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INTRODUCCION

Desde 1945, la produccion global de plaguicidas ha aumentado de 0.1 millones a
2.7 millones de toneladas, aunque el crecimiento se ha reducido en los ultimos 15
afios, ya que los efectos en la salud y las preocupaciones ambientales han
inspirado un numero creciente de prohibiciones, principalmente en los paises
industrializados. Estas restricciones han reducido la cantidad total de plaguicidas
usados en los paises industrializados, pero la toxicidad de estos sigue creciendo
a7
Las formulaciones actuales de los plaguicidas son de 10 a 100 veces mas toxicas
que en 1975. Hoy los fabricantes de plaguicidas quieren que sus productos tengan
una toxicidad aguda alta y una toxicidad cronica baja. Buscan contaminantes que
maten rapidamente pero no permanezcan en el campo indefinidamente, como los
organoclorados, que con sus toxicidades cronicas sustanciales, ya no tienen el
atractivo universal de antes 7).
El uso intensivo de plaguicidas quimicos crea una serie de problemas ambientales
y de salud publica vulnerando los derechos humanos de amplios sectores de la
poblacién incluyendo nifios y trabajadores agricolas migratorios.
A nivel ambiental el uso intensivo de plaguicidas quimicos crea una serie de
desequilibrios ecoldgicos que se enumeran a continuacion @¥:

1. Resistencia de insectos, hongos y malezas, derivando en un aumento de

las dosis, aplicaciones y mezclas de plaguicidas en una espiral del veneno

gue contamina y aumenta los costos de produccion de los cultivos.



2. Residuos de plaguicidas organoclorados en especies de la vida silvestre, en
aves predadoras y migratorias, resultado de la aspersion aérea y de la
bioacumulacién de estos compuestos en la cadena alimentaria.

3. Afectacion de la biodiversidad en insectos, por el uso de insecticidas y
empobrecimiento biolégico de los suelos por el dafio a la microflora y
microfauna del suelo, especialmente con el uso de fumigantes, que crean
un “vacio” bioldgico que pasa a llenarse con la colonizaciéon de especies
patdgenas.

4. Contaminacién de agua superficial y subterranea.

5. Manejo inadecuado de materiales y residuos peligrosos. Los envases
vacios de plaguicidas, asi como los residuos peligrosos generados en su
produccion y formulacion.

6. Destruccion de la capa de ozono, que filtra las radiaciones solares.

7. El uso de plaguicidas quimicos como forma dominante en el control de
plagas no es el resultado del desarrollo neutral de la tecnologia agricola,
sino parte de la estrategia comercial de las corporaciones que dominan la
industria quimica, y de la aplicacion de estrategias de especializacion
productiva de los ecosistemas en monocultivos extensivos con una
concepcion no sostenible de la productividad agricola, que transfiere los
costos sociales, ambientales y de salud publica deteriorando la calidad de
vida y los derechos humanos de los afectados.

El uso intensivo de plaguicidas quimicos se puede reducir aplicando una

estrategia integrada, con un control agroecolégico de plagas que integre una



variedad de técnicas como: el control bioldgico, control de cultivos, seleccién de
variedades resistentes, uso de insecticidas botanicos y fertilizacion biolégica (.

Es por ello que con la presente investigacion se busca dar una solucion a estos
problemas. Se realizé un estudio por un periodo de seis meses de los extractos de
un grupo de diez plantas que posean propiedades insecticidas de las cuales se
seleccionaron cinco que presenten la mayor actividad contra el pulgdn (Aphis nerii

Boyer de Fonscolombe) del loroco (Fernaldia pandurata Woodson), con el

propésito de sentar las bases para la formulacion de insecticidas naturales.

Una de las limitantes para la investigacion es que las referencias bibliograficas
acerca de este tipo de plantas son poco conocidas. Al buscar esta informacién se
deberia considerar la de caracter agrondémico, antropolégico, farmacolégico
tradicional, con el fin de tener certeza respecto a lo que se usa no constituye un
riesgo para la salud humana y otra limitante lo constituye la falta de informacion
basica sobre la composicién fitoquimica de las plantas con propiedades para
controlar las plagas en los cultivos y la falta de equipo tecnoldgico necesario para
dilucidar las estructuras de las sustancias plaguicidas.

El loroco (Fernaldia pandurata Woodson) es un cultivo que ha tomado relevancia

como rubro de exportacion de El Salvador y cuya principal plaga es el pulgon o
afido (Aphis nerii Boyer de Fonscolombe), que afecta las partes tiernas de la
planta, succionando la savia, evitando el crecimiento y por lo tanto un descenso en
la produccion de flores de loroco, las cuales son la principal parte de la planta que
es consumida.

Para llegar a mercados internacionales, este cultivo debe cumplir condiciones

como:



1. Cultivo sano
2. Libre de quimicos nocivos (insecticidas sintéticos)

De 1993 a 1999, las exportaciones de Loroco (Fernaldia pandurata Woodson) a

paises como Estados Unidos de América y México, crecieron en un promedio de

36% anual y el consumo de loroco (Eernaldia pandurata Woodson) por

salvadorefios en el extranjero hace que los precios sean competitivos en el
mercado internacional .

El Salvador posee buenas condiciones agroclimaticas para este cultivo y también
la zona ofrece una gran variedad de especies vegetales con propiedades
plaguicidas, recurso que no se esta aprovechando. Debido al rechazo del loroco

(Fernaldia __pandurata Woodson) por parte de autoridades sanitarias

internacionales, tratado con insecticidas de origen quimico, se realizé un estudio
con el propésito de encontrar plantas de diferentes familias que contuvieran
sustancias quimicas secundarias con actividad insecticida, cuyo efecto va desde la
repelencia hasta la interferencia con el crecimiento y desarrollo de los insectos; en
esta investigacion se hizo uso de cinco especies boténicas, seleccionadas de un
grupo de diez, con propiedades plaguicidas para combatir especificamente al afido
(Aphis nerii Boyer de Fonscolombe) del loroco.

Los insecticidas naturales son de rapida degradacién y ayudan a reducir los costos
de mantenimiento para los agricultores. El estudio planteado ayudara a reducir
problemas de contaminacion ambiental, de salud para la poblacién y econémicos;
ya que al pais ingresan muchos insecticidas naturales que son sumamente caros y
no hay una institucién que tenga metodologias para determinar la efectividad e

inocuidad para la poblacion de estos productos.



OBJETIVOS

1. Objetivo general

Evaluar preliminarmente la actividad plaguicida de cinco extractos vegetales
para combatir al pulgon (Aphis nerii Boyer de Fonscolombe) del loroco

(Fernaldia pandurata Woodson)

2. Objetivos especificos

2.1 Realizar pruebas preliminares de la actividad insecticida de extractos
de diez especies vegetales de la flora salvadorefia con propiedades
plaguicidas.

2.2 Seleccionar los cinco extractos vegetales que presenten la mayor
actividad insecticida.

2.3 Determinar cual de los cinco extractos vegetales ejerce el mayor
control contra el pulgdn (Aphis nerii Boyer de Fonscolombe) del loroco
(Fernaldia pandurata Woodson).

2.4 Establecer si los extractos vegetales causan dafio morfolégico a la
planta de loroco.

2.5 Determinar mediante cromatografia de capa fina si parte del preparado

insecticida es absorbido por la planta de loroco.



CAPITULO |

MARCO TEORICO



1. MARCO TEORICO

1.1 Generalidades sobre los insecticidas .
Los insecticidas son sustancias toxicas destinadas a destruir poblaciones de
especies entomoldgicas (insectos).
Debido a su naturaleza quimica, los diversos insecticidas tienen algunos efectos
sobre las plantas, pudiendo llegar a alterar en forma significativa sus procesos
metabdlicos e inducir a diversos tipos de respuesta.
Algunos insecticidas usados pueden causar trastornos mas severos, COMO
guemaduras o deformaciones especialmente en las hojas y menos frecuente en
frutos en crecimiento, a estos efectos se les conoce como fitotoxicidad.
Los productos quimicos utilizados en el control de plagas suelen ser insecticidas
de amplio espectro que tienen un efecto adverso sobre los enemigos naturales y
también sobre la fauna benéfica, por lo que este tipo de control debe utilizarse
siempre y cuando otras forma de regulacién de plagas no sean efectivas.
Aunque la mayor parte de sistemas agricolas a nivel mundial dependen del uso de
plaguicidas, es necesario evitar usar aquellos que son extremadamente peligrosos
para el ambiente, la salud humana o aquellos que han generado resistencia a
plagas. Es por ello que los insecticidas botanicos estdn tomando importancia en el
manejo integral de plagas; estos insecticidas son biodegradables, no contaminan
los afluentes de agua, su toxicidad es nula en los humanos y no son toxicos para

la fauna benéfica.



1.1.1 Clasificacion
Comunmente los insecticidas se clasifican en inorganicos, botanicos vy
microbianos. Los principales insecticidas inorganicos son derivados del arsénico,
plomo y cobre. Los insecticidas boténicos son sustancias que se obtienen de
algunas plantas y que se usan solas 0 mezcladas con otros ingredientes. El mas
conocido sin duda es el piretro, el cual es probable que sea el insecticida botanico
més antiguo @Y.
Por su modo de accién, los plaguicidas se clasifican en:

a) sistematicos

b) no sistematicos
Insecticidas sistematicos: son aquellos insecticidas absorbidos por la savia de la
planta y la mayoria son traslocados por toda la planta. Ejemplos de ellos son:
METASYSTOX, DIMETOATO, LANNATE, etc.
Estos insecticidas son especialmente efectivos contra los insectos chupadores
como los &fidos, saltahojas, chinches y los thrips; puesto que estos se alimentan
de la savia de la planta Y.
Estos insecticidas pueden ser de aplicacion foliar y de aplicacion terrestre. Los de
aplicacion foliar pueden quedarse en la planta hasta 3 semanas, mientras que los
de aplicacion terrestre pueden permanecer hasta por 6 semanas. Sin embargo,
esto también indica que no se deben aplicar tan cerca de la época de la cosecha
para que no causen problemas de residuos. Los insecticidas sistematicos de
aplicacion foliar no son descompuestos por la luz del sol o lavados por las lluvias

como los no sistematicos @Y,



Insecticidas no sistematicos: son todos aquellos insecticidas que no son
absorbidos por la planta.
Muchos de los insecticidas de contacto no sistematico controlan también a los

insectos chupadores.

Otra clasificacion de los insecticidas por su naturaleza es:

a) Quimicos

b) Botanicos
Insecticidas quimicos: El control quimico se refiere al uso de insecticidas
comerciales en forma de pulverizaciones, polvos, granulados, cebos, fumigantes y
tratamientos de semillas V).
Las clases quimicas de los insecticidas son: Hidrocarburos clorados
(Organoclorados), fosfatos organicos (Organofosforados), carbamidas, piretroides
y organometalicos @Y.
Las ventajas de estos insecticidas quimicos “V:

- Actlan rapidamente.

- Son el anico método de control practico después de que la poblacién de

insectos llega al umbral econémico de dafios a un cultivo comercial.
- Estan disponibles con una variedad de propiedades y ademas presentan

efectividad sobre especies, y métodos de aplicacion.

- Son relativamente baratos.

© 2001, DERECHOS RESERVADOS
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Las desventajas de estos son ?V:

- La resistencia de los insectos a los plaguicidas: esto es un problema
creciente; algunas especies han desarrollado resistencia contra ciertos
productos.

- Infestaciones de plagas secundarias: pocos insecticidas matan todo tipo de
insecto, y algunos productos en realidad promueven el aumento de ciertos
insectos. Por ejemplo, el uso continuo de CARBARYL en el mismo campo
puede aumentar los problemas con algunos tipos de afidos a los cuales no
controla bien.

- Daflos a otros insectos no escogidos: Estos incluyen los enemigos
naturales beneficiosos, como las abejas y los animales silvestres.

- Los peligros de los residuos: algunos compuestos de hidrocarburos
clorados, como DDT, ALDRIN, ENDRIN, DIELDRIN y HEPTACLORO, son
altamente persistentes en el medio ambiente, y pueden acumularse en los
tejidos grasos de los animales silvestres, ganado y del ser humano.

- La toxicidad inmediata: algunos insecticidas son sumamente toxicos al ser
humano en las mas minimas cantidades.

Insecticidas botanicos: con la creciente demanda de productos agricolas libres de
residuos agroquimicos se profundizé la necesidad de practicas agronémicas que
no agredan al medio ambiente mas aun si de produccién organica se trata. Por lo
tanto, se buscaron nuevas alternativas que controlen las plagas agricolas de un
modo mas racional, desde lo econémico y lo ecolégico V.

Numerosas sustancias quimicas se producen naturalmente y funcionan en algun

grado como insecticidas. Plantas de diferentes familias contienen principios



activos que no son tipicamente importantes para el metabolismo basal y se cree

gue resultan de la coevolucién de las plantas y los insectos.

1.2 Modo de accion de los insecticidas botanicos ®%.

Accion repelente: un repelente aleja a las plagas.

Accion fagorepelente o efecto antialimentario: un fagorepelente tiene un efecto
gue permite a la plaga consumirlo, frenando su capacidad de comer, hasta que la
plaga muere de hambre.

Veneno de contacto: son venenos de contacto los que matan a los insectos por
absorcion dentro del cuerpo; para ser efectivo tiene que hacer contacto con la
plaga, asi, la mata al tocarla.

Veneno estomacal: al ser consumido por la plaga tiene un efecto toxico contra el
sistema digestivo de la plaga siendo eliminado de esta forma.

Disfrazar olores: Este modo aprovecha olores fuertes y desagradables de algunas
plantas para ocultar el olor del cultivo al ser atacado.

Combinacién: es posible combinar varias plantas insecticidas para producir una
preparacion que tenga varios modos de accion.

Ventajas de los insecticidas botanicos:

Protegen el suelo y los recursos naturales.

Son de rapida degradacion.

Ayudan a reducir los costos de mantenimiento para los agricultores.

Reducen los problemas fitosanitarios para la exportacion.



1.3 Generalidades de las cinco especies botanicas seleccionadas.

1.3.1 Generalidades de la especie botanica Persea americana, “Aguacate”,

familia: Lauraceae 61829,
a) Clasificacion taxonémica “®:

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Simpétalas
Orden: Laurales
Familia: Lauraceas
Geénero: Persea

Especie: americana

b) Descripcion: El arbol de aguacate mide cerca de 9 metros de alto, pero
algunas veces puede superar los 18, con un tronco de 30-60 cm de
diametro, (mayor en arboles viejos). Las hojas son alternas, verde oscuras
en el limbo y blanquecinas en el envés. Las flores son pequefias de color
vede amarillento y carecen de pétalos y se presentan en racimos. El fruto

es una baya de color verde oscuro en el epicarpio y de color verde



amarillento en el mesocarpio. La uUnica semilla es de color marfil en su
interior 9.

c) Composicidn quimica y toxicidad: La corteza del fruto contiene dos resinas
gue son toxicas para los cerdos por inyeccion subcutanea y peritoneal. Las
semillas pulverizadas y combinadas con harina han sido utilizadas para

matar ratones 9,

Figura 1. AGUACATE
Persea americana

1.3.2 Generalidades de la especie botanica Allium sativum, “ajo”, familia: Liliaceae

(13, 18)

a) Clasificacion taxondmica “®:

Reino: Plantae
Filo: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida

Subclase: Dialipétalas



Orden: Liliifloras

Familia: Liliaceas

Género: Allium

Especie: sativum

b) Descripcion: Tiene un tallo de cerca de 60cm, lleno de hojas desde la mitad.

Las hojas son agudas y acanaladas. La parte medicinal de la planta la
constituyen los bulbos. El bulbo es compuesto, semiesférico y cubierto de
escalas membranosas, el bulbo esta dividido en 8 partes llamadas
“dientes”. El ajo es una planta cosmopolita la cual crece en zonas asi como
en tropicos y subtrépicos. Probablemente se originé en Asia central a partir
de donde se dispersé al Mediterraneo, alrededor de cuyas costas todavia
encuentra su mas grande uso en la cocina. Para usarse como un
insecticida no se debe cultivar con fertilizantes minerales debido a que se
ha establecido que altas dosis de fertilizantes reducen la concentracién de

sustancias efectivas %,

Composicion quimica y toxicidad: Todas las partes de la planta, en especial
los bulbos, poseen un fuerte olor y sabor; esto se debe a un aceite volatil
que posee diferentes compuestos azufrados, este aceite tiene un efecto
ligeramente caustico sobre la piel. Es insecticida, repelente, antialimentario,

bactericida, fungicida, nematicida y efectivo contra las garrapatas ®.



Figura 2. AJO
Allium sativum

1.3.3 Generalidades sobre la especie botanica Argemone mexicana “Cardo santo”,

familia: Papaveraceae Figura 2. AJO
Allium sativum

a) Clasificacion taxonémica 9

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Simpétalas
Orden: Papaverales
Familia: Papaveraceae
Género: Argemone

Especie: mexicana



b)

Descripcion: Es una planta anual de cerca de 60cm de altura, tallo
espinoso y de un color verde grisaceo. Las hojas son sésiles, alternas y
sinuosas, armadas de espinas y con parches blancos. Las flores, las cuales
pueden ser blancas o amarillas, de cerca de 3cm de ancho, solitarias, con
numerosos estambres y flores de 4 a 6 pétalos, 3 sépalos. El fruto es una
capsula ovalada y espinosa de casi 2cm de didmetro, terminada por un
estigma sésil, contiene muchas semillas diminutas de un color negruzco. Si
la planta es dafiada exuda un liquido que se vuelve amarillo al exponerse al

aire ©9,

Composicion quimica: EI género Argemone comprende diez especies,
todas ricas en alcaloides derivados de la isoquinoleina (berberina y
protopina). Las semillas de esta planta rinden una gran cantidad de un
aceite fijo de color amarillo de olor nauseabundo. Este aceite forma un
jabén duro con hidréxido de sodio, y en la saponificacion se forman acidos
aceético, butirico y valerianico con trazas de benzoico (Frolich, 1871). Este
aceite es catartico en dosis bajas, con una densidad de 0.919 a 16.5° C
(Fluckiger). De céapsulas y hojas se ha aislado en pequefias cantidades
morfina que fue obtenida por Charbonnier en 1868. También se cree que

posee sanguinarina ©°.
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Figura 3. CARDO SANTO
Argemone mexicana

1.3.4 Generalidades sobre la especie botanica Mammea americana “Mamey”,

familia: Guttiferaceae & 3,

a)  Clasificacion taxondmica “®:

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Simpétalas
Orden: Theales
Familia: Gutiferas
Género: Mammea

Especie: americana



b) Descripcion: El arbol de mamey alcanza alturas de 18 a 21 m, tiene un

tronco corto que tiene un diametro de 0.9 a 1.2 m, las hojas miden 20cm
de largo por 10cm de ancho. Las flores tienen de 4 a 6 pétalos y
estambres amarillos, el fruto, casi esférico, tiene de 10 a 20cm de
diametro, pesado y duro, corteza café y amarga, debajo de esta hay una

membrana blanquecina y delgada que es astringente y amarga ©.

Composicion quimica y toxicidad: El principio insecticida de las semillas
secas Yy pulverizadas, ha sido nombrado mameina y se le ha asignado la
férmula CxH230s5. M.P. Morris ha demostrado la estabilidad de este
principio al no encontrar diferencia significativa de toxicidad. Extensos
experimentos quimicos con el compuesto extraido son reportados por
S.P. Marfey quien considera al mamey como sustituto para el piretro y la
rotenona. Grosourdy en EI Médico Botanico Criollo en 1864 ha
reportado que varias partes del arbol de mamey contiene propiedades
toxicas. En Puerto Rico, se coloca un collar de hojas de mamey
alrededor de las hojas de tomate para espantar a los gusanos. El
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos introdujo en 1919 el
uso de semilla de mamey traida de Ecuador, en México y Jamaica la
resina amarilla de la corteza es fundida junto con grasa para eliminar
pulgas y garrapatas de los animales, en El Salvador se pulverizan las
semillas para combatir a los piojos. En la Estacion Federal de
Experimentacién, Mayaguez, Puerto Rico, la actividad insecticida de

varias partes del arbol de mamey y el fruto han sido objeto de gran



investigacion. La parte interior de la semilla se encontré que es la parte
mas potente como un veneno de contacto aplicado como polvo o spray,
y ha sido efectivo contra varias especies de gusanos, cucarachas,
hormigas, termitas, mosquitos y sus larvas, moscas, larvas de mariposa
dorso de diamante, y afidos. Insecticida, repelente, nematicida y efectivo

contra garrapatas. Veneno de contacto y estomacal ©.

Figura 4. MAMEY
Mammea americana



1.3.5 Generalidades sobre la especie botanica Nicotiana tabacum “Tabaco”,

familia: Solanaceae & 9,

a) Clasificacion taxonémica “®:
Reino: Plantae
Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Simpétalas
Orden: Solanales
Familia: Solanaceas
Geénero: Nicotiana

Especie: tabacum

b) Descripcion: Es una hierba anual, de raiz fibrosa, y de hasta 2 metros de
altura. Las hojas son alternas, sésiles y ovaladas; el aroma de las hojas
secas del tabaco es debido a la pequeiia cantidad de alcanfor de tabaco o

nicotianina (Vauquelin, 1809; Hermbstadt, 1823) ©©),



c) Composicion quimica y toxicidad: ElI género Nicotiana comprende 66
especies las cuales son ricas en alcaloides. Las propiedades toxicas de las
hojas del tabaco se deben al alcaloide nicotina descubierto por Posselt y
Reimann, en 1828. Este alcaloide se encuentra unido en las hojas a los
acidos citrico y malico ®®. Es una planta insecticida, repelente, funguicida y

acaricida. Veneno respiratorio, de contacto y estomacal 2.

Figura 5. TABACO
Nicotiana tabacum

1.4 Cromatografia ©.

Los métodos de analisis cromatografico son métodos que permiten separar las
sustancias o aislarlas de un medio mas o0 menos complejo. Junto con los sistemas

de deteccion, la cromatografia se utiliza mucho en andlisis cualitativo y



cuantitativo. Tsewtt publicé la primera descripcion de un sistema cromatografico
en 1906. este autor utilizé ese método para separar pigmentos coloreados de las
plantas. Puso los extractos de la planta en una columna de vidrio llena de
carbonato de calcio y después verti6 un solvente organico; los diferentes
pigmentos se separaron en funcion de su afinidad relativa por el carbonato de
calcio o el solvente organico. Esta experiencia muestra el principio mismo de la

cromatografia que comprende dos fases:

a) Una fase estacionaria fija: la fase estacionaria soOlida puede estar sobre
dentro de una “columna” (pyrex, metal, etc.) o recubrir una placa (vidrio u
hoja de aluminio), como fase sélida puede usarse gel de silice o alimina.

b) Una fase movil que se desplaza hacia el interior de la matriz que forma la
fase estacionaria. La fase movil es siempre fluida: gas o liquido. Conforme
se desplaza la fase movil, las moléculas son arrastradas; la velocidad de
migracion es funcion de la diferencia de afinidad entre las fases
estacionaria y movil. La fase movil migra por capilaridad, gravedad y por

presion.

La cromatografia se basa en una serie de cambios entre la fase estacionaria y la
fase movil. Entre mayor sea la afinidad de las sustancias por la fase estacionaria,

mayor es la retencion de las mismas.



1.4.1 Sistemas de solventes que pueden utilizarse para los compuestos de las

especies botanicas investigadas en este estudio 1

a) Alcaloides: acetona/agua/amoniaco (90:7:3)
b) Coumarinas: cloroformo/metanol (9:1)
c) Flavonoides: acetato de etilo/acido formico/agua/metanol (10:2:2:1)

d) Saponinas: n-butanol/agua/acido acético (4:1:1)

Tabla 1. Efectos toxicos de las diez especies botanicas en estudio.

PLANTA PARTE A EFECTO
USAR
Ajo (Allium sativum) Bulbo Contacto, antialiment.
Aguacate (Persea americana) Semilla Repelente, antialiment.
Cardo Santo (Argemone mexicana) Hojas Antialimentario
Chile picante (Capsicum annuum) Fruto Repelente
Guanaba (Annona muricata) Semilla Antialimentario
Maguey (Agave americana) Hojas Contacto
Mamey (Mammea americana) Semilla Contacto, antialiment
Marafion (Anacardium occidentale) Fruto Contacto
Tabaco (Nicotiana tabacum) Hojas Contacto
Tempate (Jatropha curcas) Hojas Antialimentario
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2. METODOLOGIA

2.1 Universo

El universo de la siguiente investigacion esta constituido por el recurso vegetal de
las plantas de loroco (Fernaldia pandurata Woodson) inoculadas con el afido

(Aphis nerii Boyer de Fonscolombe).

2.2 Disefio y tamafo de la muestra

El método a utilizar para la seleccion de las plantas de loroco para realizar las
pruebas es el método de muestreo aleatorio simple, ya que la poblacion de plantas
de loroco es pequefia, 200 plantas, y lo que se hace es numerar las plantas de 1 a
200, colocar los numeros dentro de una caja para seleccionarlos al azar hasta
alcanzar la muestra de 21 plantas para el andlisis de los cinco extractos

seleccionados (3 plantas por cada tratamiento).

2.3 Investigacién bibliografica sobre especies botanicas con propiedades

insecticidas.

Realizar un estudio bibliografico en las bibliotecas de las facultades de Quimica y
Farmacia y Ciencias Agrondmicas y referencias encontradas en Internet; sobre

plantas presentes en El Salvador y con propiedades insecticidas.



2.4 Etapa experimental:

Actividades:

2.4.1 Crianza de las colonias de afidos (Aphis nerii Boyer de

Fonscolombe).

2.4.2 Seleccion de las diez especies botanicas a probar.
2.4.3 Preparacion de los extractos botanicos.
2.4.4 Ensayo preliminar de la actividad insecticida de los extractos de diez

especies botanicas en estudio.
2.4.5 Aplicacion de los extractos de las cinco especies botanicas

seleccionadas.

2.4.6 Evaluacion del dafio morfolégico al loroco.
2.4.7 Andlisis fitoquimico.
2.4.8 Determinacion mediante cromatografia de capa fina la absorcion de

los componentes de los extractos botanicos por el loroco.

2.4.1 Crianza de las colonias de &afidos

De una planta de loroco infestada recolectar una colonia de treinta afidos adultos,
de esta colonia colocar seis afidos a cinco plantitas de loroco de tres meses de
edad. Esto con el propésito de establecer colonias de afidos en estas plantas. (Ver

anexo 4, esquema 1).



2.4.2 Seleccion de las diez especies botanicas a probar.

A partir de la investigacion bibliografica realizada se han seleccionado las

siguientes especies boténicas:

Tabla 2. Plantas seleccionadas para la prueba preliminar.

PLANTA PARTE A USAR PESO

Ajo (Allium sativum) Bulbo 150g
Aguacate (Persea americana) Semilla 1509
Cardo Santo (Argemone mexicana) Hojas 300g
Chile picante (Capsicum annuum) Fruto 100g
Guanaba (Annona muricata) Semilla 100g
Maguey (Agave americana) Hojas 3009
Mamey (Mammea americana) Semilla 2509
Marafidn (Anacardium occidentale) Fruto 100g
Tabaco (Nicotiana tabacum) Hojas 200g
Tempate (Jatropha curcas) Hojas 300g

2.4.3 Preparacion de extractos boténicos.

Todo el material vegetal empleado en la preparacion de los extractos es utilizado

en forma fresca, a excepcién del tabaco que se utiliza en forma seca.



a)

b)

Fragmentacion del material vegetal.

Colocar los fragmentos obtenidos en frascos de vidrio de color ambar y
cubrirlos con etanol de 90° y dejar macerar por tres dias, tres veces
consecutivas en un total de nueve dias, unir los liquidos resultantes de la
maceracion, filtrarlos y concentrarlos al vacio a una temperatura de 40°C.
Aforar el concentrado con etanol de 90° a volumen exacto (concentracion
de 100%).

Diluir cada extracto con agua para preparar las concentraciones de 10% y

20% v/v. (Ver anexo 4, esquema 2).

2.4.4 Ensayo preliminar de la actividad insecticida de los extractos de diez

especies botanicas en estudio.

Este ensayo se realizé a principios del mes de junio de 2002, a temperatura

ambiente de 28°C, se evaluaron los diez extractos botanicos de las diluciones de

10% y 20% en agua.

a)

b)

Colocar en veinte plantas de loroco, una planta para cada tratamiento y
cada una con seis hojas verdaderas, diez afidos adultos de la especie Aphis
nerii Boyer de Fonscolombe y dejarlos por espacio de una hora para que se
adapten a la planta.

Luego de transcurrida la hora asperjar los extractos diluidos al 10% vy al
20%. Transcurridas 24 horas realizar un conteo de los insectos que quedan

vivos en cada planta, de este ensayo seleccionar los cinco extractos



botanicos que presenten mayor efectividad y la mejor concentracion contra

el afido. (Ver anexo 4, esquema 3).

2.4.5 Aplicacion de los extractos botanicos de las cinco especies botanicas

seleccionadas.

Del ensayo de la actividad insecticida de los diez extractos botanicos en estudio se
seleccionaron las especies botanicas de: aguacate (Persea americana), ajo
(Allium sativum), Cardo santo (Argemone mexicana), mamey (Mammea

americana) y tabaco (Nicotiana tabacum).

Segun la figura 6, se colocaron veintitn plantas de loroco, tres plantas para cada
tratamiento, y a cada una se le coloc6 un recolector circular de plastico en la base

de la planta para recoger los afidos que cayeran muertos. (Ver anexo 1).

Colocar en cada planta de loroco diez afidos adultos de la especie Aphis nerii
Boyer de Fonscolombe y dejarlos una hora para que se adapten a la nueva planta.
Luego asperjar los extractos de las cinco especies seleccionadas y un insecticida
comercial de comparacion denominado Valoran (utilizado por los agricultores a las
concentraciones de 1% y 5%). Enseguida realizar el conteo de numero de afidos
vivos en cada planta en intervalos de 2, 4, 6, 10, 12 y 24 horas después de la
aspersion. Después de realizar el recuento de afidos vivos y muertos, analizar los

resultados obtenidos mediante un analisis de varianza (ANVA). (Ver anexo 8).
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Figura 6. Esquema de distribucion de las plantas de loroco
para el segundo tratamiento en un campo de 8 x 10 m.

2.4.6 Evaluacion del dafio morfolégico de la planta de loroco (Fernaldia pandurata

Woodson) por los extractos botanicos.

Al realizar las aspersiones de los extractos de las diez especies boténicas,
observar las plantas de loroco para ver si algun extracto causa dafio a la planta.

Como dafio se entiende: quemaduras de las hojas, marchitez de la planta,

deformacion de hojas tiernas, muerte de la planta. (Ver tabla 4).

2.4.7 Andlisis fitoquimico

Para el analisis fitoquimico utilizar los extractos concentrados de las cinco
especies botanicas seleccionadas, a cada una de estos realizarles las pruebas de
identificacion de: alcaloides, compuestos azufrados, compuestos fendlicos,
coumarinas, flavonoides y saponinas. Para la preparacion de reactivos. (Ver anexo

5).



- Alcaloides: Para extraer alcaloides de la muestra tomar 5 mL del extracto
concentrado, alcalinizarlo con amoniaco al 10% hasta pH = 8 y extraerlo con dos
porciones de 5 mL de cloroformo, unir las dos porciones y concentrarlas a 3 mL,
después extraer esta con 6 mL de HCI al 10% y dividirla en tres porciones de 2
mL. A cada una de estas afadir 2 gotas de los siguientes reactivos para

identificar alcaloides: Dragendorff, Mayer y Wagner ¢ 2%,

- Compuestos azufrados: (Esta es una prueba exclusiva para el extracto de ajo).

Tomar 3 mL del extracto de ajo, concentrar y evaporar a sequedad en un tubo de
ensayo, afadirle un trocito de sodio metalico y llevarlo al rojo por 2 minutos,
después dejar enfriar, afladir 1mL de metanol y enseguida 5 mL de agua,

filtrarlo, dividir el filtrado en 2 partes y realizarles las siguientes pruebas ©:

Prueba A: A una porcion del filtrado afiadir 2 gotas de nitroprusiato de sodio

al 0.5% y observar el color.

Prueba B: A la otra porcion afadir 5 gotas de acetato de plomo al 5% y

observar la reacciéon que tiene lugar.

- Compuestos fendlicos & &

Prueba de cloruro férrico: Tomar 5 mL del extracto concentrado, afadirle 2

gotas de FeCl; al 5% y observar el color formado.

Copulacién: A 5 mL del extracto concentrado, agregarle 2 mL de solucion

de hidréxido de sodio al 10%, luego afiadirle 2 mL de una solucién fria de



cloruro de fenildiazonio (clorhidrato de anilina diazoado, ver anexo 5) y

observar el color formado.

- Coumarinas: Para determinar la presencia del anillo lactonico realizar las

siguientes pruebas & 2

Prueba A: Tomar 5 mL del extracto concentrado y afiadir 2 mL de hidroxido
de sodio al 10%, observar el color, luego neutralizarlo con HCI 10% y

observar el color formado.

Prueba B: Tomar 1 mL del extracto concentrado, mezclarlo con 1 mL de
clorhidrato de hidroxilamina 0.5N en etanol de 90° y 0.2 mL de hidréxido de
sodio acuoso 6N, calentar a ebullicion y dejar enfriar un poco, después
acidificar con 2mL de HCI 1IN y 1mL de etanol de 90° y después afadir 1

gota de FeCls al 5%, observar el color formado.

Prueba C: Una tercera prueba para el anillo lacténico es la prueba de Legal:
Tomar 2 mL del extracto concentrado, evaporar a sequedad y afadir 3
gotas de piridina, 3 gotas de nitroprusiato de sodio al 0.5% y 2 gotas de

hidroxido de sodio 2N y observar el color formado.

- Flavonoides ¢ % 29

Prueba de Shinoda: Tomar 5 mL del extracto concentrado y colocarle un
trocito cinta de magnesio de 0.5 cm de largo y afadirle 5 gotas de HCI

concentrado y observar el color desarrollado.



- Saponinas

2.4.8

1,9, 26).

Liebermann-Burchard: Tomar una porcion de 2 mL del extracto concentrado
a sequedad y disolverlo en 3 mL de cloroformo, enfriarlo a 0°C, luego afadir
1mL de anhidrido acético, agitar y afiadir por las paredes 2 mL de acido

sulfurico concentrado y observar los colores que se forman.

Salkowski: Tomar 2mL del extracto concentrado, disolverlo en 5 mL de
cloroformo, enfriarlo a 0°C, afiadirle 2mL de &cido sulfarico concentrado por

las paredes y observar los colores formados.

Espuma: Para la prueba de la espuma mezclar 2 mL del extracto
concentrado con 5 mL de agua, colocarlo en un tubo de ensayo y agitarlo

fuertemente, observar si hay formacion de espuma.

Determinacién mediante cromatografia de capa fina la absorcion de los

componentes de los extractos botanicos por el loroco.

Una vez realizado el ensayo de los extractos con mayor actividad insecticida, se

seleccionan los dos mas efectivos, siendo estos tabaco (Nicotiana tabacum) y

mamey (Mammea americana) al 20%, comparados con el insecticida Valoran al

5%, con el objeto de determinar si los componentes de los extractos penetran o0 no

a la planta de loroco.

Paso 1: Asperjar una vez por semana, durante un mes, tres plantas de loroco sin

tratamiento previo, en la cuarta semana colocar veinte afidos a cada planta. A las

veinticuatro horas de realizar la aspersion, recoger los &fidos muertos y



macerarlos en un tubo de ensayo con etanol de 90° por tres dias, tres veces
consecutivas. Este mismo procedimiento efectuarlo con afidos no tratados. (Ver

esquema 4, anexo 4).

Paso 2: Después de tres dias de realizada la ultima aspersion recoger las hojas de
loroco tratado, macerar en etanol de 90° durante tres dias, tres veces

consecutivas. Repitiendo este proceso para hojas de loroco no tratado.

Paso 3: Unir los liquidos resultantes de las maceraciones, filtrarlos y concentrarlos

al vacio.

Paso 4: En placas cromatograficas de 20 x 20 cm, cubiertas con gel de silice
FGas4, inyectar 10 pL de los extractos obtenidos en el paso 3 (ver figura 7),
introducirlas en camaras cromatograficas y dejar correr el sistema de solventes
(Ver anexo 9) hasta las tres cuartas partes de la placa. Dejar secar y revelar bajo

luz UV a 254 nm y 365 nm.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

3.1Resultados.
3.1.1 Resultados obtenidos en la aplicacion preliminar.

Tabla 3. Resultados obtenidos de la aplicacién preliminar de extractos botanicos.
Al 10% y al 20%.

Extracto Nombre Cientifico % muerte a 24h|% muerte a 24h| Actividad
Dilucion al 10% | Dilucién al 20%
Aguacate Persea americana 40 60 +
Ajo Allium sativum 10 30 +
Cardo santo |Argemone mexicana 30 40 +
Chile picante |Capsicum annuum 0 0 -
Guanaba Annona muricata 0 0 -
Maguey Agave Americana 0 0 -
Mamey Mammea americana 100 100 +
Marafién Anacardium occidentale 100* 100* N/A
Tabaco Nicotiana tabacum 100 100 +
Tempate Jatropha curcas 0 0 +

+ = Extractos activos

- = Extractos no activos

N/A no aplicable

* = gl extracto de marafion a las concentraciones de 10% y 20% causa la muerte de la planta.

De la tabla anterior se escogieron las especies botanicas que presentaron
actividad contra el afido (Aphis nerii B. de F.), asi como la mejor concentracién a

utilizar que fue 20%, los extractos elegidos fueron: aguacate, ajo, cardo santo,

mamey y tabaco.



Tabla 4. Analisis de dafio morfolégico de las plantas de loroco luego de la
aplicacion preliminar de los extractos botanicos al 10 y 20%

Dafio Morfol6gico

Extracto

Quemaduras
de las hojas

Marchitez de
la planta

Deformacion de
hojas tiernas

Muerte
de la planta

Aguacate (Persea americana) al 10%

Aguacate (Persea americana) al 20%

Ajo (Allium sativum) al 10%

Ajo (Allium sativum) al 20%

Cardo santo (Argemone mexicana) al 10%

Cardo santo (Argemone mexicana) al 20%

Chile picante (Capsicum annuum) al 10%

Chile picante (Capsicum annuum) al 20%

Guanaba (Annona muricata) al 10%

Guanaba (Annona muricata) al 20%

Maguey (Agave americana) al 10%

Maguey (Agave americana) al 20%

Mamey (Mammea americana) al 10%

Mamey (Mammea americana) al 20%

Marafidn (Anacardium occidentale) al 10%

Marafidn (Anacardium occidentale) al 20%

Tabaco (Nicotiana tabacum) al 10%

Tabaco (Nicotiana tabacum) al 20%

Tempate (Jatropha curcas) al 10%

Tempate (Jatropha curcas) al 20%




3.1.2 Resultados de la aplicacion de los cinco extractos seleccionados.
Los datos que se presentan a continuacién son los datos obtenidos en la
aplicacion de los cinco extractos botanicos al 20% activos y Valoran a 1% y 5%
contra Aphis nerii.

Tabla 5. Promedios de mortalidad de los afidos en la aplicacion de extractos al
20% vy Valoran al 1% y 5%.

T I E M P O
EXTRACTOS 20% |# planta| 2 horas | 4 horas | 6 horas | 10 horas | 12 horas | 24 horas
Aguacate, semilla 1 2M/8V 3MI7TV 3MI7TV 3M/7V 4M/6V 6M/4V
2 2M/8V 2M/8V 2M/8V 2M/8V 2M/8V 5M/5V
3 1M/9V 2M/8V 2M/8V 2M/8V 3M/7v 6M/4V
Prom. 1.67 2.33 2.33 2.33 3.00 5.67
Ajo, dientes 1 om/10v | Oom/10V 1M/9V 1M/9V 2M/8V 2M/8V
2 om/10v 1M/9V 1M/9V 1M/9V 3M/7V 3M/7V
3 Om/10V | OM/10V | OM/10V 1M/9V 2M/8V 3MI7TV
% 0.00 0.33 0.67 1.00 2.33 2.67
Cardo santo, hojas 1 2M/8V 2M/8V 2M/8V 3M/7V 3MI7TV 5M/5V
2 om/10v 1M/9V 1M/9V 2M/8V 2M/8V 4amieV
3 1M/9V 1M/9V 1M/9V 2M/8V 2M/8V aM/6V
Prom 1.00 1.33 1.33 2.33 2.33 4.33
Mamey, semilla 1 4amleV 8M/2v oOM/1V oOM/1V 10M/0V | 10M/OV
2 5M/5V 8M/2V IM/1V IM/1V 10M/0V | 10M/0V
3 aM/6V oOM/1V IM/1V IM/1V 10M/0V | 10M/OV
Prom 4.33 8.33 9.00 9.00 10.00 10.00
Tabaco, hojas 1 oOM/1V 10mM/0vV | 10M/0V | 10M/OV | 10M/OV | 10M/OV
2 10M/0V | 10Mm/0V | 10M/OV | 10M/OV | 10M/OV | 10M/OV
3 10M/0V | 10M/0V | 10M/OV | 10M/OV | 10M/OV | 10M/OV
Prom 9.67 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
Valoran 1% 1 1M/9V 1M/9V 1M/9V 3MI7V 3MI7TV 3M/7V
2 Om/10V | OM/10V | OM/10V 2M/8V 2M/8V 2M/8V
3 omM/10V | OM/10V | OM/10V 2M/8V 2M/8V 2M/8V
Prom. 3.33 3.33 3.33 23.33 2.33 2.33
Valoran 5% 1 1M/9V 2M/8V 2M/8V 4amieV 4M/6V TM/3V
2 1M/9V 1M/9V 1M/9V 2M/8V 2M/8V 8M/2V
3 1M/9V 1M/9V 1M/9V 2M/8V 2M/8V 8M/2V
Prom. 1.00 1.33 1.33 2.67 2.67 7.67

M = afidos muertos

V = afidos vivos




Tabla 6. Porcentajes de mortalidad de los &fidos en de los afidos en la aplicacién
de extractos al 20% vy Valoran al 1% y 5%.

T [ E M P O
EXTRACTOS 20% 2 horas 4 horas 6 horas | 10 horas | 12 horas | 24 horas

Aguacate, semilla 16.67 23.33 23.33 23.33 30.00 56.67
Ajo, dientes 0.00 3.33 6.67 10.00 23.33 26.67

Cardo santo, hojas 10.00 13.33 13.33 23.33 23.33 43.33
Mamey, semilla 43.33 83.33 90.00 90.00 100.00 100.00

Tabaco, hojas 96.67 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
Valoran 1% 3.33 3.33 3.33 23.33 23.33 23.33
Valoran 5% 10.00 13.33 13.33 26.67 26.67 76.67

Gréfico 1. Grafico de lineas que representa el porcentaje de mortalidad de
afidos utilizando los cinco extractos boténicos. Basado en la
tabla 6.

—O— Aguacate
—O—Ajo

—2/— Cardo santo
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Gréfico 2. Gréafico de lineas que representa el porcentaje de mortalidad de afidos
utilizando el insecticida de comparacién Valoran al 1% y 5%. Basado

en la tabla 6.
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3.1.3 Resultados obtenidos del andlisis fitoquimico de los cinco extractos

seleccionados.

Tabla 7. Resumen general sobre resultados del analisis fitoquimico de los
extractos botanicos

Extracto Reacciones Aguacate | Ajo | Cardo [Mamey| Tabaco | Valoran
Pruebas santo
Dragendorff - - + - + -
Alcaloides Mayer - - + - + -
Wagner - - + - + -
Compuestos
fendlicos FeCl3 5% + - - + - -
Copulacién + - - + - -
Coumarinas Anillo lactonico (NaOH) - - - + - -
Anillo lacténico (NaOH/HCI) - - - + - -
Anillo lacténico « - - - + - -
Anillo lactonico «, - - - + - -
Flavonoides Shinoda - - - - - -
Espuma + - - - - -
Saponinas Liebermann-Burchard + - - - - +
Salkowski + - - - - +

Prueba (+) para alcaloides es la formacién de precipitados.

Prueba (+) para compuestos fendlicos es la formacién de coloraciones.

Prueba (+) para coumarinas es la formacién de color amarillo que desaparece al acidular.

Prueba (+) para saponinas es la formacién de anillos coloreados o espuma estable.

+1, prueba utilizando piridina, nitroprusiato de sodio 0.5% e hidréxido de sodio 2N.

+, prueba utilizando clorhidrato de hidroxilamina 0.5N, hidroxido de sodio 6N, cloruro férrico 5% y
acido clorhidrico 1N.




Tabla 8. Resultados obtenidos para determinar la
presencia de azufre en el extracto de

aJo.
Extracto Prueba Resultado
Nitroprusiato de sodio +
Ajo
acetato de plomo +

Prueba (+) de nitroprusiato de sodio es la formacién de un color

violeta.

Prueba (+) de acetato de plomo es la formacion de un
precipitado negro.

Nota: Para estas prueba se requirid la fusion previa del extracto
desecado junto con un trocito de sodio metalico.




3.1.4 Datos obtenidos de la prueba de homogeneidad de varianza de Cochran.

Tabla 9. Valores obtenidos de Cochran calculado (Ver tabla
de valores criticos de Cochran en anexo 7 y
calculo de Cochran en anexo 8). Los datos de
plantas son nimero de afidos muertos.

Cochran calculado a las 2 horas después del tratamiento

Plantal | Planta 2 | Planta 3 Desviacién | Varianza
Tipica
Tratamientos
Aguacate 2 2 1 0.5774 0.3333
Ajo 0 0 0 0.0000 0.0000
Cardo santo 2 0 1 1.0000 1.0000
Mamey 4 5 4 0.5774 0.3333
Tabaco 9 10 10 0.5774 0.3333
Valoran 1% 1 0 0 0.5774 0.3333
Valoran 5% 1 1 1 0.0000 0.0000
Cochran calculado 0.4286
Cochran Tabla 0.7271

Cochran calculado a las 4 horas después del tratamiento

Planta 1 | Planta 2 | Planta 3 Desviaciéon Varianza
Tipica
Tratamientos
Aguacate 3 2 2 0.5774 0.3333
Ajo 0 1 0 0.5774 0.3333
Cardo santo 2 1 1 0.5774 0.3333
Mamey 8 8 9 0.5774 0.3333
Tabaco 10 10 10 0.0000 0.0000
Valoran 1% 1 0 0 0.5774 0.3333
Valoran 5% 2 1 1 0.5774 0.3333
Cochran calculado 0.1667
Cochran Tabla 0.7271

Cochran calculado a las 6 horas después del tratamiento

Planta 1 | Planta 2 | Planta 3 Desviaciéon Varianza
Tipica
Tratamientos
Aguacate 3 2 2 0.5774 0.3333
Ajo 1 1 0 0.5774 0.3333
Cardo santo 2 1 1 0.5774 0.3333
Mamey 9 9 9 0.0000 0.0000
Tabaco 10 10 10 0.0000 0.0000
Valoran 1% 1 0 0 0.5774 0.3333
Valoran 5% 2 1 1 0.5774 0.3333
Cochrancalculado 0.2000
Cochran Tabla 0.7271




Tabla 9. Continuacién:

Valores obtenidos de Cochran

calculado (Ver tabla de valores criticos de
Cochran en anexo 7 y calculo de Cochran en
anexo 8). Los datos de plantas son numero de
afidos muertos

Cochran calculado a las 10 horas después del tratamiento

Planta 1l | Planta 2 | Planta 3 Desviacion Varianza
Tipica
Tratamientos
Aguacate 3 2 2 0.5774 0.3333
Ajo 1 1 1 0.0000 0.0000
Cardo santo 3 2 2 0.5774 0.3333
Mamey 9 9 9 0.0000 0.0000
Tabaco 10 10 10 0.0000 0.0000
Valoran 1% 3 2 2 0.5774 0.3333
Valoran 5% 4 2 2 1.1547 1.3333
Cochrancalculado 0.5714
Cochrantabla 0.7271

Cochran calculado a las 12 horas después del tratamiento

Planta 1 | Planta 2 | Planta 3 Desviaciéon Varianza
Tipica
Tratamientos
Aguacate 4 2 3 1.0000 1.0000
Ajo 2 3 2 0.5774 0.3333
Cardo santo 3 2 2 0.5774 0.3333
Mamey 10 10 10 0.0000 0.0000
Tabaco 10 10 10 0.0000 0.0000
Valoran 1% 3 2 2 0.5774 0.3333
Valoran 5% 4 2 2 1.1547 1.3333
Cochran calculado 0.4000
Cochrantabla 0.7271

Cochran calculado a las 24 horas después del tratamiento

Planta 1l | Planta 2 | Planta 3 Desviacion Varianza
Tipica
Tratamientos
Aguacate 6 5 6 0.5774 0.3333
Ajo 2 3 3 0.5774 0.3333
Cardo santo 5 4 4 0.5774 0.3333
Mamey 10 10 10 0.0000 0.0000
Tabaco 10 10 10 0.0000 0.0000
Valoran 1% 3 2 2 0.5774 0.3333
Valoran 5% 7 8 8 0.5774 0.3333
Cochrancalculado 0.2000
Cochrantabla 0.7271




3.1.5 Datos obtenidos de la prueba del andlisis de varianza (ANVA).

Tabla 10. Resumen de los resultados obtenidos del analisis de
varianza.(Ver anexo 8)

Andlisis de varianza a las 2 horas de aplicados los tratamientos

Suma de Cuadrados | Grados de libertad |Varianza F
Tratamientos 212.476 6 35.413 | 106.238
Error 4,667 14 0.333
Andlisis de varianza a las 4 horas de aplicados los tratamientos
Suma de Cuadrados | Grados de libertad |Varianza F
Tratamientos 289.143 6 48.190 | 168.667
Error 4.000 14 0.286
Andlisis de varianza a las 6 horas de aplicados los tratamientos
Suma de Cuadrados | Grados de libertad |Varianza F
Tratamientos 303.810 6 50.635 | 212.667
Error 3.333 14 0.238
Analisis de varianza a las 10 horas de aplicados los tratamientos
Suma de Cuadrados | Grados de libertad |Varianza F
Tratamientos 239.143 6 39.857 | 119.571
Error 4,667 14 0.333
Analisis de varianza a las 12 horas de aplicados los tratamientos
Suma de Cuadrados | Grados de libertad |Varianza F
Tratamientos 240.000 6 40.000 | 84.000
Error 6.667 14 0.476
Analisis de varianza a las 24 horas de aplicados los tratamientos
Suma de Cuadrados | Grados de libertad |Varianza F
Tratamientos 186.476 6 31.079 | 130.533
Error 3.333 14 0.238




3.1.6 Datos obtenidos de la prueba de significacion (F de Fisher).

Tabla 11. Resumen de los valores obtenidos de F calculada
(Ver tabla F en anexo 7 y calculo para F en anexo

8).
Periodo F calculado Acepta H, 0 H.
2 horas 106.24 Se acepta H
4 horas 168.67 Se acepta H
6 horas 212.67 Se acepta H
10 horas 119.57 Se acepta H
12 horas 84.00 Se acepta H
24 horas 130.53 Se acepta H

F tabla al 5% de probabilidad = 2.8477
H = hay diferencias entre los tratamientos (Hipotesis alternativa).

Ho = no hay diferencias entre los tratamientos (Hip6tesis nula).

Si F calculado es mayor a F tablas se acepta la hipétesis alternativa (H) de que

hay diferencias entre los tratamientos del loroco con los extractos boténicos.



3.1.7 Resultados obtenidos para la determinacién de la efectividad de los cinco

extractos botanicos utilizados.

Tabla 12. Resultados obtenidos a las dos horas de aplicados los extractos al 20%.

Tabaco | Mamey | Aguacate |Valoran 5% |Cardo santo|Valoran 1%| Ajo
medjas| 9.67 4.33 1.67 1.00 1.00 0.33 0.00
Ajo 0.00 9.67* 4.33* 1.67* 1.00 0.67 0.33
Valoran 1% | 0.33 9.33* 4.00* 1.33*
Cardo santo| 1.00 8.67* 3.33* 0.67
Valoran 5% | 1.00 8.67* 3.33*
Aguacate | 1.67 8.00* 2.67*
Mamey 4.33 5.33*
Tabaco 9.67

Error experimental = 0.333

DMS =1.15

Los datos marcados con asterisco (*) son significativos por ser mayores que el DMS, es decir que
son mejores a los tratamientos con los que se comparan.

Tabla 13. Resultados obtenidos a las cuatro horas de aplicados los extractos al

20%.
Tabaco | Mamey | Aguacate |Valoran 5% |Cardo santo|Valoran 1%| Ajo
medjas| 10.00 8.33 2.33 1.33 1.33 0.33 0.33
Ajo 0.33 9.67* 8.00* 2.00* 1.00 1.00
Valoran 1% | 0.33 9.67* 8.00* 2.00* 1.00 1.00
Cardo santo| 1.33 8.67* 7.00* 1.00
Valoran 5% | 1.33 8.67* 7.00* 1.00
Aguacate | 2.33 7.67* 6.00*
Mamey 8.33 1.67*
Tabaco 10.00

Error experimental = 0.286

DMS=1.07

Los datos marcados con asterisco (*) son significativos por ser mayores que el DMS, es decir que
son mejores a los tratamientos con los que se comparan.




Tabla 14. Resultados obtenidos a las seis horas de aplicados los extractos al 20%.

Tabaco | Mamey | Aguacate |Cardo santo|Valoran 5%| Ajo |Valoran 1%

medias| 10.00 9.00 2.33 1.33 1.33 0.67 0.33
Valoran 1% | 0.33 | 9.67* | 8.67* 2.00* 1.00* 1.00* 0.33
Ajo 0.67 | 9.33* | 8.33* 1.67* 0.67 0.67

Valoran5% | 1.33 | 8.67* | 7.67* 1.00*
Cardo santo| 1.33 | 8.67* 7.67* 1.00*
Aguacate | 2.33 | 7.67* 6.67*
Mamey 9.00 | 1.00*
Tabaco 10.00

Error experimental = 0.238

DMS =0.98

Los datos marcados con asterisco (*) son significativos por ser mayores que el DMS, es decir que
son mejores a los tratamientos con los que se comparan.

Tabla 15. Resultados obtenidos a las diez horas de aplicados los extractos al

20%.
Tabaco | Mamey |Valoran 5%| Aguacate |Cardo santo|Valoran 1%| Ajo
medias| 10.00 9.00 2.67 2.33 2.33 2.33 1.00
Ajo 1.00 9.00* 8.00* 1.67* 1.33* 1.33* 1.33*
Valoran 1% | 2.33 7.67* 6.67* 0.33
Cardo santo| 2.33 7.67* 6.67* 0.33
Aguacate | 2.33 7.67* 6.67* 0.33
Valoran 5% | 2.67 7.33* 6.33*
Mamey 9.00 1.00
Tabaco 10.00

Error experimental = 0.333

DMS =1.15

Los datos marcados con asterisco (*) son significativos por ser mayores que el DMS, es decir que
son mejores a los tratamientos con los que se comparan.



Tabla 16. Resultados obtenidos a las doce horas de aplicados los extractos al

20%.
Tabaco | Mamey | Aguacate |Valoran 5% |Cardo santo] Ajo |Valoran 1%
medjas| 10.00 | 10.00 3.00 2.67 2.33 2.33 2.33
Valoran 1% | 2.33 | 7.67* | 7.67* 0.67 0.33
Ajo 233 | 7.67* | 7.67* 0.67 0.33
Cardo santo| 2.33 | 7.67* | 7.67* 0.67 0.33

Valoran5% | 2.67 | 7.33* | 7.33* 0.33
Aguacate | 3.00 | 7.00* 7.00*
Mamey 10.00
Tabaco 10.00

Error experimental = 0.476

DMS =1.38

Los datos marcados con asterisco (*) son significativos por ser mayores que el DMS, es decir que
son mejores a los tratamientos con los que se comparan.

Tabla 17. Resultados obtenidos a las veinticuatro horas de aplicados los extractos
al 20%.

Tabaco | Mamey |Valoran 5%| Aguacate |Cardo santo| Ajo |Valoran 1%

medias| 10.00 | 10.00 7.67 5.67 4.33 2.67 2.33
Valoran 1% | 2.33 | 7.67* | 7.67* 5.33* 3.33* 2.00* 0.33
Ajo 2.67 | 7.33* | 7.33* 5.00* 3.00* 1.67*
Cardo santo| 4.33 | 5.67* 5.67* 3.33* 1.33*

Aguacate | 5.67 | 4.33* 4.33* 2.00*
Valoran5% | 7.67 | 2.33* | 2.33*
Mamey 10.00
Tabaco 10.00

Error experimental = 0.238

DMS =0.98

Los datos marcados con asterisco (*) son significativos por ser mayores que el DMS, es decir que
son mejores a los tratamientos con los que se comparan.

NOTA: Para ver como se obtuvieron estos datos ver anexo 8.



3.1.8 Resultados obtenidos de la determinacion de absorcion de los

componentes de los extractos botanicos por el loroco.

Para la realizacion de estas pruebas se utilizé la camara de luz UV Chromato-VUE
C-706. y como revelador luz UV a las longitudes de onda de 254 nm y a 365 nm.

Esto con la finalidad de observar las manchas a distintas longitudes de onda.

Tabla 18. Resumen de los Rf de las manchas de extractos de
mamey, afidos y loroco con sus colores en luz UV. El
sistema de solventes: cloroformo/metanol 9:1

Color en luz | Color en luz
Extractos  |Nombre de mancha Rf UV a 254nm |UV a 365nm
MAM-1 0.43 No aparece | Celeste
Mamey * MAM-2 0.72 Verde oscuro| Azul-celeste
MAM-3 0.86 Verde oscuro Lila
LTM-1 0.52 No aparece Rojo
Loroco LTM-2 0.70 No aparece Rojo
Tratado ° LTM-3 0.79 Verde oscuro Rojo
LTM-4 0.85 Verde oscuro Rojo
LTM-5 0.90 Verde oscuro Rojo
LNT-1 0.52 No aparece Rojo
Loroco no LNT-2 0.7 No aparece Rojo
Tratado ° LNT-3 0.79 Verde oscuro Rojo
LNT-4 0.85 Verde oscuro Rojo
LNT-5 0.90 Verde oscuro Rojo
Afidos tratados ° ATM-1 0.20 No aparece | Amarillo
ATM-2 0.27 No aparece | Amarillo
Afidos no ANT-1 0.20 No aparece | Amarillo
Tratados ° ANT-2 0.27 No aparece | Amarillo
ANT-3 0.50 No aparece | Amarillo

* = Extracto al 20%
° = Extractos concentrados



Tabla 19. Resumen de los Rf de las manchas de extractos de
tabaco, afidos y loroco con sus colores en luz UV. El
acetona/agua/amoniaco:

sistema de
90:7:3

solventes:

Color en luz Color en luz
Extractos  |Nombre de mancha Rf UV a254nm | UV a365nm
Tabaco * TAB-1 0.43 No aparece Celeste
Loroco LTT-1 0.16 No aparece Rojo
Tratado ° LTT-2 0.90 Verde oscuro Rojo
LTT-3 0.99 Verde oscuro Rojo
Loroco LNT-1 0.90 Verde oscuro Rojo
no tratado ° LNT-2 0.99 Verde oscuro Rojo
Afidos tratados ° ATT-1 0.82 No aparece Amarillo
ATT-2 0.98 No aparece Amarillo
Afidos no ANT-1 0.82 No aparece Amarillo
Tratados ° ANT-2 0.98 No aparece Amarillo
* = Extracto al 20%
° = Extractos concentrados

Tabla 20. Resumen de los Rf de las manchas del insecticida
Valoran y de extractos de afidos y loroco con sus colores

en

luz UV. EI

benceno/acetona 1:2

sistema de solventes usado fue:

Color en luz Color en luz
Extractos Nombre de mancha Rf UVa254 nm | UV a365nm
Valoran * VAL-1 0.76 Verde oscuro Celeste
VAL-2 0.93 Verde oscuro Celeste
Loroco tratado ° LTV-1 0.94 Verde oscuro Rojo
Loroco no tratado ° LNT-1 0.94 Verde oscuro Rojo
ATV-1 0.13 No aparece Amarillo
Afidos tratados ° ATV-2 0.33 No aparece Amarillo
ATV-3 0.60 No aparece Amarillo
Afidos no ANT-1 0.13 No aparece Amarillo
tratados ° ANT-2 0.33 No aparece Amarillo
* = Extracto al 20%
° = Extractos concentrados

Ver cromatografias en anexo 9.




3.2Discusion de resultados
3.2.1 En la tabla 3, cuando se analizé la actividad insecticida de diez extractos
botanicos, seis mostraron actividad insecticida contra el afido del loroco.
Obteniéndose como resultado que la concentracion de los extractos al
20% fue mas efectiva que la concentracion al 10%. Los datos de
mortalidad de éafidos por extractos al 20% fueron: aguacate, 60%; ajo,
30%; cardo santo, 40%; mamey, 100%; marafién, 100% y tabaco, 100%.
Pero de estos extractos efectivos se tuvo que eliminar el extracto de
marafion, que aunque fue activo en el control del afido, causoé la muerte
de la planta de loroco a la que se aplicd. Esto también sucedi6é con la

concentracion al 10%.

3.2.2 Para realizar el analisis de varianza se debe realizar antes la prueba de
homogeneidad de varianzas de Cochran (ver tabla 9). En la cual se
divide el mayor valor obtenido de la varianza de los tratamientos a un
determinado periodo (a las 2, 4, 6, 10, 12 y 24 horas después del
tratamiento) por la sumatoria de las varianzas de todos los tratamientos.
Luego se compara el valor de la tabla de Cochran (con valoresde k =7y
n = 2) (ver anexo 7) con los valores obtenidos de la prueba y si estos son
menores que Cochran tabla, se dice que las varianzas son homogéneas y

se puede pasar al andlisis de varianza.



3.2.3 En latabla 11, se comparan los valores de F calculada con los valores de
F tablas (2.8477, que se obtiene al comparar 6 grados de libertad para el
numerador con 14 del error) para el nivel de 5% de probabilidad, porque
este nivel es el utilizado para pruebas que se realizan en los campos
agricolas; se observa que F calculada es mayor que dicho valor de F
tablas, lo cual indica que hay significacion estadistica; por lo tanto se
rechaza la hipotesis nula de que no existen diferencias entre los
tratamientos, esto quiere decir que existe uno 0 mas tratamientos mejores

gue los demas (H).

3.2.4 Los datos que se presentan de la tabla 12 a la 17, denominados cuadros
de doble entrada, son utilizados para determinar cuales extractos son
mejores que otros. Las medias son calculadas sumando el total de afidos
muertos en cada periodo y dividiéndolo por tres (nimero de plantas de
loroco por cada tratamiento con determinado extracto botanico), Los
resultados que tienen un asterisco son resultados significativos, es decir,
son mejores que el tratamiento al que se compara. Ejemplo: En el cuadro
de las dos horas podemos comparar la media del extracto de tabaco
(9.67) en la fila superior y lo restamos de la media de Valoran al 1%
(0.33), localizado en la segunda casilla de la columna 1, obtenemos un
resultado de 9.34, el cual es mayor que el DMS que es 1.15. Esto significa
que a las dos horas de aplicados los extractos el extracto de tabaco es
mas efectivo que el tratamiento con Valoran al 1%. Si el dato obtenido al

comparar otros dos valores es menor al DMS se dice que estos dos



tratamientos son estadisticamente iguales. Esto se puede observar al
comparar el dato de Cardo santo contra Ajo, el cual da un resultado de
1.00, el cual es menor a 1.15. Los cuadros de doble entrada se comparan
los comportamientos de los extractos a cada periodo después de la
aplicacién de los extractos para establecer un orden de mayor a menor
efectividad. La Diferencia Minima Significativa (DMS) es comun para
comparar la diferencia de cualquier par de medias. Se considera

significativo si |X; — Xz| > DMS.

3.2.5 El analisis fitoquimico reveld la presencia de alcaloides, compuestos
azufrados, compuestos fendlicos, coumarinas y saponinas. Observandose
gue la mayor mortalidad fue dada por los extractos botanicos que poseian
principios activos como los alcaloides y las coumarinas, aunque los
alcaloides presentes en el extracto de cardo santo no fueron muy toxicos

para los afidos con una mortalidad de menos de 50%. (Ver tablas 5y 6).

3.2.6 En las tablas 18, 19 y 20, donde se analiza si hay absorcion de los
componentes de los extractos botanicos por el loroco, se observé que el
mamey presentd tres manchas y el tabaco una, todas con colores
diferentes a las manchas de loroco tratado, las cuales son de color rojo a

luz UV de 365 nm; este color rojo es indicativo de la presencia de clorofila.



CAPITULO IV

CONCLUSIONES



4. CONCLUSIONES

4.1 De las diez especies botanicas analizadas, solo seis de ellas: aguacate, ajo,
cardo santo, mamey, marafon y tabaco; presentaron actividad contra el afido
del loroco (Aphis nerii), de las cuales se descarté el marafion por causar dafio

| (34),

morfoldgico a la planta, que puede ser debido a la presencia del cardo

gue es un compuesto fendlico.

4.2 La prueba de Cochran nos sirve para determinar si no se violan los
supuestos de homogeneidad de varianzas para poder realizar el analisis de
varianza (ANVA). El andlisis de varianza es una herramienta estadistica que
nos permite determinar si los tratamientos han sido efectivos; tiene la ventaja
de ser flexible y facil de planear, en cuanto a que puede utilizarse cualquier
namero de repeticiones por tratamiento, teniendo como Unica limitacion el

namero de unidades experimentales disponibles.

4.3 Al comparar los valores de F calculado con los valores de F tabla al 5%,
permite concluir que los diferentes tratamientos produjeron efectos
significativos en el control del afido, a un nivel de significacion del 5% de
probabilidad; por lo tanto se rechaza la hipétesis nula de que no existen
diferencias entre los tratamientos. Los valores altos de F nos indica cuantas
veces ha sido mas influyente el tratamiento que el error experimental para la

obtencion de datos de afidos muertos, con esto se comprueba que el error



experimental (operador, muestras, condiciones ambientales, etc.) no tuvo

gran influencia en los datos que se han obtenido.

4.4 La prueba de diferencia minima significativa nos permite determinar el orden
de efectividad de los tratamientos con extractos botanicos para el control del
afido Aphis nerii Boyer de Fonscolombe, presentando el siguiente orden:

tabaco, mamey, aguacate, cardo santo y ajo.

4.5 Los alcaloides y coumarinas son los probables compuestos responsables de
la actividad insecticida de los extractos de tabaco y mamey. Estos
constituyen los mejores extractos para eliminar la plaga de Aphis nerii Boyer

de Fonscolombe.

4.6 Los extractos botanicos tabaco y mamey, los mas téxicos para los afidos, no
son absorbidos por la planta de loroco, por lo que estos extractos se

consideran seguros para ser aplicados en este cultivo.

4.7 Los extractos de mamey y tabaco son insecticidas naturales que no podrian
representar peligro para: la ecologia, los seres humanos y para la planta de

loroco.



CAPITULO V

RECOMENDACIONES



5. RECOMENDACIONES

5.1 Al momento de aplicar el extracto de tabaco se recomienda tomar las

precauciones pertinentes sobre su uso.

5.2 Se recomienda la investigacion de otras partes del arbol de mamey para

evitar utilizar la semilla para no detener la propagacion de la especie.

5.3 Se recomienda que se continten los estudios de los extractos de tabaco y
mamey a diferentes concentraciones para determinar las concentraciones

minimas efectivas.

5.4 Es necesaria una estrategia de investigacion a escala para promover e
impulsar las investigaciones bioecologicas tendientes a identificar y valorar

las especies botanicas benéficas para el control de los insectos.

5.5 Debido a los peligros que representa el uso de plaguicidas, es recomendable
gue en el pais se establezcan legislaciones especificas para la bioseguridad,
para que el uso de plaguicidas se haga de acuerdo a normas de alta

seguridad.

5.6 Recomendar que en El Salvador no se descuiden las normas y directrices de

seguridad relacionadas con el uso de plaguicidas.



5.7 Realizar evaluaciones para saber si las especies vegetales con propiedades
plaguicidas solo eliminan a las plagas y no afectan a los organismos
benéficos (enemigos naturales).

5.8 Se recomienda el uso del método estadistico de andlisis de varianza cuando
se necesiten tomar decisiones sobre el comportamiento de tres o mas

tratamientos.

5.9 La Universidad de EI Salvador debe gestionar presupuesto para la
investigacion para continuar estudios con naturaleza cientifica de otras

especies botanicas en el control de plagas agricolas.



LISTA DE ABREVIATURAS



ANT = afidos no tratados.

ATM = afidos tratados con extracto de mamey.
ATT = afidos tratados con extracto de tabaco.
ATV = &fidos tratados con valoran.

°C = grados Celsius.

cm = centimetro.

DMS = diferencia minima significativa.

g = gramos.

H = Hipdtesis alternativa

Ho = Hipdtesis nula

Kg = kilogramo

LNT =loroco no tratado.

LTM =loroco tratado con extracto de mamey.
LTT =loroco tratado con extracto de tabaco.
LTV =loroco tratado con Valoran.

m = metros.

ML = microlitro.

MAM = mamey.

mL = mililitro.

msnm = metros sobre el nivel del mar.

nm = nanometro.

Prom. = promedio

Rf = coeficiente de reparto.



TAB = tabaco.

Tx = tratamiento.

UV = ultravioleta.

VAL = Valoran.
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Anexo 1

Modelo para la crianza de las colonias madre.

-
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P"4€—— Malla protectora

<— Cilindro plastico

<4— Bolsa con tierra

-

Modelo para la recoleccion de los afidos muertos

Q0 ¢
] <4— Planta de loroco
Y g con afidos
Recolector
~— —] de plastico




Anexo 2

Generalidades sobre la especie botanica Fernaldia pandurata W. “Loroco” Fam.

Apocynaceae &V,

Figura 8. Loroco (Fernaldia pandurata Woodson Apocynaceae)

Descripcion botanica de la especie Fernaldia pandurata W.

Clasificacion taxondmica ©:

Reino: Plantae
Subreino: Angiospermas
Clase: Magnoliatae
Subclase: Asteridae
Orden: Gentianales
Familia: Apocynaceae
Género: Fernaldia

Especie: Pandurata



Importancia

El loroco (Fernaldia pandurata Woodson) es un cultivo étnico que hasta hace algunos
afios solamente se encontraba en forma silvestre o cultivado en huertos caseros por
amas de casa y pequefos agricultores, sin una técnica adecuada de manejo, ni
considerando su valor nutritivo (ver tabla 19), comercial y sus multiples usos.

Hoy en dia muchos de los agricultores y exportadores han identificado el potencial de
este cultivo tanto en forma fresca como procesado y su posibilidad no solo de un
mercado interno, sino también de una comercializacion para el exterior,
principalmente a los Estados Unidos de América y Canada.

En 1998-1999 se exportaron 7,256 Kg con un valor de cerca de $56,790;
observandose que el loroco ha ingresado al grupo de productos de exportacion de El

Salvador ©,

Origen

Esta planta es de gran arraigo a nuestra cultura, pues nuestros antepasados ya la
conocian como “Quilite”, nombre con el que también se le conoce actualmente en
algunos lugares del pais. Esta palabra significa en lenguaje nahuatl “cogollo”, hierba

comestible (Geoffroy Rivas, 1970) ©.

Distribucion y habitat
Esta planta silvestre esta asociada a la selva de baja caducifolia y mediana
subcaducifolia, y se distribuye en nuestro pais de 0 a 800 msnm, especialmente en

las zonas central y occidental del pais (Flores, 1978). Sin embargo se esta cultivando



en Perquin, Morazan, a 1200 msnm, ampliandose la factibilidad de cultivarlo en otras
zonas.

El loroco se ha reportado en varios paises de Centro América y algunos estados del
sur de México, pero el Unico pais donde se consume desde sus origenes es en El

Salvador ©,

Caracteristicas botanicas

Raiz: La raiz del loroco es fibrosa y profunda, por lo que soporta las caniculas que se
presentan en el pais. Esta planta desarrolla rizomas cuando tiene aproximadamente
seis meses de edad y son ellos los que dan origen a los nuevos brotes cuando se

inicia la época lluviosa ©.
Tallo: el tallo es una enredadera delgada (tipo liana), débil, voluble, de color café ©.

Hojas: son oblongas, elipticas, opuestas con los bordes externos un poco ondulados,
con dimensiones de 4 a 22 cm de largo y de 1.5 a 12cm de ancho. El haz por lo

general es liso y el envés puede ser pubescente o glabro ©.

Flor: la inflorescencia se da en racimos y cada uno de ellos posee de 10 a 32 flores,
dando un promedio de 25 por racimo, cada racimo pesa aproximadamente un gramo,
la flor es la parte aprovechable en la alimentacidon humana, la época en que la planta
produce flores es de mayo a octubre, aunque si existe riego produce flores durante 10

meses al afio ©.

Fruto: la infrutescencia esta compuesta por 1, 2 o mas foliculos, que estan adheridos

a un pedunculo. Cuando el fruto estéa tierno es de color verde y cambia a café oscuro



al madurar. Este foliculo puede tener diferentes formas: cilindrico, alargado o recto o
curvado hacia adentro; estos pueden alcanzar una longitud de hasta 34cmy entre 5y

6mm de diametro ©.

Semilla: tiene una longitud entre 1.4 y 1.6cm y un diametro de entre 2 y 3mm, con
gran cantidad de vilanos (pelos algodonosos), en el extremo, que facilitan su
dispersion por el viento. El porcentaje de germinacion de la semilla puede llegar a
90%, el periodo de germinacion es de 10 a 15 dias, aunque en zonas con

temperaturas mayores de 30°C puede bajar de 5 a 8 dias ©.

Tabla 21. Contenido nutricional del Loroco por cada 100 g de flores frescas

Componente Contenido
valor energético 32 cal
Humedad 89.2¢g
Proteinas 269
Grasa 0.2g
Carbohidratos l4g
Fibra l4g
Cenizas 129
Calcio 58 mg
Fosforo 46 mg
Hierro 1.1 mg
vitamina A activada 55 mg
Tiamina 0.64 mg
Riboflavina 0.11 mg
Niacina 2.3 mg
acido ascérbico 12 mg

Fuente: El Loroco. Una alternativa para la
diversificacion agricola y exportacién en El Salvador.
CENTA. 2001



Anexo 3

Generalidades sobre Aphis nerii Boyer de Fonscolombe ®% 2227,

Figura 9. Afido del loroco (Aphis nerii Boyer de Fonscolombe).

Clasificacion taxonémica

Reino: Animal
Clase: Insecta
Orden: Hemiptera
Familia: Aphididae
Subfamilia: Aphidinae
Género: Aphis
Especie: nerii

Introduccién
El afido, Aphis nerii Boyer de Fonscolombe, es una plaga comun de varias plantas

importantes de las familias Apocynaceae (Familia del Loroco) y Asclepiadaceae. Este
es un afido de color amarillo brillante con patas y corniculos de color negro.

Descripcion
Se cree que este afido es una especie partenogenética obligada; ya que todos los

afidos adultos son hembras y los machos no aparecen. Las hembras adultas pueden



ser aladas y no aladas (apteras). Ambos tipos de afidos son de cuerpo amarillo y
extremidades negras. Las ninfas son de apariencia similar solo que mas pequefas.

Su longitud varia entre 1.5y 2.6mm.

Ciclo de vida

Las hembras son viviparas y partenogenéticas, lo que significa que depositan ninfas
en lugar de huevos y la progenie son clones de la hembra adulta. Las ninfas se
alimentan en grupo en la planta (colonia). Las ninfas atraviesan por 5 estados
larvarios. Como todos los homopteros no hay estado pupal, los adultos se forman a
partir del quinto estado larval. Normalmente solo se forman adultos apteros pero los
alados solo se forman al haber sobrepoblacién o cuando la planta se esta debilitando
momento en el cual los alados se dirigen hacia nuevas plantas. EI modo de
reproduccion partenogenética, alta reproductividad y corto tiempo de generacion les

permite formar grandes colonias en poco tiempo.

Dafio

Este afido ingiere savia del floema de la planta huésped. El dafio causado por la
colonia es principalmente estético, debido a que la colonia produce grandes
cantidades de mielecilla que cae en las hojas e induce el crecimiento de un hongo

sobre las hojas. ademas, los brotes se deforman y no crecen.



Anexo 4

Esquemas

Esquema 1. Método de crianza de las colonias de &fidos.

Planta de loroco

infestada
recolectar de la planta
30 afidos
| 6 afidos por planta
I [ I [ I
Loroco 1 Loroco 2 Loroco 3 Loroco 4 Loroco 5
I I I I
afidos para
las pruebas

Esquema 2. Preparacion de los extractos botanicos

Material vegetal a usar

Maceracion en etanol de 90°

tres veces

Unién de los tres liquidos
de extraccion

Concentracion al
vacio a 40°C

Dilucién al Dilucién al
10% en agua| |20% en agua




Esquema 3. Preparacion de las diluciones de los extractos botanicos

guacat

ardo santo

il

Zhile picante

Concentrados aforados Dd"“':i'f"" al 10%] |Laoraca|

de extractos botanicos Guanaba
dilucidn al 20%—— Loroco]

aguey

hlarmey

arafion

abaco

ii”i

empate

Esquema 4. Determinacion de la penetracion de los extractos botanicos al loroco.

Extractos

|
Mamey Tabaco Valoran

Dilucion al| | Dilucién al| |Dilucién al
20% 20% 5%

notal nota 1 nota 1

Loroco Loroco Loroco

Nota 1: La aplicacién se realiza una vez por semana durante 1 mes



Anexo 5
Reactivos que requieren preparacion para utilizarlos en las pruebas

fitoquimicas preliminares.

Alcaloides ®:

Reactivo de Dragendorff: Se disuelven 8 g de subnitrato de bismuto en 20 mL de
acido nitrico al 30% y 27.2 g de yoduro de potasio en 50 mL de agua, se mezclan las
dos soluciones y se dejan reposar 24 horas. Se decanta la solucién y se afora con
agua a 100 mL. Este reactivo siempre se usa con soluciones aciduladas de
alcaloides.

Reactivo de Mayer: Se disuelven 1.36 g de cloruro mercurico en 60 mL de aguay 5g
de yoduro de potasio en 10 mL de agua. se unen las dos soluciones y se aforan a 100
mL con agua. La solucién de alcaloide no debe tener acido acético o etanol porque
disuelven el precipitado.

Reactivo de Wagner: Se disuelven 1.27 g de yodo y 2 g de yoduro de potasio en 20

mL de agua y la solucién se afora a 100 mL con agua.

Compuestos fendlicos ©:

Cloruro de fenildiazonio: (solo para compuestos con hidroxilos aromaticos), en un
tubo de ensayo mezclar 30 mg de anilina con 1 mL de agua y 4 gotas de acido
sulfarico concentrado; en un segundo tubo se coloca una solucion de 0.1 g de nitrito
de sodio en 1 mL de agua. colocar ambas soluciones en un bafio de hielo y

mezclarlas cuando estén frias, la del nitrito sobre la de la amina. Agregar 5 gotas de



esta solucion sobre una solucion del compuesto fendlico disuelto en una solucion de
NaOH al 10%.

Cloruro férrico: Disolver 9 g de cloruro férrico en agua para hacer 100 mL.

Hidréxido de sodio al 10%: Disolver 1 g de NaOH en 10 mL de agua libre de diéxido

de carbono.

Coumarinas ®:

Acido clorhidrico 0.5N: Diluir 4.25 mL de &cido clorhidrico al 37% en la cantidad
suficiente de agua para llevarlo a 100 mL.

Hidréxido de sodio 2N: Disolver 8g de NaOH en 100 mL de agua libre de diéxido de
carbono.

Hidréxido de sodio 6N: Disolver 24g de NaOH en 100 mL de agua libre de di6xido de

carbono.



Liquidos:
Acetona

Acido clorhidrico
Acido nitrico
Acido sulfarico

Alcohol etilico de 90°

Solidos:

Gel de silice FG2s4
Clorhidrato de hidroxilamina
Cloruro feérrico

Cloruro mercurico

Hidroxido de sodio

Nitrito de sodio

Subnitrato de bismuto

Yodo

Yoduro de potasio

Anexo 6

Reactivos

Anilina
Benceno
Cloroformo

Metanol



Material y Equipo
Cantidad
12
2
4

41

10

10

1
2 pliegos

3

% yarda

Material
Aspersores de 500mL de capacidad marca AINSA
Balanzas granatarias marca OHAUS
Bandas de hule
Bolsas plasticas con tierra negra
Céamara de luz UV marca Chromato-VUE C-706
Camaras cromatograficas
Cristaleria en general
Espatulas, cuchillos y tablas para picar las plantas
Estufa
Frascos de polietileno de 2 litros de capacidad
Jeringas con capacidad de 1mL graduadas en 10uL
Lupas
Material vegetal
Microscopio estereoscopico marca AMTOS
Papel filtro

Placas cromatograficas

Protectores transparentes de plastico para proteger a las

plantas

Rotavapor marca LABCONCO

Tela para cubrir protectores



Anexo 7

Tablas Estadisticas

Tabla de valores criticos de Cochran

a =0.05
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 17

k

2 0.9985| 0.9750| 0.9392| 0.9057| 0.8772| 0.8534| 0.8332| 0.8159| 0.8010| 0.7880| 0.7341
3 0.9559| 0.8709| 0.7977| 0.7457| 0.7071| 0.6771| 0.6530| 0.6333| 0.6167| 0.6025| 0.5466
4 0.9065| 0.7679| 0.6841| 0.6287| 0.5895| 0.5593| 0.5385| 0.5175| 0.5017| 0.4884| 0.4366
5 0.8412| 0.6838| 0.5981| 0.5441| 0.5065| 0.4783| 0.4564| 0.4387| 0.4241| 0.4118] 0.3645
6 0.7808| 0.6161| 0.5321| 0.4803| 0.4447] 0.4184| 0.3980| 0.3817| 0.3682| 0.3568| 0.3135
7 0.7271| 0.5612| 0.4800| 0.4307| 0.3974| 0.3726| 0.3535| 0.3384| 0.3259| 0.3154| 0.2756
8 0.6798| 0.5157| 0.4377| 0.2910| 0.3595| 0.3362| 0.3185| 0.3043| 0.2926| 0.2829| 0.2462
9 0.6385| 0.4775] 0.4027| 0.3584| 0.3286| 0.3037| 0.2901| 0.2768| 0.2659| 0.2568| 0.2226
10 0.6020| 0.4450| 0.3733| 0.3311| 0.3029| 0.2823]| 0.2656| 0.2541| 0.2439| 0.2353| 0.2032
12 0.5410| 0.3924| 0.3254| 0.2880| 0.2624| 0.2439| 0.2299| 0.2187| 0.2098| 0.2020| 0.1737
15 0.4709| 0.3346| 0.2758| 0.2419| 0.2195]| 0.2034| 0.1911| 0.1815| 0.1736| 0.1671| 0.1429
20 0.3894| 0.2705| 0.2205| 0.1921| 0.1735| 0.1602| 0.1501| 0.1422| 0.1357| 0.1303| 0.1108
24 0.3434| 0.2354| 0.1907| 0.1656| 0.1493| 0.1374| 0.1286| 0.1216| 0.1150| 0.1113]| 0.0942
30 0.2929| 0.1980| 0.1593]| 0.1377| 0.1237] 0.1137| 0.1051| 0.1032| 0.0958| 0.0921| 0.0771
40 0.2370| 0.1576| 0.1259| 0.1082| 0.0966| 0.0887| 0.0827| 0.0780| 0.0745| 0.0713| 0.0565
60 0.1737| 0.1131] 0.0895| 0.0765| 0.0682| 0.0623| 0.0583| 0.0552| 0.0520| 0.0497| 0.0411
120 0.0998| 0.0632] 0.0495| 0.0419| 0.0371] 0.0337| 0.0312| 0.0292| 0.0279]| 0.0265]| 0.0218
inf 0 0 0 0 0 0 _ 0, 0 0 0 0

Fuente: De Los Santos, S.; EJERCICIOS RESUELTOS DE MATEMATICA. Tabla

de valores criticos de Cochran. México 2002.



http://www.elosiodelosantos.com/

Tabla de distribucion F (Fisher) al 5% de probabilidad.

Grados de libertad del numerador

1

o
ol

o=

2

3

4

5

6

7

8

9

10

20

161.45

199.5

215.71

224.58

230.16

233.99

236.77

238.88

240.54

241.88

248.02

18.513

19

19.164

19.247

19.296

19.329

19.353| 19.371

19.385

19.396

19.446

10.128

9.5521 | 9.2766

9.1172

9.0134

8.9407

8.8867

8.8452

8.8123

8.7855

8.6602

7.7086

6.9443 | 6.5914

6.3882

6.2561

6.1631

6.0942

6.041

5.9988

5.9644

5.8025

6.6079

5.7861 | 5.4094

5.1922

5.0503

4.9503| 4.8759

4.8183

4.7725

4.7351

4.5581

5.9874

5.1432]4.7571

4.5337

4.3874

4.2839| 4.2067

4.1468

4.099

4.06

3.8742

5.5915

4.7374 | 4.3468

4.1203

3.9715

3.866

3.7871

3.7257

3.6767

3.6365

3.4445

5.3176

4.459

4.0662

3.8379

3.6875

3.5806

3.5005

3.4381

3.3881

3.3472

3.1503

olo|~No|usw|N(k|o

5.1174

4.2565 | 3.8625

3.6331

3.4817

3.3738

3.2927

3.2296

3.1789

3.1373

2.9365

10 | 4.9646

4.1028 | 3.7083

3.478

3.3258

3.2172

3.1355

3.0717

3.0204

2.9782

2.774

11 | 4.8443

3.9823 | 3.5874

3.3567

3.2039

3.0946

3.0123

2.948

2.8962

2.8536

2.6464

12 | 4.7472

3.8853 | 3.4903

3.2592

3.1059

2.9961

2.9134

2.8486

2.7964

2.7534

2.5436

13 | 4.6672

3.8056 | 3.4105

3.1791

3.0254

2.9153

2.8321

2.7669

2.7144

2.671

2.4589

14 | 4.6001

3.7389 | 3.3439

3.1122

2.9582

2.8477

2.7642

2.6987

2.6458

2.6022

2.3879

15 | 4.5431

3.6823 | 3.2874

3.0556

2.9013

2.7905

2.7066

2.6408

2.5876

2.5437

2.3275

16 4.494

3.6337(3.2389

3.0069

2.8524

2.7413

2.6572

2.5011

2.5377

2.4935

2.2756

17 | 4.4513

3.5915(3.1968

2.9647

2.81

2.6987

2.6143

2.548

2.4943

2.4499

2.2304

18 | 4.4139

3.5546 | 3.1599

2.9277

2.7729

2.6613

2.5767| 2.5102

2.4563

24117

2.1906

19 | 4.3808

3.5219[3.1274

2.8951

2.7401

2.6283

2.5435| 2.4768

2.4227

2.3779

2.1555

20 | 4.3513

3.4928 | 3.0984

2.8661

2.7109

2.599

2.51412.4471

2.3928

2.3479

2.1242

Tabla de distribucién t de Student

Fuente: De Los Santos, S.; EJERCICIOS RESUELTOS DE MATEMATICA.
.elosiodelosantos.com| Tabla de distribucién F. México 2002.

gl -->

1/a

a

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

10

0.1

6.3137

2.92

2.3534

2.1318

2.015

1.9432

1.8946

1.8595

1.8331

1.8125

20

0.05

12.706

4.3027

3.1824

2.7765

2.5706

2.4469

2.3646

2.306

2.2622

2.2281

40

0.025

25.452

6.2054

4.1765

3.4954

3.1634

2.9687

2.8412

2.7515

2.685

2.6338

50

0.02

31.821

6.9645

4.5407

3.7469

3.3649

3.1427

2.9979

2.8965

2.8214

2.7638

100

0.01

63.656

9.925

5.8408

4.6041

4.0321

3.7074

3.4995

3.3554

3.2498

3.1693

200

0.005

127.32

14.089

7.4532

5.5975

4.7733

4.3168

4.0294

3.8325

3.6896

3.5814

1000

0.001

636.58

31.6

12.924

8.6101

6.8685

5.9587

5.4081

5.0414

4.7809

4.5868

2000

0.0005

1273.2

44.703

16.326

10.305

7.9756

6.7882

6.0815

5.617

5.2911

5.0489

10000

0.0001

6370.5

100.14

28.014

15.534

11.176

9.0804

7.8883

7.12

6.5938

6.2119

20000 0.00005

12665

141.26

35.316

18.515

12.89

10.263

8.7824

7.851

7.2177

6.7614

100000 0.00001

63477

314.71

60.797

27.716

17.881

13.56

11.176

9.7603

8.8289

8.1584

200000

5E-06

126953

457.76

76.294

33.379

20.564

15.199

12.517

10.729

9.6112

8.7917

1000000

1E-06

625000

915.53

133.51

47.684

28.61

20.266

15.497

13.113

11.921

10.729

2000000

5E-07

3E+06

1220.7

152.59

57.22

38.147

23.842

19.073

14.305

13.113

11.921

Fuente: De Los Santos, S.; EJERCICIOS RESUELTOS DE MATEMATICA. \A_/\M.elosiodelosantos.coml
Tabla de distribucién t. México 2002.
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Anexo 8

Andlisis de varianza ©

Introduccioén

El andlisis de varianza (ANVA) es un método para comparar dos o mas medias.
Es un método que permite comparar varias medias de diversas situaciones, muy
ligado por tanto, al disefio de experimentos, y de alguna manera, es la base del

analisis multivariante.

Base del anélisis de varianza

Supdngase k muestras aleatorias independientes, de tamafio n, extraidas de una
Gnica poblacion normal. A partir de ellas existen dos maneras independientes de
estimar la varianza de la poblacion:

1. Una llamada varianza dentro de los grupos (ya que solo contribuye a ella la
varianza dentro de las muestras), o varianza de error, o cuadrados medios
de error, y representado por CM error y se calcula dividiendo la suma de
cuadrados del error por los grados de libertad del error.

2. Otra llamada varianza entre grupos (solo contribuye a ella la varianza entre
las distintas muestras) o varianza de tratamientos, o cuadrados medios de
los tratamientos y representada por CM trat. Se calcula dividiendo la suma

de cuadrados de tratamientos por los grados de libertad de los tratamientos.

La varianza de los tratamientos y la varianza del error (cuadrados medios),

estiman la varianza poblacional en la hipotesis de que las k muestras provengan



de la misma poblacion. La distribucion muestral del cociente de dos estimaciones
independientes de la varianza de una poblacién normal es F que se obtiene
dividiendo la varianza de los tratamientos por la varianza del error.

El cociente F se usa para realizar el contraste de la hipotesis de medias iguales
(no hay diferencias entre los tratamientos (hipotesis nula)). La region critica para
dicho contraste es F > F (.1, kn-1))-

Ya que si F .1, kpn-1)- €S mayor a F se acepta la hipotesis nula de que no existen

diferencias entre los tratamientos.

Plan para realizar un analisis de varianza

1. Tener hipdtesis muy claras.
2. Verificar homogeneidad de varianza: Aplicar la prueba C de Cochran.
3. Transformar si varianzas son muy heterogéneas.

Si todo esta bien, realizar el analisis de Varianza.

Simbologia
Gl = grados de libertad

Xi = numero de afidos muertos por el tratamiento
a = numero de tratamientos

r, rep = namero de repeticiones

> = sumatoria

SC trat = suma de cuadrados de tratamiento

CM = cuadrado de medias

E = error



Prueba C de Cochran de homogeneidad de varianzas
Esta prueba se basa en comparar la varianza mas grande de todos los grupos a

comparar contra la sumatoria de las varianzas de todos los grupos.

CochranC =0’ mas grande / ) 0°

a. Seleccionar la varianza mas grande de entre todos los grupos a
comparar
b. Sumar las varianzas muestrales de todos los grupos
c. Calcular la razén C de Cochran
d. Comparar valor observado contra valores tabulados de C bajo la
hipdtesis de homogeneidad de varianzas, con a grupos y n-1 grados de
libertad. En este caso, n debe ser igual para todos los grupos.
e. Si C observado es menor que el de la tabla a un a = 0.05, entonces aceptamos
la hipotesis que las varianzas son homogéneas, y se puede hacer el andlisis de

Varianza. Para ver un ejemplo de esta tabla ver la tabla 7.

Analisis estadistico
A continuacion se presenta el andlisis de varianza de los tratamientos de los cinco

extractos botanicos a las plantas de loroco infestadas con los afidos a las dos
horas de aplicados.
1) Primero, debemos de calcular los grados de libertad para el tratamiento y
para el error experimental.

GL tratamiento = (a—1) =7 tratamientos -1 =6



GL error = a(r — 1) =7 tratamientos (3 repeticiones —1)=7x 2 =14

2) Factor de correccion: El factor de correccion nos servira para corregir la
suma de cuadrados de tratamientos (SC trat.) que nos servira para calcular
el error experimental. Para calcularlo, se suman los afidos muertos a las dos

horas, se eleva al cuadrado y se divide por el total de observaciones.
Fc = (2x)?/ n = 54%/21 = 138.86
3) Calculo de cuadrados
a) Para calcular la suma de cuadrados de los tratamientos (SC trat.), se
suman los afidos muertos por cada tratamiento, se elevan al

cuadrado y luego se suman:
2(2xi)P= (2+2+12+0+0+0+@2+0+1)%+(@4+5+4)>+(9

+10 +10)°+ (1 + 1 + 1)> = 1054

Después se divide por el nUmero de repeticiones y se le resta el factor de
correccion:

SC trat. = 3(2x;)?/r — Fc = 1054/3 — 138.86 = 212.47
b) Calculo del cuadrado de medias o varianza: La suma del cuadrado
de tratamientos se divide por el nimero de grados de libertad de los
tratamientos:

CM trat. = SC trat. / GL trat. = 212.47 / 6 = 35.413



4) Calculo del error experimental
a) Para este primero se necesita conocer la sumatoria total de

cuadrados:

2 xi2— Fc = SC total

Se eleva al cuadrado cada dato de afidos muertos y se suman:

2x2=(2%+ 22+ 1%) + (0% + 02 +07) + (2% + 0% + 1) + (4% + 52 +47) + (92 + 107 + 10?)

+(1%+ 0%+ 0% + (12 + 1% + 1% = 356

2 xi2— Fc = 356.00 — 138.86 = 217.14

b) Error

E = SC total — SC trat. = 217.14 — 212.47 = 4.67

5) Calculo de prueba de significacion (Prueba de F)
Esta prueba nos sirve para concluir, con cierto grado de confianza, que las
diferencias observadas entre medias de tratamientos son debidas a diferencias

reales entre los tratamientos y no al azar.

F=CMtrat. / CM error = 35.413/0.333 = 106.34
Luego los valores obtenidos de F se comparan con los valores de F tabla, y si los
valores de F calculada son mayores a los de F tabla, se concluye que hay

diferencias entre los tratamientos.



6) Construccion de la tabla de analisis de varianza.

Analisis Suma Grados Varianza F
de varianza |de Cuadrados|de libertad
Tratamientos SC trat a—1 SCtrat/(a-1)=CMtrat |CM trat/ CM error
Error SC error a(r-1) SC error / a(r - 1) = CM error

7) Prueba de Diferencia Minima Significativa (DMS)
Se utiliza cuando F calculada es significativo (F calculada > F tablas) y consiste
en calcular un limite minimo de significacion, el cual sirve para comparar

diferencias entre cualquier par de medias.
DMS = ta’ (rr1yGL X ETD
Donde:

ta, -1y oL = valor de “t” de la tabla t de student, el cual depende de a (% de

probabilidad) y GL (grados de libertad) del error experimental.

Rep = Numero de repeticiones de los tratamientos
ETD = error tipico de diferencia entre medias de tratamientos, dado por:
ETD - 2 X CMerror
rep

DMS = 2.45 x /2"03-333 =1.15

Valor de t de student paraa =0.05y 6 GL es 2.45

Calculado el valor de DMS, se establecen las diferencias entre todos los
posibles pares de medias, de manera que se facilite determinar si cualquier
diferencia entre tratamientos es significativo. Para lograrlo se recomienda el

uso de los cuadros de doble entrada.



Construccion del cuadro de doble entrada

A continuacion se detalla el proceso para poder construir el cuadro de doble
entrada, que nos sirve para saber cual tratamiento es el mejor.

a) Primero se debe calcular el DMS
b) Luego se calculan las medias de los tratamientos, que se obtiene
sumando el numero de afidos muertos por cada extracto y dividiéndolo
por el nimero de observaciones:
Medias a las dos horas después de los tratamientos:
T aguacate = 5/3 = 1.67
T ajo =0/3=0.00
T cardo santo = 3/3 = 1.00
T mamey = 13/3 =4.33
T tabaco = 29/3 = 9.67
T valoran al 1% = 1/3 =
0.33
T valoran al 5% = 3/3

=1.00



Luego se construye una tabla segun el disefio que se presenta en las tablas 10 a 15
Como se puede observar, en la fila superior se ordenan los tratamientos de mayor a
menor valor de su media, y en la columna izquierda se ordenan de menor a mayor valor
de su media. Después los datos son restados. Ej: valor de ajo (columna) — valor de
tabaco (fila).

Si el dato es mayor que el valor de DMS se dice que este es significativo y si es menor

no lo es.



Anexo 9

Cromatogramas

Cromatograma 1. Mamey;

sistema de solventes: cloroformo / metanol 9:1

E:uulhl
varta
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Cromatograma 2. Tabaco

Sistema de solventes: acetona / agua / amoniaco 90:7:3

Frente del
salvente
& & o ]
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Cromatograma 3. Valoran.

Sistema de solventes: benceno / acetona 1:2
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