de adultos y retrasan el

desarrollo larval en menor proporcion que los extractos.



Finalmente se llegd a la conclusion que todos los tratamientos estudiados afectan
el ciclo de vida de la polilla de papa. Siendo éstos utiles para el control de la polilla

de papa en almacén.

E! experimento se realizé en el laboratorio de Entomologia de la Facultad de

Ciencias Biologicas durante el periodo de Junio 2011 a Julio 2012.



INTRODUCCION

La papa, Solanum tuberosum, es el cuarto alimento de mayor consumo en el
mundo y su produccién anual asciende a mas de 320 millones de toneladas. Su
cultivo se encuentra presente en mas de 100 paises. En el Peru la mayor
- produccion de este tubérculo esta en la sierra sin embargo es en la costa donde
se obtienen los mayores rendimientos y ha significado la subsistencia para

millones de personas durante los ultimos tres siglos. (Borda 2008).

La produccion de papa es afectada por diversas enfermedédes y plagas insectiles
que generan pérdidas econémicas de importancia, ya que su rentabilidad se ve
mermada por diferentes factores siendo uno de ellos los dafios causados por
insectos; Hooker (1980) menciona 128 insectos-plagas que afectan a cultivos de
papa .Y una de las principales plagas es la polilla S. tangolias, que puede llegar a
alcanzar hasta un 100 % de dafos en almacén, afectando su rendimiento y

reduciendo la calidad del tubérculo. (Palacios 1997).

Desde que se inici6 la agricultura, proteger los cultivos y conservar las cosechas
se convirtié en una de las mayores preocupaciones. Actualmente, la proteccion de
los productos almacenados frente al ataque de insectos plaga se realiza casi
exclusivamente a través de la utilizacion de insecticidas sintéticos. (Ducom et al.,
2002). Pero a pesar de los esfuerzos por controlar las plagas de almaceén, el
nimero de estos casos ha venido incrementandose debido a la resistencia
adquirida por insectos frente a productos clorados, fosforados, carbonatos vy
piretroides. (Collantes, 1984). Sustancias que ademas de ser toxicas provocan la
destruccion de los controladores biologicos, generando la aparicion de nuevas
plagas (ya que el objetivo ha sido siempre el de eliminar y no el de controlar), la
acumulacién de residuos toxicos en los productos, pudiendo generar riesgos en la
salud de los agricultores y consumidores; ademas de que en paises como el
nuestro se presentan problemas adicionales como el alto costo de los insecticidas.
(Gomero, 1991).

Esto refleja claramente la necesidad de un manejo integrado y racional de las

plagas, donde el control no esté dado por una unica alternativa sino por el uso



combinado de diferentes métodos (Sosa & Tonn, 2006). El manejo integrado de
plagas (MIP) se impone como una excelente estrategia de control, teniendo como |
premisa el mantenimiento de las poblaciones de insectos por debajo de los niveles
de dafio econdmico dentro de un marco de proteccion del medioambiente (Dent,
2000).

Por estas consideraciones se ha determinado el tipo de interaccion existente entre
la mufia, pampa mufia, cjufiu-mufa y papas verdeadas frente a plagas como
Symmetrischema tangolias bajo condiciones de laboratorio, midiendo este frente a

diferentes tratamientos.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El uso de insecticidas sintéticos en cultivos y almacenes de papa para el control
de insectos plagas esta generando graves problemas como son la resistencia
genética, alteraciones en el ecosistema, provocando la aparicion de nuevas
plagas, muerte de organismos benéficos, acumulacién de residuos toxicos en la
cadena trofica (bioacumulaciéon), ademas de diseminacion en el ambiente y
riesgos para la salud humana, frente a ello los pobladores de los altos andes
emplean especies vegetales de la familia Lamiaceae (mufia, pampa mufa, cjufiu
mufa) para la conservacion de los tubérculos y control de infestaciéon de insectos
plaga, asi como practicas de verdeamiento de sus tubérculos semilla para reducir
el dafio de la polilla de la papa durante su almacenamiento, pero hasta la fecha
no se ha demostrado el efecto de estas especies vegetales y el verdeamiento de

tubérculos sobre la polilla de la papa.



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de tres especies de Lamiaceas: Clinopodium brevicalyx Epling,
Hedeoma mandoniana Wedd, Minthostachys spicata (Bent) Epling, y tubérculos
verdeados de Solanum tuberosum var. Q'ompis sobre la polilla de la papa

Symmetrischema tangolias (Gyen) en condiciones de laboratorio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto de los aceites esenciales de Clinopodium brevicalyx
Epling, Hedeoma mandoniana Wedd y Minthostachys spicata (Bent) Epling
sobre Symmetrischema tangolias (Gyen).

2. Determinar el efecto de los extractos alcohdlicos de Clinopodium brevicalyx
Epling, Hedeoma mandoniana Wedd y Minthostachys spicata (Bent) Epling
sobre Symmetrischema tangolias (Gyen).

3. Determinar el efecto de tubérculos verdeados de Solanum tuberosum var.
Q’'ompis sobre Symmetrischema tangolias (Gyen).

4. Determinar la dosis letal media (DLsy) de los aceites esenciales de
Clinopodium brevicalyx Epling, Hedeoma mandoniana Wedd y Minthostachys

spicata (Bent) Epling sobre Symmetrischema tangolias (Gyen).

Vi



JUSTIFICACION

Nuestro pais cuenta con especies vegetales de gran potencial biocida que han
sido y son utilizadas por los agricultores para el control de plagas, conocimientos
que han adquirido durante cientos de afos a través de experiencias directas con
su medio. El empleo de plantas representa el aprovechamiento de un recurso
natural renovable de gran importancia a nivel de comunidades alto andinas,
practicas que deben ser conservadas ya que se ha observado que el uso de
insecticidas sintéticos en el control de plagas de papa en almacén
(Symmetrischema tangolias (Gyen)) no son la soluciéon adecuada al problema, el

uso de éstos esta generando una creciente seleccion de resistencia.

El presente trabajo pretende dar un aporte al conocimiento sobre la interaccion

entre polilla de la papa y cuatro sustancias con propiedades biocidas.

Vil



El aceite esencial, el extracto alcohdlico

HIPOTESIS

de Clinopodium brevicalyx Epling,

Hedeoma mandoniana Wedd y Minthostachys spicata' (Bent) Epling y los

tubérculos verdeados tienen efectos repelentes, disuasivos en la oviposicion,

reductores de la digesﬁbilidad y biocidas sobre Symmetrischema tangolias

(Gyen).

VARIABLES

VARIABLES DEPENDIENTES

Numero de huevos puestos.
Numero de larvas vivas.
Numero de larvas muertas.
Numero de galerias.
Estadios larvales.

Numero de pre pupas.

Numero de pupas.

VARIABLES INDEPENDIENTES

e Dosis de los aceites esenciales.

e Dosis de los extractos alcohdlicos.

e Grados de verdeamiento de los tubérculos.

Vitl



CAPITULO |

GENERALIDADES
1.1 ANTECEDENTES

1.1.1 Verdeamiento de tubérculos.

Christiansen (1967) indica que con el verdeamiento de tubérculos se producen
cambios quimicos, y se incrementa la solanina, con la consecuente produccion de
cloroplastos, la papa se vuelve amarga, la que no es apetecible por los insectos.
Ademas el verdeamiento de tubérculos semilla tiene ventajas como: formar brotes
robustos y cortos no se desprenden facilmente, presentan un mayor nimero de
entrenudos a menor longitud, lo que trae como consecuencia mayor resistencia y
consistencia en el cuello de la planta, consecuentemente resistencia a insectos, se
producird mayor numero de estolones por tallo, y cada estolén formara tubérculos,
y por lo tanto los rendimientos seran mayores. Por lo que les otorga una mayor

resistencia a insectos.

Jiménez & Guillaume (1989) consideran que los tubérculos que han sido
expuestos a la luz, ya sea en el campo, después de la cosecha o en el
almacenamiento se verdean debido a la formacién de clorofila en los leucoplastos,
esta formacion de clorofila, generalmente estd acompafiada por la formacién de
solanina, que es un alcaloide de sabor amargo, dicho proceso de verdeamiento y
la formacién de solanina son independientes, realizandose en los tubérculos el
proceso de verdeo, con mayor rapidez a la temperatura ambiente, existiendo
diferencias varietales, en cuanto a la intensidad del verdeamiento.

Torres (1989) evalud la accion de 6 grados de verdeamiento de tubérculos de
papa de las variedades Atzimba y Kennebec sobre Tecia solanivora. Los
resultados indican que los tubérculos en ambas variedades no influyeron en la
mortalidad de las larvas, pupas y en la oviposiciéon de los adultos de T. solanivora.



Se observo que para el caso de la variedad Atzimba, hubo cierto incremento en la
duracién de la fase larval (2 dias promedio), al comprobarse el tratamiento de 30
dias de verdeo y el testigo. Por el contrario, cuando se utilizé la variedad
Kennebec, se presentd una produccion del tiempo del desarrolio de larva de la
polilla en 5 dias promedio, entre los tratamientos sefialados anteriormente.

Gallegos & Suquillo {(2003) estudiaron el efecto de la asolacion de tubérculos
sobre Tecia solanivora. E! nUmero de larvas, pupas y adultos a los 90 dias no
mostraron diferencias significativas para los factores edad de la larva y tiempo de
asolacién; sin embargo en la comparacion entre los tratamientos propuestos con el
testigo si se encontraron diferencias estadisticas. Este ensayo indicod que existe un
control del insecto mediante la asolacion, el cual puede mejorar si se realizan
cambios (tiempo de exposicién de los tubérculos al sol), en un segundo ensayo
utilizaron 50 tubérculos los cuales fueron infestados con 50 larvas de polilla de
primer instar. Todos los tratamientos presentaron dafio al tubérculo debido a que
la asolacién no elimind a todas las larvas que se encontraban en el interior del
tubérculo o que el dafio ya estaba presente antes de la asolacion. Sinembargo los
resultados indican que independientemente de la edad de la larva la asolacién fue
un factor muy importante en el control del dafio de los tubérculos.

Por la bibliografia consultada se indica que la practica de verdeamiento de papa
incrementa la solanina por lo que se muestra no apetecible para los insectos, de
esta forma existe un control del insecto mediante la asolacion; asimismo la
variedad de papa que es verdeada no influye sobre la mortalidad de larvas de
Tecia solanivora; pero se puede incrementar la duracidn de la fase de larva en

ésta.



1.1.2 Plantas biocidas.
El uso de plantas con propiedades biocidas constituyévdesde la antigiiedad una

practica muy efectiva para el control de plagas, gracias a las distintas propiedades
y formas de utilizacion que poseen, ofreciéndonos un amplio espectro de
posibilidades para el control de numerosos organismos. La utilizacion de plantas
con propiedades biocidas es muy importante dentro del marco de manejo
ecolégico. La existencia de mas de 300 especies de plantas inventariadas en el
Peru entre nativas e importadas son parcialmente Utiles para ser usadas con fines
de manejo de poblaciones de plaga. (Goettel & Vincent, 2007). Se mencionan a
continuacion plantas que se usan para el control de la polilla de la papa.

Oviedo (1979) trata sobre la extraccion del aceite esencial de Minthostachys
glabrescens por el método de arrastre de vapor de agua determinando su efecto
toxicolégico del aceite como fumigante sobre el gorgojo del maiz en ambientes
cerrados para lo cual utiliza el aceite en forma pura, luego determiné el poder
germinativo del maiz tratado, para comprobar el efecto germinativo del aceite.
Llegando a la conclusion que el aceite es un fumigante en su forma tal y de uso
inmediato para ambientes herméticamente cerrados que en un tiempo de 24 horas
controlé el 100 % de gorgojo con una dosis de 240 mg/L, que la DLso es de 7 mg/L
y su vida residual media es de 9 dias.

Solis (1979} llegé a la conclusibn de que el aceite esencial de muria tiene
actividad insecticida para Musca domestica y que su accion toxicoldgica en esta,
segun el andlisis quimico (constituido por varias sustancias entre ellas la
pulegona) retarda la respiracion, de manera que el insecto sufre asfixia por falta de
oxigeno.

Ledn (1980) evalub el aceite esencial de mufia al 5%, utilizando el alcohol como
diluyente, para una mejor distribucion del aceite fue mezclado con ceniza, el
mismo que se utilizé como vehiculo, dando mejores resultados que al emplear las
hojas finamente molidas directamente en la parcela (accion repelente); mientras
que el aceite presenta fitotoxicicidad y repelencia a Epitrix yanasara, Empoasca
kraemeri, Myzus persicae, Astilus laetus.



Alencastre (1983) realizé ensayos comparativos con aceite esencial “de muia’
para el control de dos plagas de almacen: “Gorgojo de los andes” (Premnotrypes
pusillus Kuschel) y la “Polilla de la papa” (Gnorimoschema operculella Zeller),
reportando alta efectividad inicial del aceite de mufia sobre estados inmaauros,
especiaimente larvas, producto que actua directamente sobre el tegumento o
pared del cuerpo del insecto; su poder residual promedio es de 5 dias y de
acuerdo a observaciones realizadas no tiene efectos sobre la fauna benéfica.

Ruis (1900) Realizé un estudio con la mufia (Satureja boliviana Epling), bajo dos
modalidades de aplicacion como aceite puro, contra larvas del gorgojo de los
andes (Premnotrypes spp.) y como aceite emulsionable contra larvas de la polilila
de la papa (Phthorimaea operculella). Llegando a los resultados de que la
concentracion mas alta causa una mortandad elevada con mas del 80% en larvas
de Premnotrypes spp. Y el nivel mas bajo actiia mejor como repelente logrando
una reduccién de la infestacion del 33% . Mientras que en larvas de Phtorimaea
operculella a la formulacién de 80% de concentracién mas efectiva causé una
morfalidad de 70% y una repelencia del 24%. El efecto de los tratamientos se
evaludé después de las- 72 horas; evaluandose el nimero de larvas vivas, muertas
y larvas repelidas. Los resultados muestran alta efectivida inicial del aceite
esencial de mufia sobre los estados de larvas. Producto que actua directamente
sobre el tegumento del insecto, su poder residual es corto por ser volatil en los dos

ensayos.

Vilaseca et al. (2004) realizaron estudios del aceite esencial de Hedeoma
mandoniana contra los insectos vectores de la enfermedad de Chagas (Tnatoma
infestans klung o Rhodnius neglectus Cuaresma). Llegando a la conclusion de
que los ejemplares de R. neglectus mostraron mayores tasas de mortalidad que
los de T. infestans; indican también que los componentes de los aceites de H.
mandoniana, como el cariofileno, carvona, linalol, limoneno (monoterpenos) son
poseedoras de propiedades insecticidas o repelentes, pero parece que los
triatominos no son sensibles a estos compuestos.



Guerra et al. (2007) evaluaron el efecto protector de las especies nativas
Minthostachys (Lamiaceae) contra la infestacion de la polilla de la papa en
tubérculos de almacenes rusticos del Cusco. Las hojas secas picadas y las flores
de las especies de Minthostachys redujo el porcentaje de daito del tubérculo en
los almacehes en comparacion al control (5 % vs 12 %), no habiendo diferencias
en cuanto a las especies de muiia. En cambio los aceites esenciales disuadieron
la oviposicién de la polilla, encontrandose una reduccién del 80 % en el numero de
huevos puestos en comparacion con el control, mas no hubo diferencias
significativas entre las especies de Minthostachys.

Ramirez et al. (2010) evaluaron el efecto de los aceites esenciales de Ocimum
basilicum, O. majorana, Origanum vulgare, Mentha. piperita, Pogostemun cablin,
Rosmarius officinalis, Salvia officinalis y Thymus vulgaris sobre los huevos, larvas
y adultos de T. solanivora al ser aplicados directamente sobre los tubérculos, y
sobre la superficie del suelo. Los resultados no reportaron efecto de los
tratamientos sobre el desarrollo larval ni sobre la longevidad de los adultos. Los
aceites de P. cablin y T. vulgaris en una concentracién del 0,25% produjeron una
reduccién significativa en la viabilidad de los huevos. Al aumentar la humedad del
suelo y el volumen de aplicaciéon de los aceites; los aceites de O. basilicum, O.
majorana, M. piperita, R. officinalis también tuvieron accién ovicida.

De acuerdo a la bibliografia consultada las Lamiaceas presentan: accion
fumigante, actividad insecticida sobre M domestica; repelencia a E. yanasara, E.
kraemen, M. persicae, A. laetus, y P. operculella, ademas que los aceites
esenciales de Minthostachys disuaden la oviposicion de la polilla P. operculelfa.



1.2 MARCO TEORICO

1.2.1 Interacciones plantas - insectos

Ferry et al. (2004) sefialan que para percibir la presencia de insectos herbivoros,
las plantas se valen de ias secreciones orales del artropodo. Entre las defensas
vegetales directas inducidas por los herbivoros destaca la produccion de
metabolitos secundarios toxicos o repelentes y de moléculas volatiles.

Vivanco et al. (2005) mencionan que los metabolitos secundarios desempefian un
importante 'papel en la defensa indirecta de la planta. Algunos compuestos
volatiles parecen ser comunes a muchas especiés; encontramos entre ellos
aldehidos, alcoholes, ésteres y terpenoides. Otros compuestos fitoquimicos
tiénden a ser especificos de cada especie. Algunos sirven para atraer
depredadores y parasitoides que destruyan a los herbivoros agresores; en otras
-pélabras, ciertas especies vegetales reclaman la ayuda de otros artrépodos.

i secongarios

Figura 1: Relaciones de! estrés bidtico y abidtico y la produccién de metabolitos secundarios. (Huerta et al,
- 2012).



Boethel & Eikenbarry (1986) describen dos clases de defensas o resistencias de
plantas.

a) Defensa intrinseca de plantas, donde la planta sblo se defiende a través
de la produccién de sustancias quimicas como toxinas, reductoras de
digestibilidad o a través de defensas fisicas directas (por tricomas, dureza,
combinacion de ambos, tricomas glandulares o resinas). La defensa
intrinseca de las plantas tiene efectos directos e indirectos en los enemigos
naturales que pueden ser importantes en el control biologico.

b) Defensa extrinseca de plantas, cuando la planta se beneficia de lo natural
o por los predadores y parasitoides de los herbivoros.
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Figura 2: Clases de interacciones, directa e indirecta, en una tipica cadena alimenticia, mostrando las
refaciones entre (as defensas extrinsecas e infrinseca y los cambios de distancia entre ellos. +,-, 0 los efecfos

positivos, negativos o no efectos de las plantas pueden causar a la relacién herbivoros-enemigos natural
(Boethel & Eikenbarry, 1986).



Figura 3: Tipos de defensas de plantas frente a insectos herbivoros: a. Larva estimuiando a la planta por
medio del contacto fisico (Defensa Intrinseca). b. Coledptero predador (defensa extrinseca). (Huerta et. al,
2012).

Rhodes et al. (1994) sefalan que los metabolitos secundarios son compuestos
cuya distribucion varia ampliamente dentro de las especies vegetales, algunos
metabolitos secundarios solo se dan en alguna especie vegetal 0 en unas pocas
intimamente relacionadas entre si, los compuestos fitoquimicos comprenden una
amplia variedad de estructuras quimicas, entre las cuales pueden mencionarse a
los terpenoides, los alcaloides, los compuestos fendlicos, los azufrados, los

iridoides, los esteroides, entre otros.

Boethel & Eikenbary (1986) indican que las plantas emiten compuestos quimicos
volatiles que estan a menudo involucrados con la defensa de la planta contra
herbivoros. Los insectos generalistas son usualmente repelidos por esos
compuestos, pero los insectos especializados se adaptaron a alimentarse de estas
plantas por lo que es usualmente atraido por estos productos quimicos. A su vez
los predadores y parasitoides de herbivoros pueden usar la misma sustancia
quimica para encontrar la planta y por consiguiente ai herbivoro en la planta.

1.2.2 Sustancias semioquimicas.

Law & Regnier (1971) indican que las sustancias semioquimicas intervienen en la
comunicacién quimica entre organismos, estas tienen un rol importante en los
mecanismos defensivos contra los herbivoros.



1.2.2.1 Clasificacion de las sustancias semioquimicas.

Karison & Luscher, (1959), Whittaker (1970) describen a las feromonas como
sustancias semioquimicas que intervienen en interacciones dentro de una misma
especie y a los aleloquimicos como sustancias semioquimicas cuya emision es
significativa para un organismo de una especie diferente -a la emisora.

Nordiung (1981) agrupa las sustancias aleloquimicas en cuatro categorias

basadas en un analisis costo- beneficios:

e alomonas, sustancias producidas o adquiridas por un organismo, que en
un contexto natural, y en contacto con un individuo de otra especie
producen en el receptor una reaccion de comportamiento o fisiolégica
favorable al emisor.

o Feromonas, sustancias quimicas por medio de las cuales se envian
mensajes como atraccion sexual, alarma, etc

e kairomonas, son compuestos que, en contacto con individuos de otra
especie, producen en el receptor una respuesta favorable a este ultimo.

¢ sinomonas producen en el receptor una respuesta adaptativa favorable,
tanto para el emisor como para el receptor

apneumonas.

Beck (1965), Dethier et. al, (1960), Bernays (2000) afirman que las sustancias
aleloquimicas emitidas por la planta que tienen mayor importancia en la seleccion
del alimento por parte de una plaga son las kairomonas y las alomonas.

Blum (1981), Mareggiani (1996) mencionan que la emision de kairomonas por la
planta favorece al insecto porque lo orienta hacia ella, o induce su alimentacién u
oviposiciéon, entre otros beneficios. Cuando el aleloquimico emitido es una
alomona, resulta favorecida la planta pues disminuye la posibilidad de que un
herbivoro generalista o polifago pueda utilizar esa planta como fuente de alimento,

ya que lo repele, disuade la alimentacion o la oviposicién, e interrumpe su



desarrollo, entre otros efectos, por el cual las alomonas actian como defensas
quimicas naturales contra los herbivoros

Schoonhoven (1982) indica que la investigacién basica sobre la ecologia quimica
de los insectos ha demostrado que la actividad de los metabolitos secundarios es
variada y que muchos de ellos poseen -actividad biolégica sobre los insectos,
alterando su alimentacion, desarrollo, reproducciéon o comportamiento.

1.2.2.2 Desarrollo de defensas quimicas durante la coevolucion.

Frazier & Chyb (1995.) sefialaron un mecanismo de coevoluciéon a través de
mutaciones al azar, por las cuales el genoma vegetal condujo, en algin momento
del proceso evolutivo, a la sintesis de sustancias semioquimicas que impedian al
insecto alimentarse de la planta. Las plantas que de ese modo se transformaron
en resistentes a la plaga, se muitiplicaron tornandose mas abundantes. De
acuerdo con este mecanismo de coevolucién, en una etapa posterior, bajo la
fuerte presion selectiva ejercida por las sustancias semioquimicas vegetales, los
insectos desarrbllaron uno o mas mecanismos destinados a detoxificarios, o bien,
comenzaron a utilizarlos en su propio beneficio, transformandolos en claves para
reconocer al hospedante, o secuestrandolos con fines defensivos. Este proceso
condujo. a que ciertos herbivoros polifagos o generalistas (que se alimentan de
especies de distintas familias) se adaptaran convirtiéndose en especialistas, en
unos, casos oligbéfagos (cuando se alimentan de especies de una misma familia) y
en otros monéfagos (cuando se alimentan de especies de un mismo género).
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1.3 MARCO CONCEPTUAL

1.3.1 Toxicologia

La toxicologia estudia las acciones nocivas de las sustancias quimicas sobre los
- tejidos biologicos. En la toxicologia, el sujeto de tal estudio se hace sobre el efecto
de una sustancia o de las condiciones externas y sus efectos deletéreos sobre
“seres vivos, sistemas de biolégicos, 6rganos, tejidos, células. El concepto central
de la toxicologia es que los efectos dependen de la dosis. (Loomis, 1982).
Paracelso, el padre de la toxicologia dijo la diferencia entre lo que cura y lo que
mata es la dosis. Es decir, que ningtin compuesto es venenoso por naturaleza sino
que depende exclusivamente de la concentracidbn en que se encuentre (Silva,
2011).

1.3.1.1 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 compieto, como un ser humano, una bacteria o incluso una planta, o a

una subestructura, como una «citotoxicidad». (Loomis, 1982).

1.3.2 Dosis Letal Media (DLso)

¢ Cuando podemos decir que un insecticida es mas o menos toxico? Esta pregunta
se debe responder dependiendo de la Dosis (o0 concentracion) Letal Media. (DL50
o CL50), que en el fondo es lo que sefala el grado de toxicidad de cualquier
compuesto. La dosis letal media es aquella concentracién del insecticida, que al
ser administrada por cualquier via de ingreso (oral o dermal por ejemplo), en un
periodo de tiempo definido mata el 50% de la poblacion de insectos evaluados
(Silva, 2011). El nivel de estimulo que causa una respuesta en el 50% de los
individuos de una poblacion bajo estudio es un importante parametro de
caracterizacion denotado como DLsg. El periodo de tiempo durante el cual se
expone el estimulo debe ser especificado, por ejemplo, 24 horas DLs, esto con el
fin comparar y estimar la potencia relativa del estimulo (Saravia, 2002).

11



1.3.3 Biocida.

Los biocidas pueden ser sustancias quimicas sintéticas, naturales o de origen
biolégico o de origen fisico estan destinados a destruir, contrarrestar, neutralizar,
impedir la accidén o ejercer un control de otro tipo sobre cualquier microorganismo
considerado nocivo para el hombre. (Goettel & Vincent, 2007).

Los biocidas por lo general acttan a nivel de la membrana celular del
microorganismo, penetrandola y destruyendo los sistemas que permiten vivir al
microorganismo. E! biocida provoca la lisis de la pared proteica o lipoproteica del
organismo y penetra en su interior interrumpiendo las reacciones bioquimicas que
sustentan la vida en el organismo. (Pérez & Camadro, 2007).

Se pueden presentar de tres formas: fisico, fuentes de radiacion de alta energia
(luz UV) que oxidan la pared proteica y practicamente queman al microorganismo.
Biolégicos, sustancias creadas por organismos superiores para autodefensa
(metabolitos secundarios), generalmente son de tipo proteico y se denominan
enzimas. Y quimicos, que a su vez pueden ser, 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. (Rivero & Casero, 2004).

1.3.3.1 Ventajas y desventajas del uso de productos a partir de plantas
biocidas.
e Son biodegradables, por lo cual no contaminan el medio ambiente, su
impacto ambiental es muy bajo.
e Actuan sobre el insecto a muy baja concentracién.
e Se puede hacer preparados artesanales si se cuenta con la planta que

contiene el compuesto activo. (son de bajo costo).

En cuanto a las desventajas, compiten con los insecticidas sintéticos cuyos
resultados son mas evidentes y rapidos, pero a largo plazo los bioinsecticidas
colaboran con la sustentabilidad de los recursos del agro ecosistema. (Gimenes,
1986).

12



CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOLOGIA

21 MATERIALES
21.1 Material bioldégico

2.1.1.1 Material biologico vegetal
» Hedeoma mandoniana Weddel|.
o Clinopodium brevicalyx (Epling) Harley & A. Granda
o Minthostachys spicata (Benthan) Epling.

o Solanum tuberosum var Q' ompis.

2.1.1.2 Descripcion del material biolégico vegetal
¢ Hedeoma mandoniana_ Wedd.
A. Posicion taxonémica.

La ubicacién taxonomica de la especie, de acuerdo al Grupo del Sistema
'Filogenético de las Angiospermas (Angiosperm Phylogeny Group), APG Il (2009),

es la siguiente:

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Hedeoma
Especie: Hedeoma mandoniana Weddell.

B. Nombres comunes:
“pampa mufia”, “pampa orégano”, “inca mufa”.

1
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. Descripcion botanica

~ianta herbacea de 30 cm de alto. Tallos tetragonos, pubescentes, lefiosos. Hojas
simpies. opuestas, pubescentes. Flores solitarias, axilares, completas, perfectas,
zigomorfas; caliz gamosépalo muy pubescente, 5-lobulado; corola gamopétala 5-
lobulada, blanca con manchas rojizas en el tubo de la corola; androceo cor 4
estambres epipétalos, anteras ditésicas con dehiscencia longitudinai; gineceo con
ovario supero, estilo y estigma simples. Fruto nuez. (Arteta, 2007 ).
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Fotografia 1: Hedeoma mandoniana Wedd.

D. Antecedentes etnobotanicas y etnofarmacoloégicas

El aceite de mufia negra (H. mandoniana) que tiene potencial de uso como
insecticida natural y saborizante, la infusion (20 g/L aproximadamente) es muy
apreciada en dolores estomacales, diarreas y colicos (carminativo). Es usada
también contra resfrios, gripes y tos (antitusigeno), tanto en infusién como en
cocimiento, produciendo una bebida oscura parecida al vino, con olor y color
caracteristico (Arteta, 2007).
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o Clinopodium brevicalyx Epling.
A. Posicion taxonémica

La ubicacion taxonémica de la especie, de acuerdo al Grupo del Sistema
Filogenético de las Angiospermas (Angiosperm Phylogeny Group), APG Il
(2009), es la siguiente:

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Clinopodium
Especie: Clinopodium brevicalyx (Epling) Harley & A. Granda

B. Sinonimia:
Satureja brevicalyx Epling.
C. Nombres comunes

“cjufiu muia®, “urqu mufia”, “wayra muha®, “sacha muia”, “‘mufia”, "cjufiuca",

“orégano de los incas”.

15



D. Descripcion botanica

Arbustiva perennifolio, erguido de 1.0-1.5 m de altura, aromética y pubescente.
Hojas muy pequefias, espatuladas, sésiles, verticiladas y opuestas, de margen
entero. Flores blancas, solitarias, axilares, tetrameras, bilabiadas; caliz
gamosepalo; corola gamopétala; androceo con estambres didinamos; gineceo con
ovario supero, estilo apical y estigma simple. Florece en primavera y verano
(Arteta, 2007).

E. Antecedentes etnobotanicas y etnofarmacolégicas

Segun informaciones etnobotanicas y etnofarmacolégicas es usada para resolver
problemas gastrointestinales y para la correccion de desérdenes menstruales. Es
digestivo, carminativo, contra la gastritis, flatulencia y antiespasmédica. También
es usado como analgésico soasando las hojas en caso de dolores musculares y
torticolis. (Arteta, 2007).

¢ Minthostachys spicata (Bent) Epling.

A. Posicién taxonémica.
La ubicacion taxonémica de la especie, de acuerdo al Grupo del Sistema
Filogenético de las Angiospermas (Angiosperm Phylogeny Group), APG il
(2009), es la siguiente:

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Minthostachys
Especie: Minthostachys spicata (Benthan) Epling.
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B. Nombres comunes:

Arash-mufia, Burrito (Paraguay), Coa, Coz, Huaycha, Huycha, Ismufia, Kon,
Martin-mufia (Bolivia), Mufia-mufia, Orcco-mufia, Poleo silvestre.

Fotografia 3: Minthostachys spicata.

C. Descripcion botanica:

La mufia es una planta arbustiva lefiosa, frondosa en la parte superior de 40 cm a
mas de un metro de altura, de aspecto general glauco, erecto y pubescente, su
tallo es ramificado desde la base. La hoja es el elemento vegetativo simple
ligeramente aserrado, carece de estipulas, cortamente pedunculares de filotaxia
opuesta. Su peciolo mide entre 4 y 6 mm. de largo, pubescente acanalada en la
parte superior y convexo. Presenta hojas opuestas, cortamente pecioladas,
eliptico-lanceoladas. Su Inflorescencia, en cortos racimos verticilados en las ramas
terminales; flores pequenas, blancas. Sus frutos en tetraquenio (con 4 nuculas).
Crece entre los 2 700 y ios 3 400 metros de altitud. (Ulloa, 2006).
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D. Antecedentes etnobotanicas y etnofarmacologicas

Es utilizado como antiinflamatorio, carminativo, antiséptico, analgésico en

afecciones renales y respiratorias, se utiliza como pesticida, para conservar la

papa, para o cual se cubre con la planta y se controla la germinacién y el ataque

de las plagas. Las hojas y flores frescas o0 secas se agregan a las comidas para

equilibrarias, como condimento en la preparacion de cames y guisos (Ulloa, 2006).

e Solanum tuberosum var. Q’'ompis
A. Posicion taxonémica, Segun Arthur Cronquist (1980)
Division: Magnoliophyta.
Clase: Magnoliopsida
Sub-Clase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum
Especie: Solanum tuberosum

R e R R R g it b

Fotografia 4: Tubérculos de Sofanum tuberosum var. Q,ompis

B. Nombres comunes

» o LI )

“papa blanca”, “Acus”. (quechua), “Acso”, “akso”, “apalu”, “ccjoke” (aymara).



C. Descripcion botanica.
Planta suculenta, herbacea, que presenta tubérculos (tallos subterraneos), los
cuales se desarrollan al final de los estolones que nacen del tallo principal. Los
tallos aéreos son de seccidn angular, y entre las axilas de las hojas y los tallos
se forman ramificaciones secundarias. (Jimenez et al, 1989).

D. Antecedentes etnobotanicas y etnofarmacoldgicas
Es empleado en afecciones renales, artritis, reumatismo, bajar la presién,
cicatrizante y en golpes y raspones. (Jimenez et al, 1989).

2.1.2 WMaterial entomolégico.
e Polillas de papa: Symmetrischema tangolias (Lep. Gelechiidae).

2.1.2.1 Descripcion del material entomolégico.
A. Posicion taxondémica de Symmetrischema tangolias (Lep. Gelechiidae).
Segun Essig, 1942. Citado por Nieto (2002).

Phyllum: Artrépoda

Subphyilum: Mandibulata
Clase: Insecta.

Orden: Lepidoptera
Sub Orden: Frenatae
Super Familia: Gelechioidea
Familia: Gelechidae
Tribu: Gnorimoschemini
Género: Symmetrischema
Especie: S. tangolias (Gyen)

B. Nombres comunes:
“polilla de la papa”, “t'uta”, “palomilla de la papa”, “Ichucuru”
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C. Biologia y Morfologia:

* Huevo.

Andrew et al. (1999), Rodriguez (1990) mencionan que el huevo es de forma
oval y chata, la superficie externa presenta estrias finas pueden medir de 0.3 a
0.5 mm de ancho, tomandose amarillentos, anaranjados a los seis a ocho dias de
la oviposicion y plomizo oscuro proximos a la eclosion.

e LlLarva.

Sanchez & Aquino (1986) dicen que las larvas son de tipo eruciforme y de
forma cilindrica, ligeramente comprimidas dorso ventraimente.

Rodriguez (1990), Andrew et al. (1999) indican que la larva presenta 13
segmentos en el cuerpo, tres pares de patas y cada pata se halla compuesta de
coxa, fémur, trocanter, tibia y tarso; y en el abdomen cinco pares de
pseudopatas  ubicadas en el tercer, cuarto, quinto, sexto y décimo tercer
segmento abdominal, con nueve pares de espiraculos situados dorso
lateralmente y se encuentran en el primery octavo segmento abdominal.
Andrew et al. (1999) sefalan que presenta cinco estadios larvales y que estos
son:

. Larva I: Blanco cremoso, cabeza ligeramente mas ancho en !relacién al
cuerpo. Esta provisto de pelos y setas, apenas perceptibles a simple vista y
mide aproximadamente 1mm.

. Larva I Cremoso brillante y liso, préximos a la muda es notorias la
presencia de tres franjas rojizas en el dorso que se extienden hasta la mitad del
octavo segmento, el escudo protoraxico es bruno-oscuro a café oscuro brillante,
cuya longitud es de 1.5mm.

. -Larva lll: Cremoso amarillento, Cabeza de color bruno brilloso presenta
tres franjas rosadas opacas en el abdomen dos laterales y una dorsal en los
uitimos segmentos; préximos 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.

. Larva IV: Coloracion similar al estadio anterior y de apariencia vigorosa,
presenta cinco lineas o franjas longitudinales rojizo intenso, tres dorsales y
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dos laterales llegando al protorax, al final del estadio lalarva adquiere una
coloracion ligeramente verdosa y franjas latero dorsales se engrosan cada
vez mas, mide 5 mm.

° 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.
Sanchez & Aquino {1986), Rodriguez (1990) dicen que la coloracién de larvas V
varia de crema amarillento a verde celeste vy 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, a
diferencia del estadio anterior en los ultimos segmentos ya no es posible
diferenciar las 5 franjas rojizas sino tres, las mismas que se prolongan a
través de todo el cuerpo. Mide 7 mm al inicio del estadio y 13 mm en su maximo
desarrollo.

¢ Pre-pupa.

Andrew et al. (1999), Sanchez & Aquino (1986) afirman que la “pre pupa” se
inicia cuando la larva no ingiere alimento, se vuelve inactiva y sus procesos
metabdlicos se vuelven al minimo, la larva se reduce de tamafio vy las franjas
dorsales laterales son mas anchas, la cabeza es pequefia, mientras que el resto
del cuerpo es voluminoso y que las setas no son muy diferenciables.

¢ Pupa.

Andrew et al. (1999) mencionan que la pupa al inicio del ciclo es verde y se
puede distinguir franjas guindas en su dorso, luego es marrén claro y finalmente
marron brillante. Es de tipo obtecta o momificada, comunmente llamada crisalida,
las patas, alas y antenas plegadas al cuerpo préximo a la emergencia son
claramente visibles, marrén oscuro, palpos labiales ubicados cerca de la
espiritrompa, préximas a estas se encuentran las podotecas que contienen las
patas, seratotecas (antenas) y alas (pterotecas).
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* Adulto.

Sanchez & Aquino (1986), Rodriguez (1990) describen que el adulto es un Micro
lepidéptero con expansion alar de 20 mm en la hembra y en 18 mm en los
machos, cabeza pequefia cubierta con finas escamas, grisaceo;, palpos labiales
ensanchados fuertemente curvados dirigidos hacia arriba y hacia atréds. Antenas
filiformes con numerosos artejos cubiertos de escamas negras y grises en forma
intercalada, el aparato bucal es de tipo chupador y en estado reposo se enrolia en
forma de espiral constituyendo la espiritrompa. El cuerpo esta cubierto de finas
escamas grisaceas con tono jaspeado oscuro, ademas se observan manchas

negras en el abdomen y antena.

Andrew et al. (1999) sefialan que en el margen costal de las alas anteriores se
observa claramente una mancha triangular marrén oscura, caracteristica que
permite diferenciarla del género Phthorimaea, los machos son mas pequefios que
las hembras, presentan el abdomen mas pequefios que las hembras, presentan el
abdomen maés delgado y tienen una estructura terminal ahusada y curvada hacia
arriba en forma de W, en las hembras el abdomen presenta una terminacién roma.

Rodriguez (1990) indicé que las hembras pueden poner en un promedio de 236

huevos.
E. Distribucion

Palacios, 1997; Sanchez & Aquino, 1986, sefala que S. fangolias es una
especie tipica del area andina, y que se le encuentra en Colombia, Bolivia y Perd
desde los 2 000 a 3 500 metros de altitud. Indicaron que en el Peru se encuentra
ampliamente distribuido en las principales zonas paperas como Junin,
Huancavelica, Huanuco, Huaraz, Apurimac y Cusco. Ademas, dicen que S.
tangolias, es una especie que ha adquirido mucha importancia en los titimos afios
por su rapida dispersion en zonas aitas y ha constituido en un problema para los
pequefos, medianos y grandes agricultores, por ser mas agresiva que

Phthorimaea operculella.
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Fotografia 5: Ciclo biolégico de la polilla de la papa Symmetn'schema tangolias.

Fuente: Elaboracién propia

LARVA Ili
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2.1

.3 Materiales, equipos y aparatos de laboratorio.

2.1.3.1 Equipos y Aparatos

v’ Balanza analitica

v Romana

v’ Refrigeradora

v Microscopio estereoscépico

2.1.3.2 Materiales de Laboratorio

v

D N N N . U N N N

Recipientes circulares de 500 mi

Bolsas de polietileno

Recipientes grandes y pequefios de forma rectangular
Placas Petri

Embudo de vidrio

Frascos de color oscuro para envasar aceites
Pipetas (1 ml, 10 mi)

Matraz

Pera de decantacion

Soporte universal

2.1.3.3 Otros Materiales

v

A N N N N Y U U N N

Papel bond de color blanco para la postura
Tul blanco

Mallas entomolégicas

Cinta masking tape

Pincel

Bolsas de papel kraf N°12

Plumones indelebles

Cuaderno de notas

Algodén

Papel toalla

Un equipo para destilacion de acero inoxidable
Papel filtro
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2.2 METODOLOGIA

2.21 Ubicacion del experimento
El trabajo de investigacion se realizd en el Laboratorio de Entomologia de la

Facultad de Ciencias Biolégicas — UNSAAC.

2.2.2 Crianza de la polilia de papa

Para ello se recolectd polillas adultas de Symmetrischema tangolias de los
almacenes provenientes de la Estacién Experimental de Andenes de la localidad
de Zurite — Cusco. Haciendo uso para este fin de una red entomoldgica ayudada
con un aspirador entomologico, luego se procedié a llevar las muestras al
Laboratorio de Entomologia-UNSAAC para su debida identificacion.

En el laboratorio se procedié a identificar y seleccionar a las polillas de nuestro
interés S. tangolias. Mediante observacién de las caracteristicas externas de la
especie como las manchas en forma de triangulos en las alas que caracteriza a
este género. Posteriormente se realiz6 el preparado de genitalias de los individuos
confirmando la pertenencia de estos al género. Segun el método de Yélamos,
2011,

Luego estos ejemplares fueron colocados en una refrigeradora por unos minutos

para la inmovilizacion momentanea para facilitar el sexado.

Una vez sexados éstos se colocaron (10 hembras y 2 machos) en recipientes
circulares de plastico de 500 ml, los adultos fueron alimentados con azucar diluida
al 3%, 3 veces por dia, que fueron colocados en la base del recipiente sobre el
papel filtro; estos recipientes fueron cubiertos con tul y tensionados con liguillas
(para facilitar su respiracion), por encima se colocaron discos de papel bond
(blanco) para el proceso de la postura, las que fueron recuperadas diariamente.
Estos recipientes fueron colocados en la cdmara de crianza a una temperatura de
22°C 1.
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Fotografia 6: Obtencion de la polilla de papa S. tangolias y crianza masal.

2.2.2.1 Obtencion de huevos y estadios larvales

Los discos de papel bond conteniendo los huevos fueron colocados en placas
petn, las cuales se incubaron por 13 dias, (los huevos cambiaron de color crema -
naranja hasta un color plomizo — oscuro proximo a la eclosiéon) ya eclosionados
estos fueron trasladados e instalados en bolsas de papel kraf conteniendo de 1 -2
kg de papa, previamente lavados y desinfectados con lejia al 1%, secadas y
agujereadas para facilitar el ingreso de las pequefias larvas , de este lugar de
experimentacion se obtuvieron los diferentes estadios larvales, de acuerdo a

nuestros requerimientos experimentales.
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Fotografia 7: Crianza de la polilla de papa S. tangolias.

2.2.3 Disefo Experimental
Se realizaron 10 tratamientos:

e T1: Tubérculos tratados con aceite de M. spicata

e T2: Tubérculos tratados con extracto alcohdlico de M. spicata.

o T3: Tubérculos tratados con aceite de C. brevicalyx

e T4: Tubérculos tratados con extracto alcohélico de C. brevicalyx

e T5:Tubérculos tratados con aceite de H. mandoniana

o T6: Tubérculos tratados con extracto alcohdlico de H. mandoniana

e T7: Tubérculos control.
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¢ T8: Tubérculos con un mes de verdeo

¢ T9: Tubérculos con dos meses de verdeo

¢ T10: Tubérculos con tres meses de verdeo
Y cada tratamiento contd con 5 repeticiones.

2,24 Determinacion del efecto de la muifa, cjuiu-mufa y pampa muhna

sobre polilia de la papa.

2.2.4.1 Tratamiento de los tubérculos
A. Obtencion de los aceites esenciales

Para la extraccién de los aceites esenciales de mufia, cjuiiu-mufia, pampa mufia
en el presente trabajo se procedié de la siguiente manera:

a) Recoleccion de las muestras:

La recoleccion de las muestras se realizo en la Comunidad de Ampay, ubicado en
el Distrito de Calca del Departamento del Cusco, teniendo en consideracion que
las muestras deben ser recogidas en las primeras horas de la mafiana (5 am - 8
am), de cada especie se colecto 25 Kg. Y luego fueron trasportadas a la Planta
de Destilacion Artesanal del I[EPLAM.

b) Método de extraccion por arrastre de vapor de agua

Preparacion:

- Colocar la destiladora en el fogon.

Echar agua hasta el nivel de la parrilla de separacién.

- Colocar la materia prima hasta que llene la olla destiladora. Tapar
herméticamente y esperar hasta que hierva el agua y se genere el vapor que
cocine las hojas, flores, tallos, cortezas, semillas o frutos de la planta.

- Desde que comienza el primer goteo en el condensador, tomar 2 horas de
destilacion.

- Al finalizar el proceso, destapar la olla autoclave y desechar los restos de
materia prima.

- Luego filtrar y envasar en frascos de color oscuro con tapa hermética.
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Fotografia 8: Obtencion de los aceites esenciales de las tres especies de Lamiaceas.

¢c) Método de extraccion alcohélica (maceracién).

Preparacion:

Desmenuzar la planta con las manos limpias.

Colocar la planta medicinal en la botella de damajuana.

- Agregar 2 litros alcohol comercial (94%) hasta que cubra la cantidad de planta
depositada en el frasco (500 g). Cerrar herméticamente, etiquetar anotando
nombre de la tintura y la fecha de preparacion.

Dejar en maceracién bajo sombra durante 30 dias, agitandolo por lo menos una

vez por dia.
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- Filtrar con gasa. Finalmente envasar en los frascos de vidrio color ambar y tapar
herméticamente. E-tiquetar, anotando veI. nombre de la tintura, propiedades y
tiempo de expiracién. '

Los aceites esenciales y macerados sir\iieron para los tratamientos T1; T2, T3, T4,

T5, T6.

Fotografia 9: Obtencion de los extractos alcohdlicos de las tres especies de L_amiaceas.
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B. Seleccion de tubérculos.

Se seleccionaron los tubérculos-semilla teniendo en cuenta el tamafio entre 30 -
40 gr, los que estaban libres de enfermedades e insectos; luego se procedié al
lavado y secado de los mismos.

C. Aplicacion del tratamiento T1, T2, T3, T4, T5, T6 (aceites esenciales y

macerados).

Se cogieron 4 tubérculos por repeticion, haciendo un total de 20 tubérculos por
tratamiento a los que se les unt6 con el aceite esencial (obtenido por arrastre de
vapor de agua), haciendo uso de un trozo de algodon. Estos ya tratados se
colocaron en un recipiente circular. Y para cada recipiente con extractos
alcohélicos: los tubérculos fueron aspersados con 20 ml de los macerados de
estas tres especies independientemente y fueron secados al ambiente durante 15

minutos.

asrensioNDRL - ALGODSN PARA UNTAR CON
! LoTismd C - =EETE ESENCAL

ALLOHOLICD

Fotografia 10: Tratamiento de los tubérculos con aceites esenciales y extractos alcohdlicos de las tres
especies de Lamiaceas
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D. Control (T7).

Estos tubérculos no tuvieron ningun tipo de tratamiento. Y fueron utilizados para
evaluar la efectividad de los tratamientos en las demas experimentaciones.

2.2.4.2 Bioensayo con huevos

A. Infestacion artificial de los tubérculos

De la crianza masal se tomaron 10 huevos préximos a la eclosion las cuales
fueron colocados sobre cada tubérculo (de preferencia fueron puestos en los
“ojos” del tubérculo). Antes de introducir los tubérculos en el recipiente se procedi6
a colocar un disco de papel toalla en la base de este, para facilitar la absorcién de
humedad. Después de la infestacion, el recipiente fue cubierto con tul, ayudado
con liguillas. Para darles temperatura y oscuridad adecuadas los recipientes
fueron cubiertos con papel Kraft con pequefias perforaciones.

B. Evaluacion
La evaluacién se realiz6, tomando en cuenta lo siguiente:

v’ el nimero de larvas muertas y sobrevivientes por tubérculo,

v’ el dafio del tubérculo (nimero de galerias) en cada tratamiento.

v' Y el estadio larval en el que se encontré6 al momento de la evaluacién
después de 30 dias de haber sido infestados los tubérculos. -

2.2.4.3 Bioensayo con larvas V

Se realiz6 el mismo tratamiento con larvas de estadio V prdéximas al
empupamiento, teniendo en consideracion que estas fueron recogidas del lugar de
crianza para cada tratamiento. Antes de introducir los tubérculos en el recipiente
se procedié a colocar un disco de papel toalla en la base de este, para facilitar la
absorcién de humedad, seguidamente se coloc6é arena en la base. Para la
infestacion se colocaron 20 larvas por taper, los cuales fueron colocadas sobre los
tubérculos. Después de la infestacién, el recipiente fue cubierto con tul, ayudado
con liguillas. Para darles temperatura y oscuridad adecuadas, los recipientes
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fueron cubiertos con papel Kraft con pequefias perforaciones. Y fueron evaluados
después de 15 dias.

Para la evaluacién del desarrolio del estadio larval V. se tomaron en cuenta lo
siguiente:

¢ Numero de larvas vivas.

¢ Numero de larvas muertas.

e Numero de pre-pupas.

¢ Numero de pupas.

2.2.4.4 Bioensayo con preferencia de oviposicion

Se trabajé con adultos para evaluar la preferencia de oviposicién en cada uno de
los tratamientos, pruebas que consistieron en colocar polillas previamente
sexadas en una proporcion de 7 hembras y 2 machos en taperes que contenian 4
fubérculos con los 10 tratamientos ya descritos anteriormente. Los cuales fueron
evaluados después de siete dias de instalados.

- Evaluacién.
Para la evaluacion se tomé en cuenta lo siguiente:

# El nUmero de huevos puestos sobre cada tubérculo.
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Fotografia 11: Seleccién de las polillas machos y hembras para el bioensayo.

2.2.5 Determinacion del efecto de los tubérculos verdeados sobre larvas de
polilla de la papa
A. Tratamiento de los tubérculos (T8, T9 y T10).

Estos tubérculos (variedad Q ompis) fueron expuestos a luz difusa por, 30, 60,
90 dias.

Ya verdeados, 4 tubérculos (con su respectiva repeticién) fueron colocados en
los recipientes.
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Fotografia 12: Verdeamiento de los tubérculos en almacenes de luz difusa.

B. Infestacion artificial de los tubérculos

Para la infestacion se procedié de la misma forma detallada anteriormente en
los ensayos con aceites esenciales y extractos alcohdlicos. Tanto para
desarrollo larval, larvas V y preferencia de oviposicion.
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2.2.6 Bioensayo de toxicidad.

a) Preparacion de las soluciones letales a probar.

Se prepararon soluciones Hidroalcoholicas- de los aceites esenciales a las

concentraciones que se detallan a continuacion:

TRATAMIENTOS CONCENTRACION
Ta 10 ppm (aceite esencial de mufa)
Tb 100 ppm (aceite esencial de mufia)
Tc 1000 ppm (aceite esencial de mufia)

‘Td 10 ppm (aceite esencial de cjufiu-mufia)
Te 100 ppm (aceite esencial de cjufiu-muna)
Tf 1000 ppm (aceite esencial de cjufiu-mufia)
Tg 10 ppm (aceite esencial de pampa mufia)
Th 100 ppm (aceite esencial de pampa mufa)
Ti 1000 ppm (aceite esencial de pampa mufia)
Tj 0 ppm (control)

Como disolvente se usé alcohol al 94%, para preparar las concentraciones se

empled la siguiente formula:

Dénde:

Ppm = partes por millén.

ppm=mg/L

Mg = miligramos del soluto (aceite esencial).

= litros del solvente (alcohol)

Calculos:

e Para el control solo empled alcohol sin aceites esenciales.

e Para obtener 10 ppm

10 ppm = 10000 mg
1L
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e Para obtener 100 ppm
100 ppm = 100000 mg
' 1L
e Para obtener 1000 ppm
1000 ppm = 1000000 mg
1L

b) Instalacién del ensayo

Los tubérculos (3) fueron tratados por inmersibn en las respectivas
concentraciones durante 30 minutos, inmediatamente después fueron expuestos
al ambiente durante 15 minutos, luego fueron colocados en los recipientes a

experimentar. Cada concentracion cont6 con tres repeticiones.
c¢) Seleccion de larvas

Se seleccionaron 10 larvas del estadio IV, de aproximadamente 5§ mm. Las que

fueron colocadas sobre los tubérculos.
d) Evaluacién

La evaluacion se realizé a las 24 horas de aplicado el tratamiento. Donde se

evalud:

o Numero de larvas vivas

¢ Numero de larvas muertas.
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EXPENRMENTACION CON-LARVAS

e e e

Fotografia 13: Bioensayo de toxicidad, preparacion de las dosis para el desarrollo de la prueba.

2.2.6.1 Determinacion de la DLs,:

Analisis Probit: los modelos del Probit se utilizan principalmente para describir la
relacion causa efecto para los organismos vivos, la relacién entre la dosis de una
sustancia toxica (X) y de la probabilidad “p” de la muerte de los insectos en
experimentacidn expuestos a lo dosis X de la sustancia.

Para este fin se utiliz6 el software estadistico R, para determinar la dosis letal
media (DLsp) y hacer el calculo de regresion lineal correspondiente.

2.2.6.2 Analisis de Varianza (ANVA)

Primero se realizé la prueba de normalidad de los datos, comprobado éste se
procedié a realizar las comparaciones de medias de los tratamientos (ANVA). Se
utiliz6 el Anova de una via.
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- Prueba de normalidad:

La prueba de normalidad se realizo siguiendo el test de Shapiro-Wilk para cada
bioensayo, donde P> 0.05 indica que los datos siguen una distribucion normal,

como se detallan a continuacion:

Bioensayos Prueba de Shapiro-Wilk p
Con huevos W =0.9559 0.7705
Con larvas V W =0.8516 0.0989
Preferencia de ovipo_sicié’n W=0.9313 0.5281
Toxicidad {DLso) W =0.8994 0.1559

2.2.6.3 Prueba de Tuckey

Es una prueba complementaria al ANVA que permitié identificar las posibles
igualdades o diferencias entre cada dos promedios y en funcién al resultado del
ANVA.

Todos estos analisis se realizaron haciendo uso del software estadistico R.

2.2.6.4 Porcentaje de mortalidad corregida.

Para determinar el porcentaje de mortalidad corregida se utilizé la formula de
Abbot.

ot (7=

Dénde:
% M = porcentaje de mortalidad.
me = mortalidad en el extracto.

mb = mortalidad en el control.
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CAPITULO Iii

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Resultados
3.1.1 Bioensayo con huevos

3.1.1.1 Porcentaie de mortalidad

Se registré6 52 larvas muertas en los tubérculos control (muerte natural), que
representan el 0 % de la mortalidad corregida (MC); los tratamientos con
porcentajes de mortalidad elevados (100 %) fueron con los aceites esenciales de
las tres especies de Lamiaceaes, seguido por los extractos alcohélicos de H.
mandoniana, C. brevicalyx y M. spicata (66.9 %, 52 % y 52 % respectivamente);
en los tubérculos verdeados por 90 dias (21.6 %), tubérculos verdeados por 60
dias (2.7 %) y tubérculos verdeados por 30 dias (0.7 %). Como se muestra en la

tabla 1 y Figura 1.

Tabla 1: Porcentaje de Mortalidad Corregida (% MC) para larvas muertas de S. fangolias en cada

uno de los tratamientos. Evaluados 30 dias después de la infestacion a los tubérculos.

Tratamientos Cédigo N° Muertos % MC
Control CT 52 0.0
Verdeo de tubérculos 30 dias V30 53 0.7
Verdeo de tubérculos 60 dias V60 56 2.7
Verdeo de tubérculos 90 dias Voo 84 216
Extracto alcohdlica de Minthostachys spicata EAM.spt 129 520
Extracto alcohéiico de Clinopodium brevicalyx EAC.brev 129 52.0
Extracto aicohdlico de Hedeoma mandoniana EAH.mand 151 66.9
Aceite esencial de Minthostachys spicata AEM.spt 200 100.0
Aceite esencial de Clinopodium brevicalyx AEC.brev 200 100.0
Aceite esencial de Hedeoma mandoniana AEH.mand 200 100.0
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Figura 4: Porcentaje de mortalidad corregida para farvas muertas en cada uno de los tratamientos evaluadas
después de 30 dias. Contro! (CT), tubérculos verdeados por 30 dias (V30), tubérculos verdeados por 60 dias
(V60), tubérculos verdeados por 90 dias (V90), extracto alcohdlico de Minthostachys spicata (EAM.spt),
extracto alcohdlico de Clinopodium brevicalyx (EAC.brev), extracto alcohélico de Hedeoma mandoniana
(EAH.mand), aceite esencial de Minthostachys spicata (AEM.spt), aceite esencial de Clinopodium brevicalyx
(AEC.brev) y aceite esencial de Hedeoma mandoniana (AEH.mand).

3.1.1.2 Tubérculos con 30, 60 y 80 dias de verdeamiento vs el Control

3.1.1.2.1 Larvas del tercer estadio presentes en los diferentes grados de
verdeamiento comparados con el control.

Los tratamientos de tubérculos verdeados de 30 a 90 dias, presentan una

significacién estadistica (Anova: F= 6.844, P = 0.00353) al ser comparados con

los tubérculos control, en la presencia del numero de larvas del tercer estadio.

(Tabla 2 y Figura 5).

Tabla 2: Anova para grados de verdeamiento y el control en larvas del tercer estadio. (Codigos de
signiﬁéancia: 0 “*** 0.001"**, 0.01"™,0.05,01°", 1)

Tratamientos Medias Error estandar F P
cT 0.0 0.00 6.844 0.00353 **
V30 04 024
V60 42 1.07
veo 26 1.03
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Figura 5: Namero de larvas del tercer estadio de la polilla de la papa Symmetrischema tangolias que se
encontraron en el control (CT), en los tres grados de verdeamiento: tubérculos con 30 dias de verdeamiento
(V30}, tubérculos con 60 dias de verdeamiento (V80) y tubérculos con 90 dias de verdeamiento (V90).

No se encontr6 diferencias significativas entre el control y los tubérculos
verdeados por 30 dias (P = 0.981); los tubérculos verdeados por 60 y 90 dias no
muestran diferencias significativas entre ellas (P = 0.457), pero si en comparacion
con el control (P = 0.005). (Prueba de Tukey). (Fig. 9).

3.1.1.2.2 Larvas del cuarto estadio presentes en los diferentes grados de
verdeamiento comparados con el control.

Las larvas del cuarto estadio que se encontraron en los tratamientos de tubérculos

verdeados presentan significaciéon estadistica (Anova: F = 4.391, P = 0.019) al ser

comparados con los tubérculos control. (Tabla 3 y Figura 6).
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Tabla 3: Anova para grados de verdeamiento y el control para larvas del cuarto estadio. (Cédigos
ge significancia: 0 ****', 0.001 **, 0.01"™,0.05°’, 0.1, 1).

Tratamientos  Medias Error estandar F P
CT 32 1.46 4.391 0.0195*
V30 7.2 1.98
V60 9.8 0.97
V90 11.8 2.35
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Figura 6: Numero de larvas del cuarto estadio de la polilla de la papa Symmetrischema tangolias que se
encontraron en el control (CT), en los tres grados de verdeamiento: tubérculos con 30 dias de verdeamiento
(V30), tubérculos con 60 dias de verdeamiento (V60) y tubérculos con 90 dias de verdeamiento (V90).

El nimero de larvas presentes en los tubérculos verdeados por 90 dias presentan
diferencias significativas en comparacion con el control (0.016). No se encontro
diferencias significativas entre el control y los tubérculos verdeados por 30 (P =
0.408) y 60 dias (P = 0.076). (Prueba de Tukey). Fig. 9.
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3.1.1.2.3 Larvas del quinto estadio presentes en los diferentes grados de
verdeamiento comparados con el control.

E! nimero de larvas del quinto estadio presentes en los tubérculos verdeados no

presentan diferencias significativas (Anova: F = 2.208, P = 0.127) en comparacion

con el control (Tabla 4 y Figura 7).

Tabla 4: Anova para grados de verdeamiento y el control para larvas del quinto estadio. (Cédigos
de significancia: 0 ™***', 0.001 ** 0.01™, 005, 0.1, 1).

Tratamientos Medias Error estandar F
CT 42 1.89 2.208 0.127
V30 6.0 .2.82
V60 30 1.33
V90 4.4 1.96
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Figura 7: Namero de larvas del quinto estadio de la polilla de la papa S. tangolias que se encontraron en el
control (CT), en los tres grados de verdeamiento: tubérculos con 30 dias de verdeamiento (V30), tubérculos
con 60 dias de verdeamiento (V60) y tubérculos con 90 dias de verdeamiento (V90).



Los tubérculos verdeados de 30 y 60 dias muestran una media semejante a la

media del control, mientras gue el de 90 dias de verdeamiento muestra una media

ligeramente menor, pero estadisticamente no es significativo (Fig. 9).

3.1.1.2.4 Pre-pupas presentes en los diferentes grados de verdeamiento

comparados con el control.

Las pre-pupas presentes en los tratamientos de tubérculos verdeados muestran

alta significacién estadistica (Anova: F = 11.16, P = 0.000336) al ser comparados

con los tubérculos control. (Tabla 5 y Figura 8j.

Tabla 5: Anova para grados de verdeamiento y el control para pre-pupas. (Coédigos de
significancia: 0 ***, 0.001"**,0.01™,0.05’,0.1"", 1). '

Tratamientos Medias Error estandar F P
CT 14 265 11.16 0.000336***
V30 6 3.39
V60 0.2 3.90
Va0 2.6 2.5€
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Figura 8: Namero de pre-pupas de polilla de la papa S. tangolias que se encontraron en el controi (CT), en

los tres en los tres grados de verdeamiento: tubérculos con 30 dias de verdeamiento (V30), tubérculos con 60

dias de verdeamiento (V60) y tubérculos con 90 dias de verdeamiento (V90).
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Los tubérculos control presentan mayor nimero de pre-pupas, lo que indica que
existen diferencias significativas entre los tubérculos verdeados y el control, pero
no entre los tubérculos verdeados (Fig. 9), los tubérculos con 60 dias de
verdeamiento presentan el menor nimero de pre-pupas. Pero estadisticamente no
existen diferencias entre los grados de verdeamiento.

3.1.1.2.5 Comparacion entre el nimero de larvas lll, IV, V y pre-pupas de la
polilla de la papa presentes en los tubérculos verdeados y control.
Los tubérculos control presentan mayor nimero de individuos en estadios larvales
superiores, siguiendo su desarrollo normal en este periodo de tiempo (30 dias).
Los tubérculos con 30 dias de verdeo presentan mayor namero de individuos del
quinto estadio larval; los de 60 y 90 dias de verdeo presentan un mayor nimero
de larvas en el cuarto estadio larval. Esto demuestra un retraso en el desarrollo de
las larvas en comparacion con las larvas de los tubérculos control, como se

muestra en la Figura 9.
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Figura 9: Comparacién entre el nimero de larvas del tercer, cuarto, quinto estadio larval y pre-pupas
presentes en los fres grados de verdeamiento de tubérculos y el control. Las barras de error indican la media
+ error estandar. Medias que comparten una letra no presentan diferencias significativas. (P< 0.05, prueba de

Tukey después de Anova de una Via).
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3.1.1.3 Extractos alcohdélicos de M. spicata, C. brevicalyx y H. mandoniana
vs el control.

3.1.1.3.1 Larvas del cuarto estadio presentes en los extractos alcohdélicos
comparados con el control.
Las larvas del cuarto estadio presentes en los extractos alcohdélicos no presentan
significacién estadistica (Anova: F = 2.167, P = 0.132) al ser comparados con los
~ tubérculos control. (Tabla 6 y Figura 10)

Tabla 6: Anova para los extractos alcohélicos y el control para larvas del cuarto estadio. (Codigos
de significancia: 0 ***, 0.001 **, 0.01™,0.05‘",0.1‘", 1).

Tratamientos Medias Error estandar F P
cT 3.2 1.46 2.167 0.132
EAH.mand 8.8 383
EAM.spt 94 1.12
EAC.brev. 13.2 3.65
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Figura 10: Numero de larvas del cuarto estadio de polilla de la papa S. tangolias que se encontraron en el
control (CT), en los extractos alcohdlicos: extracto alcohdlico de Hedeoma mandoniana (EAH.mand), extracto

alcohdlico de Minthostachys spicata (EAM.spt) y extracto alcohdlico de Clinopodium brevicalyx (EAC.brev).
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Como se muestra en la figura 10 el control presenta menor nimero de larvas IV,
seguido por el extracto alcohdlico de H. mandoniana, M. spicata y C. brevicaiyx;
pero estadisticamente no son diferentes. (Figura 13).

3.1.1.3.2 Larvas del quinto estadio presentes en los extractos alcohdlicos
comparados con el control.

Las larvas del quinto estadio presentes en los tratamientos de extractos

alcoholicos presentan alta significacion estadistica (Anova: 12.91, P = 0.000153) at

ser comparados con los tubérculos control. (Tabla 7 y Figura 11).

Tabla 7: Anova para los extractos alcohdlicos y el control para larvas del quinto estadio. (Cédigos
de significancia: ¢ ****', 0.001 **,0.01 "™, 0.05"'",0.1"", 1}.

Tratamientos Medias Error estandar F P
CcT 11.4 422 12.91 0.000153 ***
EAH.mand 06 0.89
EAM.spt 48 427
EAC.brev. 1 1.41
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Figura 11: Numere de larvas del quinto estadio de polilla de 12 papa S. tangolias que se encontraron en el
control (CT), en los extractos alcohdlicos: extracto alcohdlico de Hedeoma mandoniana (EAH.mand), extracto

alcohdlico de Minthostachys spicata (EAM.spt) y extracto alcohélico de Clinopodium brevicalyx (EAC.brev).
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El control presenta el mayor numero de larvas del quinto estadio, seguido por el
extracto alcoholico de M. spicata, C. brevicalyx y por ultimo H. mandoniana (fig.
11). Se encontré diferencias entre el control y los tres extractos alcohdlicos (P=
0.01, 0.0003, 0.0002, respectivamente) pero no entre extractos, COmo se muestra

en la figura 13.

3.1.1.3.3 Pre-pupas presentes en los extractos alcohélicos comparados con
el control.

Las pre-pupas encontradas en los ftratamientos de extractos alcohélicos

presentan alta significacién estadistica (Anova: F = 27.26, P = 0.000) al ser

comparados con los tubérculos control. (Tabla 8 y Figura 12).

Tabla 8: Anova para los extractos alcoh6licos y el control para pre-pupas. {Cédigos de
significancia: 0 ***, 0.001 **, 0.01*,0.05"",0.1°", 1).

Tratamientos Medias Error estandar F P
CcT 14 592 27.26 1.59e-06 ***
EAH.mand 04 0.5
EAM.spt 0.0
EAC.brev. 0.0
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Figura 12: Namero de pre-pupas de polilla de la papa S. tangofias que se encontraron en el control (CT), en
los extractos alcoh6licos: extracto alcohdlico de Hedeoma mandoniana (EAH.mand), extracto alcohdlico de
Minthostachys spicata (EAM.spt) y extracto alcohélico de Clinopodium brevicalyx (EAC.brev).

Se registraron el mayor numero de pre-pupas en los tubérculos control, seguido
por el extracto de H. mandoniana, pero no en los extractos de C. brevicalyx y M.

spicata.

3.1.1.3.4 Comparacién entre el nimero de larvas lll, IV, V y pre-pupas de la

polilla de la papa en los tres extractos alcohélicos y el control.
Los tubérculos control presentan mayor nimero de individuos en estadios larvales
superiores (pre - pupas), el control muestra un desarrollo normal de las larvas
durante los 30 dias. Sin embargo en los tres extractos alcohélicos se presentan un
descenso progresivo en el numero de individuos, presentando el mayor numero en
el cuarto estadio como se muestra en la figura 13. Lo que demuestra claramente
un retraso en el desarrollo normal de las larvas.
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Figura 13: Comparacién entre el numero de larvas del cuarto, quinto estadio larval y pre-pupas presentes en
los extractos alcohdlicos de tubérculos y el control. Las barras de error indican la media + error estandar.
Medias que comparten una letra no presentan diferencias significativas. (P< 0.05, prueba de Tukey después

de Anova de una Via).
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3.1.1.4 Aceites esenciales de M. spicata, C. brevicalyx y H. mandoniana vs el
control.

.3.1.1.4.1 Larvas del cuarto estadio presentes en los aceites esenciales y el
control.

Los aceites esenciales presentan significacion estadistica (Anova, F = 4.785, P =

0.0145) al ser comparados con los tubérculos control. (Tabla 9 y Figura 14).

. Tabla 9: Anova para los aceites esenciales y el control para larvas cuarto estadio. (Codigos de
significancia: 0 ***, 0.001 ™", 0.01"™,0.05°’,0.1"", 1).

Tratamientos = Medias Error estandar F P
CT 3.2 1.46 4785 0.0145*
EAH.mand 0.0 0.0
EAM.spt 0.0 00
EAC.brev. 0.0 0.0
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Figura 14: Numero de larvas del cuarto estadio de polilla de la papa S. tangolias que se enconftraron en el

control (CT), en los extractos alcohdlicos: aceite esencial de Hedeoma mandoniana (AEH.mand), acsite
esencial de Minthostachys spicata (AEM.spt) y aceite esencial de Clinopodium brevicalyx
(AEC.brev).
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No se registro larvas del cuarto estadio en ninguno de los aceites esenciales, pero
si en el control.

3.1.1.4.2 Larvas del quinto estadio presentes en los aceites esenciales
comparados con el control.

Los aceites esenciales presentan alta significacion estadistica (Anova: F = 36.51,

P = 0.000) al ser comparados con los tubérculos control. (Tabla 10 y Figura 15).

Tabla 10: Anova para los aceites esenciales y el control para larvas del quinto estadio. (Codigos
de significancia: 0 “***', 0.001 “**, 0.01 ", 0.05°’, 0.1"", 1).

Tratamientos Medias Error estandar F P
CT 11.4 1.89 36.51 19e-07 ***
EAH.mand 0.0 00
EAM.spt 0.0 0.0
EAC.brev. 0.0 0.0
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Figura 15: Numero de larvas del quinto estadio de polilla de la papa S. tangolias que se encontraron en el
control (CT), en los aceites esenciales: aceite esencial de Hedeoma mandoniana (AEH.mand), aceite esencial

de Minthostachys spicata (AEM.spt) y aceite esencial de Clinopodium brevicalyx (AEC.brev).
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No se registraron larvas del quinto estadio en los aceites esenciales, mientras que
si existen larvas en el control, existen diferencias significativas entre los aceites y

el control, pero no entre ellos. (Figura 17).

3.1.1.4.3 Pre-pupas presentes en los aceites esenciales comparados con el

control.
No se registré6 pre-pupas en los aceites esenciales, éstos presentan alta

significacién estadistica (Anova: F = 28, P = 0.000) al ser comparados con los
tubérculos control. (Tabla 11 y Figura 16).

Tabla 11: Anova para los aceites esenciales vy el control para pre-pupas. (Cédigos de significancia:
g™ 0.001", 001>, 005,01, 1)

Tratamientos Medias Error-estandar ' F P
CT 14 592 28 1.33e-06 ***
EAH.mand 0.0 0.0
EAM.spt 0.0 00
EAC.brev. 0.0 0.0
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Figura 16: Namero de pre-pupas de polilla. de la papa S. tangolias que se encontraron.en el control (CT), en
los aceites esenciales: aceite esencial de Hedeoma mandoniane (AEH.mand), aceite esencial de

Minthostachys spicata (AEM.spt) y aceite esencial de Clinopodium brevicalyx (AEC.brev).
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No se registrd pre-pupas en los aceites esenciales, pero si en los tubérculos
control.

3.1.1.4.4 Comparacion entre el namero de larvas lil, IV, V y pre-pupas de la
polilla de la papa en los tres aceites esenciales y el control.

En ningunos de los aceites esenciales se registré6 larvas ni pre-pupas vivas,

mientras que en los tubérculos control si.
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Figura 17: Comparacion entre el niumero de larvas del cuarto, quinto estadio larval y pre-pupas presentes en
los tres aceites esenciales y el control. Las barras de error indican la media + error estdndar. Medias que
comparten una letra no presentan diferencias significativas. (P< 0.05, prueba de Tukey después de Anova de

una Via).
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3.1.2 Bioensayo con larvas V

3.1.2.1 Porcentaje de mortalidad.

Se registr6 14 larvas muertas en los tubérculos control (muerte natural), que

representan el 0.0 % de la mortalidad corregida; los tratamientos con porcentajes

de mortalidad elevados (100 %) fueron con los aceites esenciales de las tres

especies de Lamiaceaes, seguido por los tubérculos con 90 dias de verdeamiento
(45.3 %), los extractos alcohoélicos de M. spicata , C. brevicalyx H. mandoniana, y
(40.7 %, 221 % y 18.6 % respectivamente); y por ultimo los tubérculos con 60 y
30 dias de verdeamiento (19.8 % y 7 %). Como se muestra en la tabla 12 y Figura

15.

Tabla 12: Porcentaje de Mortalidad Corregida (% MC) para larvas muertas de S. tahgo/ias en cada

uno de los tratamientos. Evaluados 15 dias después de la infestacion a los tubérculos.

Tratamientos Cédigo N° Muertos % MC
Controt CT 14 0.0
Verdeo de tubérculos 30 dias V30 20 7.0
Verdeo de tubérculos 60 dias V60 31 19.8
Verdeo de tubérculos 90 dias Vo0 53 453
. Extracto alcoholica de Minthostachys spicata EAM.spt 49 40.7
Extracto alcohélico de Clinopodium brevicalyx EAC.brev 33 221
Extracto alcohélico de Hedeoma mandoniana EAH.mand 30 18.6
Aceite esencial de Minthostachys spicata AEM spt 100 100.0
Aceite esencial de Cfinopodium brevicalyx AEC.brev 100 100.0
Aceite esencial de Hedeoma mandoniana AEH.mand 100 100.0
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Figura 18: Porcentaje de mortalidad corregida para larvas muertas en cada uno de los tratamientos. Control
{CT), tubérculos verdeados por 30 dias (V30), tubérculos verdeados por 60 dias (V6D), tubérculos verdeados
por S0 dias (V90), extracto alcohélico de Minthostachys spicata (EAM.spt), extracto alcohdlico de Clinopodium
brevicalyx (EAC.brev), extracto alcohélico de Hedeoma mandoniana (EAH.mand), aceite esencial de
Minthostachys spicata (AEM.spt), aceite esencial de Clinopodium brevicalyx (AEC.brev) y aceite esencial de

Hedeoma mandoniana (AEH.mand).

3.1.2.2 Tubérculos con 30, 60 y 90 dias de verdeamiento vs el control.

3.1.2.2.1 Pre-pupas presentes en los diferentes grados de verdeamiento
comparados con el control.

Las pre-pupas presentes en los tubérculos verdeados presentan significacion

estadistica (Anova: F = 7, P = 0.0032) al ser comparados con los tubérculos

control.

Tabla 13: Anova para grados de verdeamiento y el control para pre-pupas. (Cédigos de
significancia: 0 ***', 0.001“**', 0.01*,0.05°",0.1°", 1).

Tratamientos  Medias Error estandar F P
CcT 18 0.37 7 0.0032**
V30 56 0.81
V60 4.4 0.68
vao 92 2.03
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Figura 19: Numero de pre-pupas de polilla de la papa S. tangolias que se encontraron en el control (CT), en
los tres en los tres grados de verdeamiento: tubérculos con 30 dias de verdeamiento (V30), tubérculos con 60

dias de verdeamiento (V60) y tubérculos con 90 dias de verdeamiento (V90).

El control presenta el menor nimero de pre-pupas, seguido por los tubérculos con
60 dias de verdeamiento, tubérculos con 30 dias de verdeo y por ultimo con
tubérculos con 90 dias de verdeo. Se encontrd diferencias significativas entre los
tubérculos control y tubérculos con 90 dias de verdeamiento (0.001), entre los
tubérculos de 60 y 90 dias (0.04). Pero no entre tubérculos verdeados por 30 dias

y el control. (Figura 21).

3.1.2.2.2 Pupas presentes en los diferentes grados de verdeamiento
comparados con el control.

Las pupas presentes en los tubérculos verdeados presentan diferencias

estadisticas (Anova, F = 7.621, P = 0.00219) al ser comparados con los tubérculos

control. (Tabla 14 y Figura 20).

59



Tabla 14: Anova para grados de verdeamiento y el control para pupas. (Cédigos de significancia: ¢
v 0.001 %%, 0.01%,0057, 01", 1

Tratamientos Medias Error estandar F &
CT 154 1.89 7.621 0.00218*
V30 10.4 0.81
V60 5 224
Va0 46 2.11
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Figura 20: Numero de pupas de polilla de la papa S. fangofias que se encontraron en el control (CT), en los
tres en los tres grados de verdeamiento: tubérculos con 30 dias de verdeamiento (V30), tubérculos con 60
dias de verdeamiento (V60) y tubérculos con 90 dias de verdeamiento (V90).

Los tubérculos control presentan la mayor cantidad de pupas, seguido por los
tubérculos de con 30 dias de verdeo, 60 dias de verdeo y 90 dias de verdeo.
Encontrandose diferencias entre el control y los tubérculos con 60 y 90 dias de

verdeo (P = 0.005 y 0.003, respectivamente), pero no entre los tubérculos con 30
dias de verdeo (0.261). Como se muestra en la figura 21.
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Numero de individuos

3.1.2.2.3 Comparacion entre el namero de larvas lil, IV, V y pre-pupas de la

polilia de la papa en los tres grados de verdeamiento y el control.

El control presenta menor cantidad de pre-pupas, la mayoria pasé a pupas donde

se encuentra la mayor cantidad de individuos. Esto muestra el desarrollo normal

de las larvas. Los tubérculos con 30 dias de verdeo siguen el mismo patréon, a
diferencia de los tubérculos con 60 y 90 dias de verdeo donde el menor numero de

individuos se encuentra en las pupas.
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Figura 21: Comparacién entre el nimero de pre-pupas y pupas de S. tangolias presentes en los tres grados

de verdeamiento de tubérculos y elvcovntrol. Las barras de error indican la media + error estandar. Medias que

comparten una letra no presentan diferencias significativas. (P< 0.05, prueba de Tukey después de Anova de

una Via).
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3.1.2.3 Extractos alcohélicos de M. spicata, C. brevicalyx y H. mandoniana
vs el control.

3.1.2.3.1 Pre-pupas presentes en los extractos alcohélicos comparados con
el control.

Los extractos alcohélicos presentan alta significacién estadistica (Anova, F =

12.91, P = 0.000153) al ser comparados con los tubérculos control. (Tabia 15).

Tabla 15: Anova entre los extractos alcohdlicos y el control para pre-pupas (Coddigos de
significancia: 0 ***, 0.001 ™, 0.01™,0.05"’, 0.1*", 1.

Tratamientos Medias Error estandar F P
CT 1.8 0.37 12.91 0.000152***
EAM.spt 42 1.1
EAC.brev 36 1.03
EAH.mand 94 0.93
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Figura 22: NGmero de pre-pupas de polilla de la papa S. tangolias que se encontraron en el control (CT), en
los extractos alcohélicos: extracto alcohdlico de Hedeoma mandoniana (EAH.mand), extracto alcohdlico de
Minthostachys spicata (EAM.spt) y extracto alcohélico de Clinopodium brevicalyx (EAC.brev).
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El control presenta menor nimero de pre-pupas, seguido por el extracto de S.
brevicalyx, M. spicata, el mayor nimero de pre-pupas lo registro el extracto de H.
mandoniana. Encontrandose que no existe diferencias entre los extractos de S.
brevicalyx, M. spicata, y el control, pero si entre e! extracto de H. mandoniana.

Como se muestra en la figura 24.

3.1.2.3.2 Pupas presentes en los extractos alcohédlicos comparados con el
control.

Las pupas presentes en lo extractos alcohélicos presentan alta significacion

estadistica (Anova: F =9.871, P = 0.000635) al ser comparados con los tubérculos

control. (Tabla 16 y Figura 23).

Tabla 16: Anova entre los extractos alcoh6licos y fos tubérculos control para pupas (Codigos de
significancia: 0 “**, 0.001 **', 0.01 **, 0.05 ‘", 0.1 ", 1).

Tratamientos Medias Error estandar F P
CT 15.4 1.89 9.871 0.000635 ***
EAM.spt 6 1.70
EAC.brev 10.2 1.46
EAH.mand 3.6 1.50
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Figura 23: Numero de pupas de polilla de la papa S. tangolias que se enconfraron en el control (CT), en los
extractos alcohélicos: extracto alcohdlico de Hedeoma mandoniana (EAH.mand), extracto alcohdlico de
Minthostachys spicata (EAM.spt) y extracto alcohdlico de Clinopodium brevicalyx (EAC .brev).

El control presenta el mayor nimero de pupas, seguido por el extracto alcohélico
de C. brevicalyx, M. spicata, el menor nimero de pupas lo registro el extracto
alcohdlico de H. mandoniana. Existen diferencias entre los tubérculos control y los

extractos alcohélicos, como se muestra en la figura 24.

3.1.2.3.3 Comparacion entre el namero de pre-pupas y pupas de la polilla de
la papa en los tres extractos alcohélicos y el control.

El control presenta menor nimero de individuos en el estado de pre-pupas y un

mayor numero de individuos en el estado de pupas. Lo mismo ocurre con los

extractos alcchblicos de C. brevicalyx y M. spicata, mientras que el extracto de H.

mandoniana presenta mayor nimero de pre - pupas y menor numero en estado

de pupas.
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Figura 24: Comparacién entre el nUmero de pre-pupas y pupas de S. tangolias presentes en los extractos
alcohdlicos y el control. Las barras de error indican la media + error estindar. Medias que comparten una letra
no presentan diferencias significativas. (P< 0.05, prueba de Tukey después de Anova de una Via).Pre-pupas y
pupas presentes en los extractos y el control.

3.1.2.4 Aceites esenciales de M. spicata, C. brevicalyx y H. mandoniana vs el

control.

3.1.2.4.1 Pre-pupas presentes en los aceites esenciales comparados con el

control.
Aceites esenciales presentan alta significaciéon estadistica (Anova: F = 23.14, P =
0.000) al ser comparados con los tubérculos control. (Tabla 17 y Figura 25).
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Tabla 17: Anova entre los aceites esenciales y el control para pre-pupas (Cédigos de significancia:
Q0 0.001"™*, 001, 005,01 1)

Tratamientos Medias Error estandar F P
(041 1.8 0.37 23.14 4 61e-068***
AEM.spt 0 0.00
AEC.brev 0 0.00
AEH.mand 0 0.00
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Figura 25: Numero de pre-pupas de polilla de la papa S. tangolias que se encontraron en el control (CT), en
los extractos alcohdlicos: aceite esencial de Hedeoma mandoniana (AEH.mand), aceite esencial de

Minthostachys spicata (AEM.spt) y aceite esencial de Clinopodium brevicalyx {AEC .brev).

No se registré pre-pupas en ninguno de los aceites esenciales a diferencia del

control.
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3.1.2.4.2 Pupas presentes en los aceites esenciales comparados con el
control.

Aceites esenciales presentan alta significacion estadistica (Anova: F = 66.62, P =

0.000635) al ser comparados con los tubérculos control. (Tabla 18 y Figura 26).

Tabla 18: Anova entre ios aceites esenciales y el control para pre-pupas (Cédigos de significancia:
0™ 0.001** 001, 005,01, 1).

“Tratamientos Medias Error estandar F P
CcT 15.4 1.89 66.62 2.94e-09 ***
AEM.spt 6 1.70
AEC.brev 10.2 1.46
AEH.mand 36 1.50
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Figura 26: Numero de pupas de polilla de 1a papa S. tangolias que se encontraron en el control (CT), en los
aceites esenciales: aceite esencial de Hedeoma mandoniana (AEH.mand), aceite esencial de Minthostachys
spicata (AEM.spt) y aceite esencial de Clinopodium brevicalyx (AEC .brev).

No se registr6é ningun individuo en los aceites esenciales pero si en el control.
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Numero de individuos

3.1.2.4.3 Comparacion entre el nimero de pre-pupas y pupas de la polilla de
la papa en los tres aceites esenciales y el control.

El control registré mayor numero de individuos en estado de pupas y menor en

estado de pre-pupas. Los aceites esenciales no presentaron ningun individuo.
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Figura 27: Comparacién entre e! nimero de pre-pupas y pupas de S. tangolias presentes en los aceites
esenciales y el contro!. Las barras de error indican fa media + error estandar. Medias que comparten una letra
no presentan diferencias significativas. (P< 0.05, prueba de Tukey después de Anova de una Via).Pre-pupas y

pupas presentes en los extractos y el control.
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3.1.3 Bioensayo con preferencia de oviposicion.
Los tubérculos control registraron 889 huevos puestos, correspondiendo a un
100% de oviposicion, seguido por los tubérculos de 30, 60 y 90 dias de verdeo con
82.34%, 58.72 % y 50.17 % respectivamente; los extractos alcohodlicos de M.
spicata con 53.99%, H. mandoniana con 22.3 %, C. brevicalyx con 14.96 %. Los

aceites esenciales presentan un 0 % de oviposicion ya que no registraron ningun

huevo. Como se muestra en la tabla 19 y figura 28.

Tabla 19: Porcentaje de Oviposicion de adultios de S. tangolias en cada uno de los tratamientos.

# %
Tratamientos Cédigo Huevos Oviposicion

Control CcT 889 100
Verdeo de tubérculos 30 dias V30 732 82.34
Verdeo de tubérculos 60 dias V60 522 58.72
Verdeo de tubérculos 90 dias Vo0 446 50.17
Extracto alcohdlica de Minthostachys spicata EAM.spt 480 53.99
Extracto alcohdlico de Clinopodium brevicalyx EAC.brev 133 14.96
Extracto alcohdlico de Hedeoma mandoniana EAH.mand 199 22.38
Aceite esencial de Minthostachys spicata AEM.spt 0
Aceite esencial de Clinopodium brevicalyx AEC . brev 0
Aceite esencial de Hedeoma mandoniana AEH.mand 0] 0
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Figura 28: Porcentaje de Oviposicién en cada uno de los tratamientos. Control (CT), tubérculos verdeados
por 30 dias (V30), tubérculos verdeados por 60 dias (V60), tubérculos verdeados por 90 dias (V80), extracto
alcoholico de Minthostachys spicata (EAM.spt), extracto alcohédlico de Clinopodium brevicalyx (EAC brev) ,
extracto alcohdlico de Hedeoma mandoniana (EAH.mand), aceite esencial de Minthostachys spicata
(AEM . spt), aceite esencial de Clinopodium brevicalyx (AEC.brev) y aceite esencial de Hedeoma mandoniana
(AEH.mand).

3.1.3.1 Huevos puestos en cada tratamiento

El nimero de huevos puestos en cada uno de los tratamientos presentan
diferencias significativas (Anova: F = 10.16, P = 0.000), en comparacién con el
numero de huevos de los tubérculos control, como se muestra en la Tabla y Figura
29)
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Tabla 20: Anova para el nimero de huevos puestos en cada tratamiento y el control. (Cédigos de
significancia: 0 ***', 0.001 “**, 0.01 *, 0.05*",0.1°", 1).

Tratamientos Medias Error estandar F P
CT 177.8 32.48 10.16 6.21e-08 ***
V30 104.4 22.40
V60 112.4 27.84
V90 108 30.61
EAM.spt 78 15.66
EAC.brev 236 6.42
EAH.mand 19 10.62
AEM.spt o] 0.00
AEC.brev 0 0.00
AEH.mand 0 0.00

No se registraron huevos sobre los tubérculos tratados con los diferentes aceites
esenciales, ya que los adultos murieron al entrar en contacto con los aceites casi .
inmediatamente.

Los extractos alcohdlicos de H. mandoniana'y C. brevicalyx fueron los que
presentaron menor namero de huevos puestos, seguido por los tubérculos
verdeados 90 dias, el extracto de M. spicafa, tubérculos con 60 y 30 dias de
verdeo. Como se muestra en la figura 29.

En la figura 30, se muestra las diferencias existentes entre los tratamientos.
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Figura 29: NUumero de huevos puestos en cada tratamiento. Control (CT), tubérculos verdeados por 30 dias (V30), tubérculos verdeados por 60 dias (V60),
tubérculos verdeados por 90 dias (V90), extracto alcohblico de Minthostachys spicata (EAM.spt), extracto alcohdlico de Clinopodium brevicalyx (EAC.brev) ,
extracto alcoh6lico de Hedeoma mandoniana (EAH.mand), aceite esencial de Minthostachys spicata (AEM.spt), aceite esencial de Clinopodium brevicalyx

(AEC.brev) y aceite esencial de Hedeoma mandoniana (AEH.mand).
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Figura 30: Numero de huevos de polilla de la papa Symmetrischema tangofias que se encontraron en el control (1-CT); tubércuios verdeados: 30 dias de verdeo
(2-v30), 60 dias de verdeo (2-V60), 90 dias de verdeo (2-V90); extractos alcohdlicos: extracto alcohdlico de Minthostachys spicata (3-EAM.spt), extracto
alcohdlico de Clinopodium brevicalyx (4-EAC.brev) y extracto alcohdlico de Hedeoma mandoniana (5-EAH.mand); aceites esenciales: aceite esencial de
Hedeoma mandoniana (6-AEH.mand), aceite esencial de Minthostachys spicata (6-AEM.spt) y aceite esencial de Clinopodium brevicalyx (6-AEC.brev). Las
barras de error indican la media * error estandar. Las medias muestran una diferencia significativa (P< 0.05, prueba de Tukey después de Anova de una Via)
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3.1.3.2 Numero de huevos puestos en los tubérculos con 30, 60 y 90 dias de
verdeamiento vs el Control.

El nimero de huevos puestos en los tubérculos verdeados no presentan

diferencias significativas (Anova: F = 2.087, P = 0.142) al ser comparados con los

tubérculos control. (Tabla 24).

Tabla 21: Anova para el nimero de huevos puestos en los tubérculos verdeados y el control.
(Cédigos de significancia; 0 ***, 0.001 “** 0.01™,0.05‘’, 0.1°", 1).

Tratamientos Medias Error estandar F P
CT 32.48 32.48 2.087 0.142
V30 22.40 22.40
V60 27.84 27.84
vo0 30.61 30.61
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Figura 31: Numero de huevos puestos por S. tangolias en el control (CT), en los tres grados de verdeamiento:
tubérculos con 30 dias de verdeamiento (V30), tubérculos con 60 dias de verdeamiento (V60) y tubérculos

con 90 dias de verdeamiento (V90).
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El mayor numero de huevos puestos se registraron en el control, seguido por ios
tubérculos con 30 dias de verdeo, 60 y 90 dias de verdeo. Como se muestra en ia

figura 32.
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Figura 32: Numero de huevos puestos de polilla de la papa S. tangolias que se encontraron en el control
(CT), en los tres grados de verdeamiento: tubérculos con 30 dias de verdeamiento (V30), tubérculos con 60
dias de verdeamiento (V60) y tubérculos con S0 dias de verdeamiento (V90). Las barras de error indican la
media t error estindar. Medias que comparten una letra no presentan diferencias significativas. (P< 0.05,

prueba de Tukey después de Anova de una Via).

3.1.3.3 Numero de huevos puestos en los extractos alcohédlicos de M.
spicata, C. brevicalyx y H. mandoniana vs el control.

E! nimero de huevos puestos en los extractos alcohélicos presentan altas

diferencias significativas (Anova: F = 9.448, P = 0.00) en relacién con el control.

Como se muestra en la tabla 22 y figura 33.
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Tabla 22: Anova entre los extractos alcohdlicos y el control para el nimero de huevos puestos.
(Cédigos de significancia: 0 ***, 0.001 “**, 0.01*,0.05'’,0.1"", 1).

Tratamientos Medias Error estandar F P
CcT 32.48 32.48 9.448 0.0007Q ***
EAM.spt 22.40 15.66
AEC.brev 27.84 6.42
EAH.mand 30.61 10.62
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Figura 33: Numero de huevos puestos por S tangolias en el control (CT) y los extractos alcohélicos: extracto

alcohdlico de Hedeoma mandoniana (EAH.mand), extracto alcohdlico de Minthostachys spicata (EAM.spt) y

extracto alcohélico de Clinopodium brevicalyx (EAC.brev).
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Figura 34: Numero de huevos puestos de adultos de polilla de la papa S. tangolias que se encontraron en el
control (CT), en los extractos alcohélicos: extracto alcohblico de Hedeoma mandoniana (EAH.mand), extracto
alcohélico de Minthostachys spicata (EAM.spt) y extracto alcohélico de Clinopodium brevicalyx (EAC.brev).
Las barras de error indican la media + error estandar. Medias que comparten una letra no presentan

diferencias significativas. (P< 0.05, prueba de Tukey después de Anova de una Via).

En el control se presenta el mayor nimero de huevos puestos seguido por el
extracto de M. spicata, extracto alcohdlico de S. brevicalyx y por ultimo el extracto

de H. mandoniana.

El control y el extracto alcohoélico de M. spicata son iguales, pero diferentes con los
extractos alcoholicos de C. brevicalyx y H. mandoniana; pero entre estos ultimos
no existe diferencias. (Figura 34).

3.1.3.4 Numero de huevos puestos en los aceites esenciales de M. spicata,
C. brevicalyx y H. mandoniana vs el control.

El nimero de huevos puestos en los aceites esenciales presenta altas diferencias

significativas (Anova: F = 29.96, P = 0.00) en comparacion con el control. (Tabla

23 y Figura 35).
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Tabla 23: Anova para el numero de huevos puestos en los aceites esenciales y el control.
(Cédigos de significancia: 0 *™***, 0.001 **, 0.01 ™, 0.05"'’, 0.1"", 1).

Tratamientos Medias Error estandar F P
CcT 32.48 32.48 29.96 8.44e-Q7 ***
AEM.spt 0.00 0.00
AEC.brev 0.00 0.00
AEH.mand 0.00 0.00
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Figura 35: Numero de huevos de polilla de la papa S. tangolias que se encontraron en el control (CT), en los
aceites esenciales: aceite esencial de Hedeoma mandoniana (AEH.mand), aceite esencial de Minthostachys

spicata (AEM.spt) y aceite esencial de Clinopodium brevicalyx (AEC.brev).

Se reqistré huevos puestos en el control, en los aceites esenciales no se registrd

huevos.
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Figura 36: Numero de huevos de polilla de la papa S .tangolias que se encontraron en el control (CT), en los
aceites esenciales: aceite esencial de Hedeoma mandoniana (AEH.mand), aceite esencial de Minthostachys
spicata (AEM.spt) y aceite esencial de Clinopodium brevicalyx (AEC.brev). Las barras de error indican la
media + error estdndar. Las medias muestran una diferencia significativa (P< 0.05, prueba de Tukey después

de Anova de una Via).

3.1.3.5 Comparacién entre el nuimero de huevos de la polilla de fa papa con
cada uno de los tratamientos y el control.

En forma general el numero de huevos puestos en los tratamientos presentan

diferencias significativas (Anova: F = 24.51, P = 0.00) al ser comparadas con el

control. Como se muestra en la tabla 24 y figura 37.

Tabla 24: Anova para el nimero de huevos puestos en los tratamientos y el control. (Codigos de
significancia: 0 ***, 0.001 **, 0.01 *,0.05°",0.1 ", 1).

Tratamientos Medias Error estandar F P
CcT 3248 32.48 24.51 1.27e-09 ***
A 0.00 0.00
EA 0.00 0.00
AE 0.00 0.00
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Figura 37: Numero de huevos de polilla de la papa S. tangolias que se encontraron en el control (CT),

tubérculos verdeados (2-V), los extractos alcohélicos (3-EA) y aceite esencial (4-AE).

Al agrupar los tratamientos se puede observar que el control presenta el mayor
numero de huevos puestos, seguido por los tubérculos verdeados, extractos
alcohdlicos y los aceites esenciales

La prueba de Tukey indica que cada tratamiento es diferente. Como se muestra en

la figura 38.
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Figura 38: Numero de huevos de polilla de la papa S. fangolias que se encontraron en el contro! (CT),
tubérculos verdeados (2-V), los extractos alcohdlicos (3-EA) y aceite esencial (4-AE). Las barras de error
indican la media * error estandar. Las medias muestran una diferencia significativa (P< 0.05, prueba de Tukey

después de Anova de una Via).

3.1.4 Dosis Letal media (DLs ).

En la tabla 25, se muestra el porcentaje de mortalidad de larvas del cuarto estadio
larval de S. tangolias por efecto de los aceites esenciales después de 24 horas de
exposiciéon. H. mandoniana indujo 100 % de mortalidad de larvas a la dosis de
1000 ppm, siendo el valor mas bajo de mortalidad 48 % en la dosis de 10 ppm. En
M. spicata y C. brevicalyx indujeron 96.55 % de mortalidad en larvas con la dosis
de 1000 ppm, los valores mas bajos fueron 34.08 % y 31.03 % respectivamente a
la dosis de 10 ppm.

En la tabla 26, se observan las dosis letales al 50 % (DLsg) y 90 % (DLgo) de M.
spicata, C. brevicalyx y H. mandoniana a las 24 horas de exposicién. La primera
ejerci6 un control del 50 % y 90 % a las 24 horas de exposiciéon con 26.96 y
439.42 ppm respectivamente. En C. brevicalyx, se ejercié el 50 % y 90% de
control de larvas a las 24 horas de exposicion con 38.92 y 623.98 ppm
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respectivamente. En tanto en H. mandoniana se consiguio el control del 50 % y 90
% de larvas a las 24 horas de exposicién con 13.46 y 216 ppm.

Tabla 25: Porcentaje de mortalidad de larvas IV de Symmetrischema tangolias por los aceites

esenciales de Minthostachys spicata, Clinopodium brevicalyx y Hedeoma mandoniana.

Especie vegetal Concentracion (ppm) % de Mortalidad
cT 0
M. spicata 10 34.48
100 68.97
1000 96.55
CcT 0
C. brevicalyx 10 31.03
100 58.62
1000 96.55
CT 0
H. mandoniana 10 4828
100 75.86
1000 100

Tabla 26: Dosis letales (ppm) al 50% (DLso) Y 90% {DLgo) Y limites de confianza (LC) sobre larvas
IV de Symmetrischema tangolias a las 24 horas de exposicidn a aceites esenciales de

Minthostachys spicata, Clinopodium brevicalyx y Hedeoma mandoniana.

Especie vegetal DL Valor LC
M. spicata Diso 26.96 9.49 - 54.97
DLgo 439.42 186.09 - 2433.62
C. brevicalyx DLgo 38.92 15.06 - 78.87
Dlgo 623.98 259.95 - 3496.61
H. mandonijana DLso 13.46 3.44 - 2865
DLgg 216.66 94.61 - 1216.87
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brevicalyx y Hedeoma mandoniana después de 24 horas de exposicién.



3.2 DISCUSIONES.

3.2.1 Bioensayo con huevos.
Fueron empleadas larvas de primer estadio porque en este existe la necesidad de
busqueda de alimento para su supervivencia, (realizdandose minas en los

tubérculos).

Los resultados indican que las larvas de primer instar siguieron su desarrollo
normal en los tubérculos control. Las larvas de primer instar murieron
inmediatamente al entrar en contacto con los aceites esenciales donde muestran
su aita efectividad toxica. En los extractos alcohdlicos se observé un
comportamiento diferente al control. En el control se observd el mayor nimero de
individuos en estadios larvales superiores, mientras que en los extractos paso io
contrario, el mayor nimero de individuos se encuentra en estadios larvales
inferiores. Los extractos alcohdlicos 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.

En los tubérculos verdeados se muestra algo muy interesante ya que estos
‘presentan .individuos del tercer estadio; mientras que en el control se presenta
sélo del cuarto estadio para adelante, este dato es muy importante ya que se
podria asumir que los tubérculos verdeados retrasan el desarrollo de las larvas.
Torres (1989), encontré un incremento en la duracién de la fase larval (2 dias
promedio) en el tratamiento de 30 dias de verdeo al compararse con el testigo.

En nuestro trabajo no se hizo una prueba semejante para determinar los dias
promedios de retraso, pero si se evidencid un retraso en el desarrollo larval

normal.

3.2.2 Bioensayo con larvas V
Se escogieron larvas del quinto estadio puesto que se realiza en ésta la uitima
ingesta de alimentos, siendo por ello importante, pasando luego a estados de

inactividad (pupas).
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Los resuitados indican que existe claramente una diferencia entre los
tratamientos, ya en los tubérculos control se muestra un desarrollo normal
incluyendo las muertes naturales, donde después de 20 dias las larvas V deben
estar entre pre-pupas y pupas. Los tubérculos control presentan mayor cantidad
de pupas y menor cantidad de pre-pupas, o que no sucede con los demas
tratamientos. Los que mas se asemejan al control son los tubérculos con 60 y 30
dias de verdeo, al contrario de los tubérculos con 90 dias de verdeo que presenta
mayor numero de pre-pupas y menor numero de pupas. Esto se debe a que las
larvas no se desarrollan normaimente, algunas murieron y otras retrasaron su
desarrollo al no encontrar suficiente alimento, ademas la fisiologia de estos
tubérculos ha cambiado notoriamente al perder agua y estar arrugados. Gallegos
& Suquillo (2003) encontraron que los tubérculos asolados juegan un papel muy
importante en el control del dafio de los tubérculos, ya que esta accion elimina las
larvas, ademas se produce la formacién de solanina sustancia toxica y amarga
que no es apetecible para los insectos. (Jimenez & Guillaume, 1989).

El extracto alcohélico de H. mandoniana muestra diferencias con el control en
relacion con el numero de pupas y pre-pupas, lo que indica que retrasa su
desarrollo normal. En cuanto a los aceites esenciales no se registré6 ningun
individuo en estado de pupa o 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.

3.2.3 Bioensayo con preferencia de oviposicién.
Los resultados indican una diferencia en el comportamiento oviposicional entre los
tubérculos tratados con cada uno de los tratamientos de verdeamiento de

tubérculos, extractos alcohdlicos y aceites esenciales.

Es interesante resaltar que el numero total de huevos puestos en los tratamientos
es menor que en el control. Los tratamientos mas efectivos son los aceites
esenciales que imposibilitaron a los adultos poner huevos, esto debido a que los
aceites esenciales son muy téxicos, y matd a todos los adultos cuando entraron en
contacto con este. Ademas se evidenci¢ diferencias en el tiempo en el cual se
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produjo la muerte de los individuos aduitos, siendo mas rapida la muerte en el
aceite esencial de H. mandoniana (5 min), seguido por C. brevicalix (8 min) y M.
spicata (15 min); lo que podria indicar una resistencia adquirida por éstos frente a
M. spicata. El aceite tiene una desventaja de ser muy volatil teniendo una duracion
aproximada de 24 horas. El segundo tratamientos que mostré ser mas efectivo fue
los extractos alcohdlicos, en el que el extracto de H. mandoniana fue el mas eficaz
registrandose un menor numero de huevos, seguido por el extracto de C.
brevicalyx y M. spicata; no se cuenta con referencias bibliograficas exactas de
estos extractos lo que no permite comparar los resultados obtenidos en el
presente trabajo con otros previos. De los tres grados de verdeamiento los maés
efectivos son los tubérculos con 90 dias de verdeo, seguido por 60 y 30 dias de
verdeo; esto se puede deber a que los tubérculos verdeados 90 dias ya estan
arrugados, y los adultos no tienen mucha preferencia por estos.

Guerra et al, (2007) encontraron que el aceite esencial de especies de
Minthostachys presentan un efecto deterrente en la oviposicion de: la polilla de la
papa Phthorimaea operculella. Algunos estudios han demostrado la actividad
bioldgica de extractos y aceites esenciales de estas especies contra insectos
nocivos. Los aceites esenciales de mufia presentaron una actividad insecticida
frente Musca domestica (Solis, 1979). El aceite emulsionable de Satureja
boliviana caus6 una mortalidad del 70 % de larvas de P. operculella, (Ruis, 1900).

3.2.4 Dosis Letal Media {(DLs ).

Los aceites esenciales de M. spicata y C. brevicalyx muestran una DLspde 26.96 y
38.92 ppm respectivamente a las 24 horas de exposicion. Figueroa et al. {(1995)
registraron que los aceites de S. boliviana y M. mollis presentan una elevada DLs
de 0.9ppm y 1.8ppm respectivamente contra Arfemia salina, valor inferior hallado
debido a gue los aceites esenciales penetran en las membranas produciendo
toxicidad de contacto o neurotoxicidad por lo que se requiere para ello menores

cantidades.

- El éceite esencial de H. mandoniana muestra 100% de mortalidad larvaria a las 24
horas de exposicion con una DlLsg de 13.46 ppm; el efecto en un periodo
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medianamente corto en larvas, muestra una idea del efecto biocida que posee
esta especie. Existen escasas referencias que permiten comparar resultados de
mortalidad con los hallados en el presente trabajo, sin embargo se han reportado
que este aceite presenta una pequefia mortalidad en insectos vectores de la
enfermedad de Chagas (Tnatoma infestans klung y Rhodnius neglectus
Cuaresma), pero no fueron tan significativas. La mortalidad ocasionada por H.
mandoniana es relativamente alta y se deberia a los compuestos como el
cariofileno, carvona, linalol, limoneno o0 monoterpenos que poseen propiedades
insecticidas o repelentes (Vilaseca, et al. 2004).

En la figura 39 las pendientes poseen valores similares con una ligera variacion en
H. mandoniana, lo que indica que las larvas son mas susceptibles a esta, lo cual
se evidencia con una mayor mortalidad. Todas las mortalidades se incrementan

con la concentracion.
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CONCLUSIONES

Los aceites esenciales de Minthostachys spicata, Clinopodium brevicalyx y
Hedeoma mandoniana son altamente toxicos y tienen un efecto biocida,
“antibiosis y afectan la oviposicién de manera evidente en todo el ciclo de la
polilla de la papa S. fangolias (Lep. Gelechiidae).

Los extractos alcohdlicos de Minthostachys spicata, Clinopodium brevicalyx
y Hedeoma mandoniana tienen un efecto biocida, afectan la oviposicién de
adultos y afectan el desarrolloc de larvas de Symmetrischema tangolias
(Lep. Gelechiidae).

Los tubérculos verdeados de 30, 60 y 90 dias tienen un efecto biocida en
larvas, afectan la oviposicion de adultos y retrasan el desarrollo larval de
Symmetrischema tangolias (Lep. Gelechiidae).

La DLsg del aceite esencial de Minthostachys spicata para larvas del cuarto
estadio de Symmetrischema tangolias (Lep. Gelechiidae) es de 26.96 ppm,
Clinopodium brevicalyx es de 38.92 ppm y para Hedeoma mandoniana es
de 13.46 ppm.



-

SUGERENCIAS

. Hacer pruebas especificas para determinar de que manera los extractos

alcohdlicos y los tubérculos verdeados alteran el ciclo de vida de las
larvas de S. tangolias.

Profundizar los estudios sobre interaccién planta insecto, en especial la
existente entre mufia, cjufiu-mufa, pampa mufa y tubérculos verdeados
con S. tangolias (Lep. Gelechiidae) en todo su ciclo biolégico.

Realizar mayores estudios del efecto que causa el verdeo de diferentes
variedades de papas nativas y comerciales frente a insectos plagas.

Realizar un mayor namero de investigaciones para el control de S.
tangolias (Lep. Gelechiidae) por considerarse una plaga que viene

incrementandose en nuestra region.

Estudiar el efecto biocida de plantas nativas utiles en el control de
plagas de almacén como alternativa -al uso de .insecticidas sintéticos.
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ANEXOS

COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL DE Clinopodium brevicalyx

COMPONENTE PORCENTAJE

Pulegona 27.2%

Linalol ' 20.3%

Mentona 11%
Isomentona 8.0%
Cis—lsopulegoﬁa 2.7%
Trans-Isopulogona 0.9%
Carvacrol 0.6%
Timol 0.6%
a-Terpineol 0.5%
Hidrocarburos sesquitérpenicos 16%
B-Cariofilena ' 65%
p-Cimeno _2.0%
Limoneno . 0.7%
- Terpineno 0.6%
Sesquiterpenos Oxigenados 1.5%
Espatulenol v 0.8%

Fuente: Carhuapoma, 2010



COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL DE Minthostachys spicata

COMPONENTE PORCENTAJE
monoterpenos oxigenados 50.30%
Mentona ' _ 14.5%
2-hidroxi-p-mentol-1-3 12.5%
Pulegona 9.7%
Espatulen'ol 4.9%
monoterpenos hidrocarbonados 3.2%
(limoneno)
B-cariofileno 4.9%

Fuente: Ulica, 2006

' COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL DE Hedeoma mandoniana.

COMPONENTE PORCENTAJE
Pulegona . 37-46%
1 ,8-cinelona ‘ 10-14%
Linalol i 7-12%
l-octeno-3-yl acetato 7-12%
Monoterpenos oxigenados ( ' 39-16%
cariofileno, carvona, limoneno, etc)

Fuente: Vilaseca et al, 2004



CICLO BIOLOGICO DE Symmetrischema tangolias (Gyen).

Temperaturade 22°C +_1°C

Estadios Min. (dias) | Max(dias) | Dias (pro)
Huevo 8 12 10
Proceso larval 26 34 30
Prepupa 3 7 5
Pupa 14 22 18
Aduito 12 20 16
Total 63 95 79

Fuente: Elaboracién propia



Centro Agronémico K'ayra - Cusco.

Ciclo Biolégico de Symmetrischema tangolias (Gyen), bajo condiciones de
laboratorio a una Temperatura de 15 - 18° C, aititud 3 219 m. realizado en el

PROM
ESTADOS BIOLOGICOS (dias) MIN (dias) | MAX (dias)
HUEVO (INCUBACION) 12,69 11 15
LARVA:
Lv. 1 7.58 6 11
Lv. 1l 5.83 3 9
Lv. #l 6.08 3 12
Lv. IV 6.5 4 10
Lv. Vv 7.4 6 9
Pre Pupa 7.92 3 15
Total Estado Larval 41.31 25 66
PUPA 19.75 13 22
CICLO TOTAL (Huevo- Adulto) 73.75 49 103
ADULTO (longevidad) * * *
Apareados:
Hembra 23.75 (97.5) 16 (63) 38 (141)
21.83
Macho (95.58) 11(60) |38(142.14)
No apareados:
Hembra 17.17(86.41)} 13(62) 28(141)
Macho 13.33(87.08)| 05(54) 32(125)

CICLO BIOLOGICO TOTAL *

Fuente: Rodriguez 1990.




Datos obtenidos en el ensayo de Toxicidad con las concentraciones
hidroaicohdlicas del aceite esencial de Clinopodium brevicalyx, evaluados
después de 24 horas.

Dosis total individuos muertos
1000 30 29
100 30 18
10 30 10
0 30 1

Datos obtenidos en el ensayo de Toxicidad con las concentraciones
hidroalcohdlicas del aceite esencial de Hedeoma mandoniana, evaluados
después de 24 horas.

dosis total individuos muertos
1000 30 30
100 30 23
10 30 15
0 30 1




Datos obtenidos en el ensayo de Toxicidad con las concentraciones
hidroalcohdlicas del aceite esencial de Minthostachys spicata, evaluados
después de 24 horas.

dosis total individuos muertos
1000 30 28
100 30 18
10 30 6
0 30 1
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Prueba de Normalidad de Shapiro-Wilk para los datos del bioensayo con

larvas V
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Fotografia 1: A) Camara de crianza masal e incubadora para los huevos. B) Tubérculos verdeados y

tubérculos con los extractos alcohdlicos para las pruebas.

P

et e

Fotografia 15: A) Instalacion de los taperes con los tubérculos debidamente etiquetados. B) Genitalia de S.

tangolias.



Fotografia 16: A) Tubérculos tratados con diluciones de los aceites esenciales para la prueba de toxicidad.
B) Tubérculos inmersos en las concentraciones de aceites esenciales.

Fotografia 18: A) Larvas de primer instar buscando por donde ingresar al tubérculo. Vista en el estereoscopio.

B) Tubérculo infestado por larvas de la polilla de la papa.



Fotografia 19: A) Huevos puestos sobre los discos de papel bond. Vista en el estereoscopio. B) Larvas de

segundo instar dentro del tubérculo. Vista del estereoscopio.

Fotografia 20: A) Larva del quinto estadio sobre un tubérculo verdeado. B) Tubérculo con 1 mes de verdeo.



Fotografia 21: A) Dafio de los tubérculos por fa infestacién de la polilla de la papa. B) Pupas y pre-pupa
presentes en el tubérculo.

Fotografia 22: Limpieza y seleccién de H. mandoniana, antes del destilado para obtener el aceite esencial en
la planta destiladora del [EPLAM en la comunidad de Ampay.



Fotografia 23: Colecta de las muestras vegetales con los pobladores de fa comunidad de Ampay-Pisac.



