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RESUMEN

Dysdercus peruvianus es un hemiptero conocido como “arrebiatado” que por sus habitos
y caracteristicas morfoldgicas afectan la calidad de la fibra del cultivo de algodon, siendo
los plaguicidas de origen sintético la primera barrera de control; sin embargo, el uso
excesivo tiene efectos adversos en la salud y en el ambiente. Por ello los extractos
vegetales son una alternativa sostenible para el control de plagas. En la presente
investigacion se evaluo la actividad ovicida in vitro de Piper tuberculatum Jacq. “Matico”
sobre Dysdercus peruvianus Guérin-Méneville “Arrebiatado”, determinandose la
efectividad, dosis letal media (DLso) y tiempo letal medio (TLso) de los extractos de
espigas maduras y plantas in vitro de Piper tuberculatum sobre Dysdercus peruvianus.
Donde se obtuvo que el extracto mixto y etandlico de plantas in vitro tuvo una efectividad
del 94% y 82% respectivamente, en comparacion con el extracto mixto y etandlico de
espigas maduras que tuvieron una efectividad del 76% y 60%; ademas se determiné la
mayor y menor dosis letal media (DLso) 0,386 mg/2uL y 0,127 mg/2uL correspondiente
al extractor etandlico de espigas maduras y plantas in vitro. Con respecto al tiempo letal
medio (TLso) de los extractos de espigas maduras y plantas in vitro fue 24 horas y 18
horas respectivamente.

Palabras claves: Actividad ovicida, Piper tuberculatum, Dysdercus peruvianus.

ABSTRACT

Dysdercus peruvianus is a hemipteran known as “arrebiatado” that, due to its habits and
morphological characteristics, affects the quality of the fiber of the cotton crop, with
synthetic pesticides being the first control barrier; however, excessive use has adverse
effects on health and the environment. Therefore, plant extracts are a sustainable
alternative for pest control. In the present investigation, the in vitro ovicidal activity of
Piper tuberculatum Jacq was evaluated. “Matico” on Dysdercus peruvianus Guérin-
Meéneville “Arrebiatado”, determining the effectiveness, mean lethal dose (LDso) and
mean lethal time (LTso) of extracts from mature spikes and in vitro plants of Piper
tuberculatum on Dysdercus peruvianus. Where it was obtained that the mixed and
ethanolic extract of in vitro plants had an effectiveness of 94% and 82% respectively,
compared to the mixed and ethanolic extract of mature spikes that had an effectiveness
of 76% and 60%; In addition, the highest and lowest mean lethal dose (LDso) was
determined, 0.386 mg/2pL and 0.127 mg/2uL corresponding to the ethanolic extractor of
mature spikes and plants in vitro. Regarding the average lethal time (LTs0) of the extracts
of mature spikes and plants in vitro, was 24 hours and 18 hours respectively.

Keywords: Ovicidal activity, Piper tuberculatum, Dysdercus peruvianus



I. INTRODUCCION

Los insectos del género Dysdercus, del grupo de los hemipteros, son a menudo plagas
clave de algodon. Al perforar las capsulas, introducen microorganismos que causan
pudricion de las capsulas o una decoloracion de la pelusa; de ahi su nombre comun "tintes
de algodon" (Van Doesburg Jr., 1968). Entre las 17 plagas que atacan al algodén en areas
irrigadas del Medio Oeste se reportaron especies del género Dysdercus (de Souza

Ramalho et al., 2014).

Desde la década de los 60’ a nivel nacional se mencionan 60 especies que atacan al
cultivo del algodonero cuyos dafios causaron una pérdida de 22% de la cosecha,
valorizada en 710 millones de soles y segin el orden de importancia econémica D.
peruvianus es la primera en destacar (Herrera Aratniguena, 1961). En los afios 80’ en el
Pera se reportaa D. peruvianus como una de las plagas de mayor significancia econémica
que causa danos en 60% de area y en afios de fuerte migracion causa pérdidas que superan

30% de la cosecha (Sarmiento Mata, 1982).

En la region Lambayeque, en un monitoreo permanente de la plaga, se registraron en
el 2005 de 2 a 8% de bellotas dafiadas por arrebiatado, mientras que en el 2006 el dafio
de las bellotas vari6 de 5 a 30% (Sintesis Agrario Lambayecano, 2005,2006). El
arrebiatado, insecto picador, chupador, introduce su proboscis en las bellotas del
algodonero para succionar el aceite de la semilla, ocasionando la detencion del
crecimiento de la bellota, la formacion de la “cocopa” o el manchado de la fibra (Herrera,

2004).

Ademas, el algodon se sitia como uno de los 20 “commodities” mas importantes del
mercado global en términos de valor. Cerca de 350 millones de personas en el mundo
realizan actividades relacionadas con la cadena de valor del algodon, siendo mas de 100
millones las familias agricultoras beneficiadas por este cultivo. Reportan también que
80% de los productores de algodon en América Latina y El Caribe son agricultores
familiares y de este porcentaje 90% de los agricultores familiares algodoneros siembran
menos de 2 ha. La produccion mundial de algodon en 2014/15 fue de 25 millones de
toneladas, en un area de 34 millones de ha. El algodon representa 40% de materia prima
de la industria textil mundial (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion

y la Agricultura [FAO], 2017).



A nivel nacional reportan como uno de los productos principales en el subsector
agricola al algodon rama con una produccion desde enero hasta junio de 43,8 miles de
toneladas (MINAGRI; Sistema Integrado de Estadisticas Agrarias [SIEA], 2019).
Ademas, desde enero a agosto del presente afio, el algodon rama se sefiala como uno de
los productos que con 22% de crecimiento en su produccion ayudo al crecimiento en 1,7%
en comparacion al mismo periodo en el afio 2018 en el subsector agricola y este 22% se
debio a la mayor parte cosechada en Lambayeque, Ica y Ancash (MINAGRI; SIEA,
2019).

La produccion masiva e intensiva del algodon tiene un alto impacto ambiental. Segiin
la ONG conservacionista WWF, 2,4% de todos los terrenos de cultivo del mundo se
plantan con algodon, donde se utiliza 24% y 11% de las ventas mundiales de insecticidas
y pesticidas, respectivamente. El abuso de agroquimicos industriales, en especial los
nitrogenados, ha degradado suelos y contaminado aguas de numerosas partes del planeta
y a la vez, pone en riesgo la salud de los trabajadores que los utilizan a menudo sin
garantias para su seguridad. Segtn la Cooperativa de Comercio Justo Ideas la precariedad
y violacion sistematica de derechos humanos afecta al 80% de los campesinos y

procesadores (Iambiente, 2014).

Hace algunos afios reportaron que el algodon se cultiva y se consume en mas de 150
paises y ocupa alrededor de 2% de la tierra cultivable del mundo, convirtiéndose en uno
de los cultivos agricolas y de tipo industrial mas importantes en términos de uso de la
tierra (FAO, 2017), de alli el notable descenso en el porcentaje de terrenos cultivables
debido a diferentes factores entre ellos los problemas fitosanitarios. Los pesticidas
constituyen uno de los insumos mas importantes en los sistemas de produccion agricola
y representa para la mayoria de agricultores la primera medida de control, cuyo uso se

recomienda de manera racional y selectiva.

Estimaciones de la OMS plantea, que se producen anualmente 3 millones de
intoxicaciones agudas por plaguicidas, con un resultado de mas de 200 000 muertes. El
99 % de estos hechos ocurren en paises en desarrollo (América Latina 75 % de los casos).
Se estima que mas de 700 000 personas al afio sufren los efectos cronicos. Se utilizan en
el mundo entre 5-10 millones de toneladas de compuestos de plaguicidas, integrados en
1,000 formulaciones (70% en la agricultura). En el Perti hay mas de 5,200 muertos por

intoxicaciones (Arias M., 2017). En este sentido en los ultimos afios se realizan



investigaciones por alternativas ecoldgicas o por practicas agricolas que se adecuen de la

mejor manera al Manejo Integrado de Plagas.

El uso de extractos vegetales para combatir ciertas plagas va en aumento. Uno de los
grupos vegetales considerados es la familia Piperaceae debido a que numerosas especies
de esta familia han mostrado un gran potencial en la produccion de compuestos quimicos
biocidas. En el Pert se conoce que presenta tres géneros y 830 especies, de las cuales se
reconocieron 491 especies y 68 variedades como endémicas en dos géneros. Se considera
que el género con el mayor numero de especies es Piper (Ledn, 2006), el mismo que

presenta mayores estudios a nivel fitoquimico.

Por otro lado, se tiene que, los cultivos vegetales in vitro aportan en la investigacion
una gran cantidad de herramientas y técnicas que permiten fortalecer multiples estudios
referentes a tematicas relacionadas con el area agricola, la salud, la biologia y la genética,
entre otras (Alcantara et al., 2017). Diferentes estrategias in vitro han sido desarrolladas
con el objetivo de incrementar la sintesis de metabolitos secundarios, permitiendo la
obtencion de nuevos compuestos de gran interés en la industria farmacéutica,
fundamentalmente (Naivy y Jiménez, 2011), ya que en condiciones controladas el

comportamiento celular ha demostrado seguir otras rutas de sintesis.

Por lo anterior se plante6 la siguiente interrogante: ;Cudl es la actividad ovicida in
vitro de Piper tuberculatum Jacq. “Matico” sobre Dysdercus peruvianus Guérin-
Meéneville “Arrebiatado™?, frente a ello se propuso que Piper tuberculatum Jacq.
“Matico” tiene actividad ovicida in vitro sobre Dysdercus peruvianus Guérin-Méneville

“Arrebiatado” como hipotesis.

Por lo mencionado el objetivo general de la siguiente investigacion fue evaluar la
actividad ovicida in vitro de Piper tuberculatum Jacq. ‘“Matico” sobre Dysdercus
peruvianus Guérin-Méneville “Arrebiatado” y como objetivos especificos se planted
determinar la efectividad, dosis letal media (DLso) y tiempo letal medio (TLso) de los
extractos de espigas maduras y plantas in vitro de Piper tuberculatum sobre Dysdercus

peruvianus.



II. DISENO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES

El hombre desde la antigiiedad observd la presencia de insectos que afectan
negativamente a los cultivos, ejemplo de ello es el reporte de los primeros casos de
artropodos dafiinos a los bienes culturales realizado por Aristoteles en su obra “Historia
Animalum” (Zent, 1969). También desde épocas remotas se tratd de combatirlos y fue en
el reino vegetal donde se buscaron las primeras armas. En China se logro, en el afio 1000
a.n.e, extraer de las flores del crisantemo (Chrysantemum pyrethrum B.Fedtsch.) un polvo
blanco con el nombre de pelitre, con fuerte accion insecticida (Todd et al., 2003), pero su
uso se extendid a partir del siglo XIX cuando se aplicd en la eliminacion de piojos

(Casida, 1980).

El primer insecticida natural aparecioé aproximadamente en el siglo XVII cuando se
demostrd que la nicotina, obtenida de hojas de tabaco, mataba a unos escarabajos que
atacaban al ciruelo. Otras plantas, como cuasia (Quassia amara L.) y el neem
(Azadirachta indica A. Juss) han mostrado excelentes resultados como controladoras de
insectos (Borrego, 2015). Actualmente algunos plaguicidas han sido identificados como
un peligro a largo plazo para el medio ambiente y estan prohibidos o rigurosamente
restringidos por convenios internacionales, como el Convenio de Estocolmo sobre los
Contaminantes Organicos Persistentes (COP), que entr6é en vigor en mayo de 2004 y
abarca 12 productos quimicos, que incluye ocho plaguicidas y otros contaminados con
dioxina, ademas, los agroquimicos en mencion tienen efectos agudos y cronicos en la

salud.

Por tales motivos se afirma la tendencia de volver a las formulas que la naturaleza
brinda, es decir, el retorno a las féormulas organicas y naturales y conseguir a partir de
extractos vegetales insecticidas ecoldgicos con formulas que controlen y eliminen de

manera eficaz determinadas plagas (del Puerto, Sudrez, y Palacio, 2014).

Teniendo en cuenta que investigaciones se llevan a cabo en condiciones de laboratorio
antes de aplicar en campo, Souza y Vendramim (2000), realizaron experimentos de
extractos acuosos de hojas de Melia azedarach L. y ramas de Trichilia pallida Sw., en

mosca blanca Bemisia tabaci (Hemiptero), criadas en tomate, probando concentraciones



de 1, 2 y 3% (p/v), observandose que la concentracion de 3% tuvo un efecto ovicida de
52.32% con T. pallida. Por otro lado, Marina Trigoso (2014) reporté que al aplicar
extracto de la semilla de M. azedarach (Meliaceae) con 4, 6, 8 y 10 litros de extracto por
hectarea, la ultima dosis so6lo actu6 como repelente mas no como insecticida y la
poblacion de ninfas y adultos del D. ruficollis disminuyd a mayor concentracion de la

aplicacion del extracto.

Para el control de insectos ademas del uso de plantas biocidas también esta el uso de
hongos tal como reportd Falconi et al. (2010), quienes realizaron bioensayos sobre ninfas
del cuarto estadio de Dysdercus peruvianus y con las siguientes concentraciones: 3,7x10°,
1,9x108, 9,4x107 conidias/mL para Beauveria sp., Acremonium sp. y Scopulariopsis sp.,
respectivamente. Veinte dias después del tratamiento, los mayores porcentajes de
mortalidad los causaron Beauveria sp. (83,3%) y Acremonium sp. (80%). Scopulariopsis
sp. causo una mortalidad de 23,3%. Acremonium sp. fue la cepa mas agresiva con un

tiempo de letalidad (TLso) 3,8 dias.

Por otro lado, Fuertes et al. (2010) evaluaron la actividad biocida de 21 plantas frente
a Aphis gossypii, Bemisia tabaci y Dysdercus peruvianus, pero solamente Cissampelos
grandifolia Triana & Planch. (15 y 30 mg/mL a las 72 horas indujo mortalidad de 37,5%
y 53,3% respectivamente), Erythrina berteroana Urb. (7,5 mg/mL desde las 12 horas
indujo un 6,7% de mortalidad, a una concentracion de 30 mg/mL y a las 72 horas 46,7%
de mortalidad) y Hura crepitans L. (15 mg/mL a 72 horas 13,3% de mortalidad). Por otro
lado, a diferentes concentraciones y tiempos, tenian efectividad sobre Dysdercus

peruvianus.

Especies del género Piper han mostrado actividad biologica. Al respecto, Martinez et
al. (2013), evaluaron el efecto toxico y el porcentaje de pérdida de masa en granos de
maiz del aceite esencial de Piper aduncum L. sobre el gorgojo negro del maiz, Sitophilus
zeamais, a través de los métodos de contacto y aplicando directamente el aceite sobre los
granos, obteniendo la CLso y CLos de 0,64 y 12,47 uL/g del producto, respectivamente, y
el TLso y TLos de 5,79 y 204,49 horas, respectivamente y en contacto en papel filtro, se
obtuvo una CLso y CLgs de 0,06 y 1,38 pul./cm?, respectivamente y TLso y TLos de 63,36
y 140,67 horas, respectivamente. Se determind el porcentaje de pérdida de masa en granos
de maiz ocasionado por S. zeamais, encontrandose valores que oscilaron entre 4,24 y

6,0%. Por otro lado, Pino et al. (2011), demostraron que el aceite esencial de P. aduncum



subsp. ossanum cuyos componentes mayoritarios son el canfeno, alcanfor, piperitona y
viridiflorol, posee un efecto acaricida promisorio y selectivo frente a Varroa destructor.
La evaluacion del efecto por exposicion completa del aceite demostrd que con una dosis
de 25 pL por placa de Petri provoco selectivamente la muerte de acaros y las abejas no
fueron afectadas. El efecto se evidenci6 a las 24 horas, en tanto que la sobrevivencia de

las abejas fue evaluada hasta las 72 horas.

La ventaja de trabajar con aceites esenciales o extractos de plantas para erradicar
plagas esta también en la facilidad de obtener la materia prima, es decir que la planta a
utilizar esté al alcance, ya sea en campo o in vitro. Soberon et al. (2006), aplicaron
extractos acuosos, diclorometano-metanol (DCM:MeOH, 2:1) y alcohélico (EtOH, 96%)
de hojas, tallos y espigas maduras (con frutos y semillas) de P. tuberculatum, en larvas
del III estadio de Diatraea saccharalis, donde la mayor efectividad correspondi6o a
extractos de espigas maduras respecto a plantas in vitro y a extracto EtOH respecto a
extracto DCM:MeOH, tal como lo expresan los resultados de las concentraciones letales
a 50% (CLs0) y 90% (CLgo) en 72 horas de exposicion. En el caso de espigas maduras
fue: CLso (0,11 mg/mL con EtOH y 0,16 mg/mL con DCM:MeOH) y CLoo (0,35 mg/mL
con EtOH y 0,55 mg/mL con DCM:MeOH); en el caso de plantas in vitro, inicamente
con DCM:MeOH, fue: CLs0 0,39 mg/mL y CLoo 2,62 mg/mL.

Bazan C. et al., (2011) evaluaron la accion insecticida sobre larvas del Il y III estadio
y adulto de dipteros, usando extracto DCM:MeOH 2:1, de espigas maduras y plantas in
vitro de P. tuberculatum. El método de inoculacion del extracto fue por suspensiones
acuosas en el estadio larval y por aspersion en el estadio adulto. El mayor efecto toxico
correspondio a los extractos de espigas maduras respecto a plantas in vitro, a los estadios
larvales II y III respecto al estadio adulto y a Aedes aegypti respecto a Anopheles
pseudopunctipennis, tal como lo expresan los resultados de las concentraciones letales a
50% (LCso0) y 90% (LCoo), en 2 horas y 30 min de exposicion, para los estadios larvales
I y IIT y 24 horas, para el estadio adulto.

Lo mencionado en los ultimos parrafos, resalta la gran actividad biologica de P.
tuberculatum en otras plagas no pertenecientes al género Dysdercus. En tal sentido
Mendoza et al., (2013), evaluaron la actividad adulticida de P. tuberculatum, sometidos
a tratamientos de pulverizacion con los extractos de espigas maduras y plantas in vitro.

El extracto mixto de DCM:MeOH (2:1) de espigas maduras mostraron niveles



significativos de mortalidad en adultos que causaron 91,1 y 97,8% de mortalidad cuando
se aplicaron dosis de 0,012 mg/uL a D. peruvianus en 24 y 48 horas de exposicion,
respectivamente, con DLso 0,006 mg/uL. y DLgo 0,010 mg/uL, en 48 horas de exposicion.
El extracto DCM:MeOH (2:1) de 90 plantas in vitro caus6 una mortalidad de 80% cuando
se aplicaron dosis de 0,012 mg/pL en 96 horas de exposicion con DLsp 0,007 mg/uL y
DLgo 0,015 mg/puL, en 96 horas de exposicion.

2.2. BASES TEORICAS

Teniendo en cuenta el estudio sobre las plagas del algodonero en el valle del Santa,
categorizandolas en claves y secundarias, siendo la "chupadera fungosa", Dysdercus
peruvianus Guérin, Pectinophora gossypiella y 1a maleza Cenchrus echinatus L. las mas
importantes, se propone las medidas de control para cada una de las plagas clave y se
analiza la integracion de éstas para la implementacion del Manejo Integrado de Plagas en
areas piloto y posterior aplicacion a gran escala (Vasquez Castro, 2004). He alli de tener

en cuenta tanto caracteristicas morfologicas y habitos de plagas a estudiar.

2.2.1. ARREBIATADO, Dysdercus peruvianus Guérin-Méneville

D. peruvianus presenta una metamorfosis gradual, pasando por tres estadios de

desarrollo: huevo, ninfa y adulto.

Huevo: son ovales, blancos cuando son recién puestos, luego gradualmente se tornan
amarillos hasta el momento de la eclosion que presentan color naranja. Miden 0,5 mm de
diametro (Sarmiento Mata, 1982). El huevo esta protegido por una cubierta, denominada
corion, que es semipermeable a los gases, aunque en otros hemipteros el oxigeno entra a

través de pelos huecos o expansiones en forma de lengiieta (Goula y Mata, 2015).

Ninfas: Presentan 5 estadios ninfales. Las ninfas recién nacidas son de color
anaranjado, pero a medida que crecen son de color rojo claro. Presentan sobre el abdomen
lineas blancas transversales y las alas van desarrollindose paulatinamente hasta que

alcanzan el estado adulto (Sarmiento Mata, 1982).



Adulto: Son de color amarillo, naranja o rojizo con hemiélitros desarollados. El adulto
llega a medir de largo hasta 13 a 14 mm y de ancho 3,5 a 4,5 mm. La hembra es de mayor

tamaino que el macho (Sarmiento Mata, 1982).

Habitos: El arrebiatado, debido al amplio rango de plantas hospedadoras, se reproduce
durante todo el afio sea en los campos de algodonero o en la vegetacion silvestre de las
lomas y contrafuertes andinos. Los adultos maduran sexualmente en 2 a 3 dias y entran
en copula, quedando en una posicion caracteristica unidos por sus extremos abdominales,
de alli el nombre de “arrebiatado”, “raboatado”, o “culi-culi”. La copula dura varias horas
y pueden copular varias veces en un periodo de vida de 8 a 10 semanas. La hembra inicia
la oviposicion a los diez dias, depositando un total de 300 a 500 huevos en seis a ocho
posturas durante un periodo de 30 a 45 dias. Las posturas son colocadas en el suelo en

grupos de 50 a 60 al pie de la planta, debajo de la hojarasca o de terrones. También dejan

sus posturas sobre las bellotas abiertas (Sarmiento Mata, 1982).

2.2.2. CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES, METABOLITOS de Piper

tuberculatum Jacq. “Matico”

Las principales aplicaciones de la técnica de cultivo de células, tejidos y 6rganos
vegetales son en los campos de micropropagacion, obtencion de plantas libres de
patogenos, preservacion de germoplasma, mejoramiento genético, biosintesis de

metabolitos e investigacion basica en areas como la genética, fisiologia y bioquimica.

Entre las principales ventajas del cultivo de células y tejidos vegetales en la
investigacion bdasica, micropropagacion y produccion de compuestos con actividad
bioldgica como metabolitos secundarios, proteinas y productos transgénicos, destaca el
hecho de que permiten realizar estudios en un tiempo mucho menor y bajo condiciones
mas controladas que con plantas cultivadas por métodos tradicionales (Twyman et al.,

2003).

Teniendo en cuenta que los especimenes de Piper son esporadicos en su ambiente
natural, el endemismo de numerosas especies, la pérdida rapida de viabilidad de las
semillas, la recalcitrancia en la conservacion de las semillas por largos periodos de
tiempo, la escasa regeneracion natural, la importancia creciente por sus propiedades
farmacologicas, entre otros factores, se adelanto el presente trabajo, que comprende un

conjunto de investigaciones iniciadas en Piperaceas en 1998 y que continian en la
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actualidad, con el objetivo de inducir diversos procesos morfogénicos como la
propagacion clonal y la organogénesis, asi como la conservacion y el intercambio
internacional de germoplasma de varias especies de Piper de Peru, Brasil y Ecuador,
haciendo uso de diversas técnicas del cultivo de tejidos in vitro, que permitan la

supervivencia y aprovechamiento de sus especies (Delgado-Paredes et al., 2012).

Navickiene et al., (2006) determinaron en la composicion del aceite esencial de P.
tuberculatum tanto en hojas, fruto y tallo la presencia de monoterpenos como el a-pineno,
B-pineno, limoneno y trans-ocimeno, solo en el fruto presenta canfeno, sabineno y cis-
ocimeno; mirceno en fruto y tallo, y linalol en hojas. Ademas se menciona la presencia
de sesquiterpenos como B-cariofileno y a-humuleno en hoja, fruto y tallo, sélo en hojas

B-elemeno, B-farneseno, nerolidol, oxido-cariofileno, germacreno B y D

P. tuberculatum es una especie que contiene numerosos metabolitos secundarios como
amidas, lignanos y flavonoides, con gran actividad insecticida ademdas de algunos
terpenos como se menciona en el parrafo anterior. Los resultados indican que utilizando
el cultivo in vitro de apices caulinares y nudos se obtienen miles de plantas que pueden
ser transferidas exitosamente a condiciones de campo y mediante un proceso de
extraccion con solventes organicos obtener metabolitos secundarios con actividad
bioinsecticida (Delgado-Paredes et al., 2017), actividad clave en el control quimico
biorracional segun (Carrillo Chiroque, 2019), definido como la aplicacion de productos

como el azufre, los aceites naturales, derivados de plantas y otros productos.

Carrillo Chiroque (2019) menciona las ventajas del uso de plantas biocidas. Estas son
de facil descomposicion, por lo tanto, los controladores bioldgicos son menos afectados,
disminuyen la posibilidad de resistencia de los insectos plaga, ademds no contamina el
ambiente, son econdmicos y la facilidad para preparar y aplicar. Dichas plantas ayudan
al Manejo Integrado de Plagas (MIP) que tiene por objetivo mantener a las poblaciones
plaga bajo el nivel de dafio econdmico, protegiendo la salud humana y el medio ambiente,
para lo cual utiliza todas las herramientas de control disponibles para el control de plagas
(Asociacion Nacional de Fabricantese Importadores de Productos Sanitarios Agricolas
A.G. [AFIPA], 2019).
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2.3. BASES CONCEPTUALES

ACTIVIDAD OVICIDA. Capacidad de producir un efecto para matar un insecto en fase
de huevo (DIRAE, 2019).

EXTRACTO. Producto sélido o espeso obtenido por evaporacion de un zumo o de una

disolucion de sustancias vegetales o animales (Real Academia Espafiola [RAE], 2019).

VIABILIDAD. Cualidad de un asunto por sus circunstancias, tiene probabilidades de
poderse llevar a cabo (RAE, 2019).

DOSIS LETAL MEDIA. Cantidad de sustancia requerida para causar la muerte del 50%

de un grupo representativo de individuos (Cisneros V., 1995).

TIEMPO LETAL MEDIO. Tiempo promedio transcurrido en los diferentes individuos,
referido al 50% de estos desde la aplicacion de la sustancia hasta su muerte (Ujaen.es,

s.f).

PLANTAS BIOCIDAS. Una planta biocida es aquella cuyos metabolitos poseen
propiedades especificas tales como insecticida, repelente, atrayente para luchar contra las

plagas (Carrillo Chiroque, 2019).
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I1I. DISENO METODOLOGICO

3.1. Identificacion y descripcion taxonomica de la especie en estudio

REINO: Animalia

FILO: Arthropoda

CLASE: Insecta

ORDEN: Hemiptera

Suborden: Heteroptera

FAMILIA:  Pyrrhocoridae

GENERO:  Dysdercus

ESPECIE:  Dysdercus peruvianus Guérin Méneville,1831

Clasificacion e identificacion de la especie estd en base las caracteristicas descritas e

ilustradas por Van Doesburg (1968) (Anexo 1).

Para ello es fundamental el aislamiento y observacion del IX segmento abdominal del
especimén estudiado sobretodo del macho, ya que en esta estructura hallamos el
paramere; parte esencial de cardcter taxondmico para identificar la especie. (Figura 1 A-

)

gx2
gx1

Figura 1. IX segmento abdominal de Dysdercus peruvianus Guérin Méneville. - Lambayeque,
Peri. A, capsula genital de un espécimen macho en vista lateral, ta = tubo anal, ph = phallus, p
= paramere; B, paramere derecho e izquierdo en vista lateral, as = espolon apical, ps = espolon
proximal; C, vista posterior de la genitalia de un espécimen hembra, ta = tubo anal, gxl1 =
primera genocoxa, gx2= segunda genocoxa.

3.2 Poblacién y muestra de estudio

La poblacion estuvo constituida por huevos de D. peruvianus, que fueron obtenidos en
condiciones de laboratorio, después de haber colectado los adultos del tercio superior de
las plantas de Gossypium barbadense ubicadas en el Centro de Esparcimiento de la

Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, UNPRG (Ex Fundo) (Anexo 2).
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La muestra de estudio estuvo constituida por 10 huevos viables obtenidos en
condiciones in vitro (en 5 repeticiones por tratamiento con un total de 50 huevos por placa

de Petri).

3.3 Materiales

3.3.1 Material botanico

El material botanico estuvo constituido por espigas maduras y plantas in vitro de Piper
tuberculatum. Las espigas maduras de Piper tuberculatum fueron colectados a partir de
las plantas ubicadas en los jardines de la UNPRG (Area de Botanica - Facultad de
Ciencias Biologicas). Las plantas in vitro de Piper tuberculatum fueron proporcionadas
por el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Facultad de Ciencias Biologicas
de la UNPRG y el Instituto de Biotecnologia. Estas plantas tuvieron una edad de 12 meses

en condiciones in vitro (Figura 2 A-D).

D
Figura 2. Material botanico. A. Plantas in vitro de 12 meses de Piper tuberculatum. B. Plantas

in vitro que fueron sometidas a deshidratacion a temperatura ambiente. C, D. Espigas maduras
que fueron sometidas a deshidratacion a temperatura ambiente.
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3.3.2 Material biolégico

3.3.2.1. Captura de adultos de Dysdercus peruvianus

Los adultos de Dysdercus peruvianus fueron capturados en plantas de las areas verdes

del Centro de Esparcimiento de la UNPRG (Figura 3 A-C).

Posteriormente, fueron transportados a uno de los ambientes de la Facultad de Ciencias

Biologicas (Area de Botanica) para la crianza de estos especimenes.

Fueron utilizados tapers transparentes de plastico de diferentes tamafios para la crianza
en condiciones de laboratorio; asi como, algodon hidrofilo embebido en agua potable
(alimento liquido) y las semillas de Gossypium barbadense fragmentada sirvieron de
alimento s6lido, crianza modificada teniendo en cuenta el poster presentado por Fogar et

al. (2018).

Figura 3. Material bioldgico. A. Plantas de Gossypium barbadense del Centro de Esparcimiento
de UNPRG. B. Adultos de Dysdercus peruvianus capturados en campo. C. Apareamiento de
adultos de Dysdercus peruvianus.
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3.3.2.2. Obtencion de huevos de Dysdercus peruvianus.

Después de la captura, en condiciones de laboratorio los adultos se aparearon y las
posturas obtenidas iniciaron el ciclo bioldgico hasta adultos, a partir de los cuales se
colectaron los huevos para el presente trabajo de investigacion, durante este periodo los

insectos fueron alimentados con semillas de algodon y agua potable.

Al cabo de 3 dias de la captura de los adultos, las hembras ovipositaron y los huevos
fueron seleccionados tomando en cuenta la coloracién naranja como indicador de
viabilidad. A partir de estos huevos, se obtuvo la generacion de adultos al cabo de 30 dias,
siendo estos los que generarian las posturas y estos huevos recién fueron utilizados en los

tratamientos respectivos del trabajo de investigacion (Figura 4 A-N).
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e M N =

Figura 4. Material utilizado en la obtencion de huevos para el experimento correspondiente. A.
Adultos capturados en campo y colocados en tapers de 11 de capacidad, B. Adultos apareados y
ubicados en tapers de 180 ml, C. Hembra ovipositando. D. Primeras 24 horas de postura, E.
Huevos viables (coloracion naranja), F. Ninfa I, G. Ninfa II, H. Ninfa 111, I. Ninfa IV, J. Ninfa V,
K. Primeras 6 horas de la hembra adulta en condiciones de laboratorio, L. Huevos viables
obtenidos en condiciones de laboratorio utilizados en los diferentes tratamientos. M. Unidad
experimental. N. Placa con 50 huevos viables (5 repeticiones)
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3.4. Metodologia

3.4.1 Obtencion de extractos de espigas maduras y plantas in vitro de Piper

tuberculatum

Los extractos fueron obtenidos con dos sistemas de solventes; uno mixto constituido
por diclorometano: metanol en proporcion 2:1 y el otro sistema simple constituido

unicamente por etanol 96° (alcohol comercial).

Tanto las espigas maduras como las plantas in vitro fueron secadas a temperatura
ambiente y sometidas a deshidratacion completa en estufa a 40°C durante 5 min antes de
ser pulverizadas y colocadas a extraccion con los solventes mencionados, utilizando
matraces de 250 mL y 500 mL después cada 24 horas fue filtrado por tres dias

consecutivos.

La masa seca de las espigas maduras y plantas in vitro fue sometida a extraccion tanto

como el sistema mixto y simple.

Posteriormente las fracciones extraidas fueron homogenizadas y colocadas en placas

para la evaporacion de los solventes utilizados.

El extracto obtenido fue recuperado con una espatula pequefia, fueron pesados y

almacenados en viales ambar. (Anexo 3)

3.4.2. Preparacion de dosis experimentales

Para el trabajo experimental fueron preparados 10 tratamientos por cada extracto,

teniendo en cuenta las pruebas pilotos.

Fueron utilizados tubos eppendorf para pesar las diferentes cantidades de cada
extracto. Posteriormente se diluyo con etanol 96° hasta obtener 10 uL. de volumen final,
ya que solo fue utilizado 2 pL por cada repeticion; es decir, cada 10 huevos de Dysdercus
peruvianus fue expuesto a 2 pL.. De igual manera fueron incorporados dos controles, uno
utilizando etanol 96° y el segundo control utilizando Imidacloprid 0,001 mg/2 pL,

agroquimico utilizado por su actividad insecticida en campo. (Tabla 1)



Tabla 1
Dosis experimentales de los extractos de Piper tuberculatum sobre Dysdercus peruvianus.

Tratamiento Concentracion Volumen por Volumen
(mg/10 huevos) repeticion por placa
(mg/2pL) (nL) (nL)

Grupo control - - -

Etanol 96° 2,0 10
Imidacloprid 0,001 2,0 10
1 0,08 2,0 10

2 0,16 2,0 10

3 0,24 2,0 10

4 0,32 2,0 10

5 0,40 2,0 10

6 0,48 2,0 10

7 0,56 2,0 10

8 0,64 2,0 10

9 0,72 2,0 10
10 0,80 2,0 10

* 10 huevos por repeticion, en cada placa 50 huevos, esto equivale a 5 repeticiones
por placa. Grupo control: sin ningin solvente expuesto, etanol: control negativo e
Imidacloprid: control positivo.

* 1 —10: Dosis experimentales de los extractos de Piper tuberculatum.
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3.4.3. Exposicion in vitro de los extractos de Piper tuberculatum frente a huevos

de Dysdercus peruvianus.

Para la exposicion in vitro de los huevos de Dysdercus peruvianus con los extractos
de Piper tuberculatum, fueron utilizados las dosis preparadas de cada extracto y los
huevos viables depositados en placa de Petri. Utilizando una micropipeta graduada fueron

agregados 2 puL para cada 10 huevos (por cada unidad experimental) (Figura 5 A-C).

1) B

Figura 5. Exposicion in vitro de dosis experimentales. A. Huevos elegidos para los experimentos
respectivos, B. Micropipeta graduada a 2 uL, C. Disposicion de material biologico en placa.

Fueron evaluados los siguientes parametros: dosis, tiempo, huevos no eclosionados,
huevos oscuros, huevos en eclosion, ninfas vivas, ninfas muertas (Anexo 4). En cuanto
al tiempo se realizaron evaluaciones a la 6, 12, 18, 24, 48, 72 y 96 horas respectivamente.

Cabe mencionar que las condiciones en que se desarroll6 la crianza y la exposicion de
las dosis experimentales mencionadas fueron a una temperatura de 29° + 1°C, humedad
relativa de 55 — 60 % y fotoperiodo de 12 — 12 h, durante los meses de febrero, marzo y

abril del afio 2023.

3.4.4. Analisis estadistico

Los resultados, obtenidos con respecto a la inhibicion de la eclosion de los huevos de
Dysdercus peruvianus, fueron procesados por el programa estadistico IBM SPSS
Statistics 25 al realizar el analisis Probit para hallar la DLso con un nivel de significancia

de 0,05.

El TLso fue determinado con el software Excel, teniendo en cuenta los limites de

confianza obtenidos del analisis Probit.
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4.1. Rendimiento de extractos de espigas maduras y plantas in vitro de Piper

tuberculatum

Después de evaporados los solventes, se recuperd la masa correspondiente de cada

extracto. El rendimiento del extracto de espigas maduras sometidas a un sistema mixto y

simple fue de 16,9% y 23,1%, respectivamente. Con respecto al extracto de plantas in

vitro se observé un rendimiento de 7,1% y 20,4%, en el sistema mixto y simple,

respectivamente, como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2.

Rendimiento de los extractos de espigas maduras y plantas in vitro de Piper tuberculatum

ESPIGAS MADURAS PLANTAS IN VITRO
Piper tuberculatum SISTEMA SISTEMA  SISTEMA  SISTEMA
MIXTO SIMPLE MIXTO SIMPLE
Cantidad (N°) 35 35 176 172
Peso de masa seca (g) 52,257 49,512 8,168 8,285
Peso del extracto (g) 8,837 11,415 0,585 1,687
Rendimiento (%) 16,911 23,055 7,162 20,362

4.2. Actividad ovicida in vitro de las dosis extractos de Piper tuberculatum sobre

Dysdercus peruvianus.

Tanto para el grupo control (sin exposicion a ningun solvente) y el control negativo

(etanol 96°) se obtuvo un éxito de 100% de eclosion y ademas, la poblacion llego a la

edad adulta de la especie en estudio.

Con respecto al control positivo (Imidacloprid) desde las 24 horas de exposicion se

observo 73% de inhibicion de la eclosion de los huevos de Dysdercus peruvianus. A partir

de las 48 horas se evidencid 36% de inhibicion de la eclosion de los huevos y 20% de

huevos eclosionados, pero sin movimiento del embrion.
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4.2.1. Efectividad de los extractos de Piper tuberculatum

La efectividad de los extractos de Piper tuberculatum fue determinada por el promedio
del porcentaje de inhibicion de eclosion de los huevos de Dysdercus peruvianus, teniendo

en cuenta la siguiente formula:
%IEH = (HNE/HT) * 100

Donde: %IEH es el porcentaje de inhibicion de eclosion de huevos, HNE el niimero de huevos

que no eclosionaron, HT es el total de huevos expuestos a los diferentes extractos.

Con respecto a la efectividad ovicida del extracto mixto de espigas maduras al cabo de
48 horas, se observo la estabilidad de los resultados obtenidos desde las 24 horas, a
excepcion de la cuarta dosis donde se observo (Tabla 3) que el 8% de huevos culminé su
proceso de maduracion y por ende la eclosion. Se observo ademas que el extracto mixto
a una dosis de 0,80 mg/10 huevos (mg/2uLl) alcanz6 una efectividad del 76% en la

inhibicion de eclosion.

Tabla 3.
Porcentajes de la efectividad ovicida in vitro del extracto mixto de espigas maduras de Piper
tuberculatum sobre Dysdercus peruvianus.

DOSIS HUEVOS HUEVOS INHIBICION DE ECLOSION (%)
(mg/10 huevos) POR POR
(mg2uL) ENSAYO  PLACA 6H 12H 18H 24H 48H T72H 96H
0.08 10 50 82 58 56 28 28 28 28
0.16 10 50 62 54 40 38 38 38 38
0.24 10 50 100 76 56 46 46 46 44
0.32 10 50 72 64 62 60 60 52 52
0.40 10 50 86 58 50 50 50 50 50
0.48 10 50 100 58 52 52 48 48 48
0.56 10 50 100 78 60 60 60 60 60
0.64 10 50 100 68 60 58 58 58 58
0.72 10 50 100 74 66 66 66 66 66

0.80 10 50 100 88 76 76 76 76 76
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En la tabla 4 el extracto etanolico de espigas maduras alcanz6 una efectividad hasta de
60% a una dosis de 0,64 mg/2uL y en las dos tltimas dosis aplicadas se observo la

disminucion de 4% de efectividad con respecto a este 60%.

Tabla 4.
Porcentajes de la efectividad ovicida in vitro del extracto etandlico de espigas maduras de Piper
tuberculatum sobre Dysdercus peruvianus.

(mg/I:OOlslflivos) HIIJ,I(':)‘;OS HI;%‘;OS INHIBICION DE ECLOSION (%)
(mg2ul)  ENSAYO PLACA 6H 12H 18H 24H 48H 72H 96H
0.08 10 50 60 38 30 30 30 30 30
0.16 10 50 3 26 26 26 26 26 26
0.24 10 SO 100 62 48 48 48 48 48
0.32 10 o0 100 64 64 52 52 52 52
0.40 10 so 100 100 100 62 58 58 S8
0.48 10 o0 100 6 56 54 52 52 52
0.56 10 50 % 8 76 56 54 54 54
0.64 10 o0 100 72 62 60 60 60 60
0.72 10 so 100 78 78 62 56 56 56
0.80 10 o0 100 68 68 56 56 56 56

Referente a la efectividad del extracto mixto de plantas in vitro se observo 94% de
inhibicion de la eclosion con la dosis de 0,80 mg/2uL y la minima del 32% con la menor

dosis (0,08 mg/2uL) (Tabla 5).
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Tabla 5.
Porcentajes de la efectividad ovicida in vitro del extracto mixto de plantas in vitro de Piper
tuberculatum sobre Dysdercus peruvianus.

DOSIS HUEVOS HUEVOS INHIBICION DE ECLOSION (%)
(mg/10 huevos) POR POR
(mg/2uL) ENSAYO PLACA OH 12H 18H 24H 48H 72H 96H
0.08 10 50 100 100 38 32 32 32 32
0.16 10 50 100 100 42 36 36 36 36
0.24 10 50 88 80 60 60 60 60 60
0.32 10 50 78 72 60 50 50 50 50
0.40 10 50 100 60 60 60 60 60 60
0.48 10 50 100 66 58 56 56 56 56
0.56 10 50 9% 8 62 62 62 62 62
0.64 10 50 100 98 90 8 8 88 88
0.72 10 50 100 8 72 68 68 68 68
0.80 10 50 100 94 94 94 94 94 94

En la tabla 6 se observa la efectividad del extracto etandlico de plantas in vitro
alcanzando 82% de efectividad en la inhibicion de la eclosion, ademas, con la menor dosis

se alcanzo 34% de efectividad.

Tabla 6.
Porcentajes de efectividad ovicida in vitro del extracto etandlico de plantas in vitro de Piper
tuberculatum sobre Dysdercus peruvianus.

DOSIS HUEVOS HUEVOS INHIBICION DE ECLOSION (%)
(mg/10 huevos) POR POR
(mg/2uL) ENSAYO  PLACA 6H 12H 18H 24H 48H 72H 96H
0.08 10 50 100 68 34 34 34 34 34
0.16 10 50 100 68 62 62 62 62 62
0.24 10 50 100 86 62 62 62 62 62
0.32 10 50 100 96 96 72 72 72 72
0.40 10 50 94 94 94 76 76 76 76
0.48 10 50 100 86 68 64 64 64 64
0.56 10 50 100 84 76 76 76 76 76
0.64 10 50 100 78 72 70 70 70 70
0.72 10 50 100 90 76 76 76 76 76

0.80 10 50 88 &4 82 82 82 82 82
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4.2.2. Dosis letal media de extractos de Piper tuberculatum

La dosis letal media DLsg se determiné teniendo en cuenta las repeticiones y el conteo
de cada unidad muestral (10 huevos), asi como teniendo en cuenta la hoja de evaluacion
del Anexo 4, de tal manera que al procesarlos con el software IBM SPSS Statistics 25 y
realizadas las evaluaciones luego de 6, 12, 18, 24, 48, 72, 96 horas fueron obtenidos los

siguientes resultados:

Se observo que la mayor DLso correspondié al extracto etandlico de espigas maduras
con un valor de 0,386 mg/10 huevos desde las 48 horas de exposicion y la menor DLsg
correspondio al extracto etanolico de las plantas in vifro con un valor de 0,127 mg/10

huevos a partir de las 24 horas de exposicion (Tabla 7, Anexo 5, 6, 7 y 8).

Tabla7.
Dosis letal media (DLsg) de los extractos de Piper tuberculatum sobre los huevos de Dysdercus
peruvianus.

ESPIGAS MADURAS PLANTAS IN VITRO
TIEMPO
(horas) EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO
MIXTO ETANOLICO MIXTO ETANOLICO
6 0,046 0,093 0 0
12 0,058 0,172 0 0,011
18 0,132 0,223 0,188 0,098
24 0,305 0,351 0,229 0,127
48 0,307 0,386 0,229 0,127
72 0,322 0,386 0,229 0,127
96 0,326 0,386 0,214 0,127

* La DLso expresada en mg/10 huevos (mg/2pL)
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4.2.3. Tiempo letal medio (TLso) de efectividad de extractos de Piper

tuberculatum

En el Anexo 5, 6, 7 y 8 se detalla la dosis letal media (DLsoy de cada extracto con sus
respectivos limites y valores que complementan la informacion para determinar el tiempo

letal medio (TLso).

El TLso del extracto mixto de espigas maduras de Piper tuberculatum, frente a huevos
de Dysdercus peruvianus, es de 6 horas de exposicion cuando las DLso oscilan entre 0,046
y 0,058 mg/10 huevos (mg/2uL) y cuando la DLsg esta entre 0,305 y 0,326 mg/10 huevos
el TLso es de 24 horas. Esto indica que desde las 24 horas podemos observar la actividad
ovicida del extracto mixto de espigas maduras de Piper tuberculatum sobre Dysdercus
peruvianus (Figura 6).
Figura 6.

Tiempo letal medio (TLsg) de la efectividad ovicida in vitro del extracto mixto de espigas maduras
de Piper tuberculatum sobre Dysdercus peruvianus.
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*EM_EDMM: Extracto mixto de espigas maduras de Piper tuberculatum.
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El TLso del extracto etandlico de espigas maduras de Piper tuberculatum, frente a
huevos de Dysdercus peruvianus, es de 6 horas de exposicion cuando las DLso oscilan
entre 0,093 y 0,172 mg/10 huevos (mg/2ul) y cuando la DLsg esta entre 0,223 y 0,386
mg/10 huevos el TLso es de 18 horas. Es decir, podemos observar la actividad ovicida del
extracto etanolico de espigas maduras de Piper tuberculatum frente a Dysdercus

peruvianus a las 18 horas de exposicion (Figura7).

Figura 7.
Tiempo letal medio (TLsg) de la efectividad ovicida in vitro del extracto etandlico de espigas
maduras de Piper tuberculatum sobre Dysdercus peruvianus.
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*EM_EOH: Extracto etanolico de espigas maduras de Piper tuberculatum.
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El TLso del extracto mixto de plantas in vitro de Piper tuberculatum, frente a huevos
de Dysdercus peruvianus, es de 18 horas de exposicion cuando las DLso oscilan entre

0,188 y 0,214 mg/10 huevos (mg/2uL) (Figura 8).

Figura 8.

Tiempo letal medio (TLsy) de la efectividad ovicida in vitro del extracto mixto de plantas in vitro
de Piper tuberculatum sobre Dysdercus peruvianus.
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*PIV_EDMM: Extracto mixto de plantas in vitro de Piper tuberculatum

El TLso del extracto etandlico de plantas in vitro de Piper tuberculatum, frente a
huevos de Dysdercus peruvianus, es de 18 horas de exposicion cuando las DLsg oscilan

entre 0,098 y 0,127 mg/10 huevos (mg/2uL) (Figura 9).
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Figura9.
Tiempo letal medio (TLsg) de la efectividad ovicida in vitro del extracto etandlico de plantas in
vitro de Piper tuberculatum sobre Dysdercus peruvianus.
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* PIV_EOH: Extracto etandlico de plantas in vitro de Piper tuberculatum

4.2.4. Caracteristicas de la actividad ovicida in vitro de los extractos de Piper

tuberculatum sobre Dysdercus peruvianus

La actividad ovicida in vitro de los extractos de Piper tuberculatum sobre
Dysdercus peruvianus fue observada a las 24 horas y esta caracterizada por ocasionar una
coloracion oscura en los huevos, los mismos que a medida que alcanzaban mayor
permanencia la coloracion también siguié un gradiente de coloracion como se puede

observar en la Figura 10.

En presencia del extracto mixto de espigas maduras de Piper tuberculatum la
coloracion oscura de los huevos fue observada para las dosis que va desde 0,08 hasta 0,64

mg, a partir de las 72 horas y con las dosis entre 0,72 y 0,80 mg desde las 48 horas.
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En presencia del extracto etandlico de espigas maduras de Piper tuberculatum la
coloracion oscura se observo en dosis desde 0,08 y 0,24 mg desde las 96 horas, en tanto
que, en dosis entre 0,32 y 0,40 mg, los huevos oscuros se observaron desde las 72 horas,
y de igual manera en las dosis entre 0,48 y 0,80 mg los huevos se oscurecieron desde las

48 horas.

En el caso del extracto mixto de plantas in vitro de Piper tuberculatum la coloracion
oscura de los huevos se present6 desde las 72 horas en las dosis que van desde 0,08 y 0,16

mg y con las dosis 0,24 y 0,80 mg se observé desde las 24 horas.

En el extracto mixto de plantas in vitro de Piper tuberculatum la coloracion oscura de
los huevos se observo desde las 96 horas, en las dosis que van desde 0,08 y 0,32 mgy en

las dosis 0,40 y 0,80 mg se observo desde las 48 horas.

Figura 10.
Caracteristicas de huevos de Dysdercus peruvianus. A. Huevos viables, B. Huevos
deshidratados no viables y C. Huevos que cambiaron de coloracion.
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V. DISCUSION

Como es ampliamente conocido, Dysdercus peruvianus, es considerada una plaga muy
importante del algodonero y causa considerables pérdidas econdmicas, y como es un
insecto fitofago se alimenta de flores, semillas y capsulas tiernas generando alteracion en
la maduracion de la fibra, asi como entrada de hongos y otros patdogenos que terminan
por danar el fruto por completo (Ragendran et al., 2018; Rosado et al., 2019). Frente a las
consecuencias ambientales que genera el control quimico de este insecto y otras especies
del mismo género en el mundo, se esta procurando encontrar soluciones saludables, entre
las que figuran el uso de extractos y aceites vegetales (Chaubey, 2019; Apolinario et al.,
2020).

Para el presente trabajo de investigacion fue importante conocer la especie en estudio,
desde su ciclo bioldgico, las Optimas condiciones para desarrollarse, ya que de ello
depende los diversos ensayos en condiciones de laboratorio. La alimentacion es un factor
vital para realizar y estandarizar los ensayos de la actividad biocida de los extractos de
plantas (Fogar et al.,2018). De manera particular la calidad del alimento s6lido (semillas
de algodon) para esta investigacion fue un punto clave al iniciar la crianza siendo mas
conveniente la fragmentacion de las mismas para facilitar la disponibilidad a los

individuos.

En cuanto a la actividad ovicida de los extractos de P. tuberculatum, se ha observado
una efectividad sobre el 50%, destacandose el extracto de espigas maduras obtenidas con
un sistema de extraccion mixta, compuesto de un solvente de baja polaridad como el
diclorometano con otro de alta polaridad como el metanol. Esto ha permitido que los
aceites esenciales sean mejor extraidos, de ahi la efectividad de 76%, en tanto que
utilizando s6lo etanol la maxima efectividad llegd a 60% al cabo de 48 horas en 0,64
mg/2pL y luego de ese tiempo empieza a decaer la efectividad. Esto muestra que los
componentes quimicos presentes en los aceites esenciales sean responsables de la

letalidad.

Asi lo demuestran trabajos realizados con especies de otras familias que también
sintetizan aceites esenciales. Es el caso de especies de la familia Rutaceae, cuyo aceite
esencial tiene como componentes mayores a sabineno y silvestreno que una vez aplicado
sobre la poblacion de D. peruvianus, presentd una efectividad biocida de 100%,

observandose malformaciones y alteraciones morfolégicas con el aceite concentrado y
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menos efectivo con diluciones del mismo (Apolinario et al., 2020). Asimismo, extractos
hexanicos de flores y frutos de Clusia fluminensis, ricos en terpenos, dieron respuestas

positivas frente a este mismo insecto (Duprat et al., 2017).

Los extractos obtenidos con solventes de baja polaridad, generalmente arrastran
compuestos quimicos de importancia farmacologica; sin embargo, en este caso la
efectividad del extracto etanolico, indica que bien puede utilizarse para el control puesto
que una efectividad de 60% es considerable, sobre todo por la disponibilidad del solvente
a utilizar. Por otro lado, el tipo de alimentacion y la plasticidad para soportar cambios
ambientales en los insectos, es un factor limitante para el control sanitario en los cultivos,
existiendo en estos un componente genético relacionado con los aspectos evolutivos y co-

evolutivos con las plantas (Nylin et al., 2018, Esteves et al. 2023).

Las investigaciones con extractos de plantas in vitro aplicados en el control de insectos
de interés agrondmico son escasos, siendo mas abundantes en el campo de la
farmacologia. Las plantas que desarrollan en condiciones in vitro gozan de condiciones
ambientales controladas, por lo tanto, la sintesis de compuestos quimicos a nivel celular
puede alcanzar 3 condiciones, 1. Sintetizar los mismos compuestos quimicos que su
similar en campo, 2. Sintetizar la misma sustancia y ademds otras y 3. Sintetizar
compuestos quimicos diferentes a la planta en campo; por estas razones la actividad in

vitro puede variar (Naivy y Jiménez, 2011).

En el presente trabajo se observé que al cabo de 24 horas en la concentracion de 0,8
mg/2ul. de extracto mixto fue 94% y el etandlico 82%, presentandose una toxicidad
gradual a medida que aumentaba las concentraciones, marcando superioridad con
respecto a las espigas maduras. La mayor actividad mostrada por los extractos de las
plantas in vitro probablemente se deba a la actividad bioldgica del farnesil difosfato,
precursor de sesquiterpenos, que se caracterizan por jugar un rol ecologico actuando como

repelentes, antialimentarios y fitoalexinas (Modzelewska et al. 2005, Wang et al. 2005).

Respecto a la dosis letal media DLso, referida a la concentracion de extractos de espigas
maduras, es efectiva a 0,3 mg/2pL en ambos casos y en las plantas in vitro 0,2 y 0,1 mg/
2uL en extracto mixto y etandlico, respectivamente. En cuanto al tiempo letal medio TLso
es efectivo el extracto mixto de espigas maduras a partir de las 24 horas y el extracto

etandlicol8 horas. Para el caso de las plantas in vitro el TLso en ambos casos fue a partir
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de 18 horas. Estas respuestas obedecen a la presencia de compuestos quimicos presentes

en cada una de sus estructuras.

Los metabolitos presentes en las dosis de los extractos de las estructuras utilizadas,
entre los que figuran los sesquiterpenos, actian como antialimentarios, inhibiendo la
actividad enzimatica hidrolitica de la proteasa, amilasa y lipasa y alterando de manera
directa el sistema fisiologico (Madasamy et al. 2023). Muchas especies vegetales utilizan
la sintesis de compuestos con estas caracteristicas para protegerse de los insectos
herbivoros. La mayoria de trabajos estan enfocados al control de larvas y adultos en los
insectos; sin embargo, se puede considerar que a nivel de huevos resultaria estratégico el

control.

En la evaluacion de la actividad biocida de los extractos se debe tener en cuenta si la
importancia esta dada por el area agricola o de salud ya que de ello depende reportar la
dosis que genera la mortalidad a 50% o 90% de la poblacion, es decir, si reportar la DLso
0 DLgo. En el area agricola la finalidad es controlar al insecto plaga en 50%, considerando
el detalle de la forma de posturas de los insectos, puesto que la hembra de Dysdercus
peruvianus pone sus huevos agrupados de manera estratégica y por ende habra una
competencia de manera natural por alimento y en caso que no lo encuentre surgira el

canibalismo.

La actividad biocida de extractos vegetales es otro factor principal, debido a que el
estadio en el que se realizaran los bioensayos respectivos determinaria la metodologia de
aplicacion del extracto a utilizar, tal como podemos observar en el trabajo realizado por
Bazan C. et al., (2011) donde el método de inoculacion fue diferente, dependiendo del
estadio expuesto a extractos de P. tuberculatum sobre larvas y adultos de Aedes aegypti

y Anopheles pseudopunctipennis.

En el presente trabajo se reporta que la mayor actividad ovicida in vitro esta
determinada por los extractos mixto y etanolico de plantas in vitro, resultado que muestra
una ventaja para propagacion masiva en cualquier época del afio e iniciar los ensayos en
campo ya sea de manera directa o a través de trampas en los cultivos y observar si
mantienen la actividad biocida tal como se reporta en condiciones de laboratorio (Soberén
et al., 2006; Bazan C. et al., 2011; Mendoza et al., 2013) o muestre tal vez una actividad

repelente (Marina Trigoso, 2014).
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CONCLUSIONES

Los extractos de Piper tuberculatum Jacq. demostraron actividad ovicida in vitro sobre

Dysdercus peruvianus Guérin Méneville.

. Los extractos mixtos (diclorometano-metanol 2:1) y simple (etanolico) de espigas

maduras y plantas in vitro de Piper tuberculatum tienen efectividad ovicida in vitro
sobre Dysdercus peruvianus desde 60% (maxima efectividad del extracto etandlico de
espigas maduras), 76% (méxima efectividad del extracto mixto de espigas maduras),
82% (maxima efectividad del extracto etanolico de plantas in vitro) y 94% (maxima

efectividad del extracto mixto de plantas in vitro).

La Dosis Letal Media (DLso) del extracto etanodlico de plantas in vitro tuvo la menor
DLso registrada de 0,127 mg/2uL, y el mayor valor de 0,351mg/2uL con el extracto

etanolico de espigas maduras.

El Tiempo Letal Medio (TLso) del extracto mixto y etanolico de espigas y plantas in

vitro es constante a partir de las 24 horas de exposicion.
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RECOMENDACIONES

Continuar con los trabajos de investigacion teniendo en cuenta el ciclo bioldgico de
Dysdercus peruvianus, tanto en condiciones de laboratorio como en campo, reportando

la efectividad de los diferentes extractos en los diferentes estadios de crecimiento.

Explorar la efectividad de diferentes plantas, de facil acceso de la region Lambayeque,

para la elaboracion de bioplaguicidas con sus respectivos estudios fitoquimicos.

Estudiar los ciclos fenoldgicos de las plantas de importancia econéomica de la region

Lambayeque para complementar los ensayos realizados en laboratorio.

Complementar este tipo de investigacion y otros relacionados con estudios en

Metabolomica.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Identificacion de Dysdercus peruvianus Guérin-Méneville.

Graficos 1-5. Dysdercus peruvianus Guérin Méneville. 1-4, macho - Lambayeque, Peru; 1-2,
capsula genital en vista lateral y posterior respectivamente; 3-4, paramere derecho en vista
lateral y posterior respectivamente. 5, vista posterior de la genitalia de un espécimen hembra,
Perii (Van Doesburg, 1968).

Anexo 2. Ubicacion del lugar donde fueron colectados los adultos de Dysdercus peruvianus,
Centro de Esparcimiento UNPRG (Ex fundo). 6°42°08°°S 79°55°06"'W

00% Fecha de Landsa_ 100m | Cimar: 208m 67
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Anexo 3. Procedimiento realizado para la obtencion de los extractos de Piper tuberculatum Jacq.

MATERIAL VEGETAL
Piper tuberculatum

Espigas maduras y plantas
integras in vitro

DESHIDRATACION

Temperatura ambiente

MOLIENDA

EXTRACTO MIXTO
Y ETANOLICO

MACERACION
DCM-MeOH y Etanol 96°
(MIXTO y SIMPLE)

EXTRACCION

Cada 24 horas (por 3 dias
consecutivos)

EVAPORACION

Fuente: Elaboracién propia teniendo en cuenta el procedimiento del articulo de la revista
Academic Journal of Entomology (Mendoza F., Monsalve A., Rojas 1., Kato, & Delgado P.,
2013).
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HORA DE APLICACION:

CC

6h 12h 18h 24h 48h

72h

96h

R1

HNE

HO

HEEX

HEE

NV

NM

R2

HNE

HO

HEEX

HEE

NV

NM

R3

HNE

HO

HEEX

HEE

NV

NM

R4

HNE

HO

HEEX

HEE

NV

NM

RS

HNE

HO

HEEX

HEE

NV

NM

DONDE:

CC = concentracion

R_ = repeticion

HNE = huevos no eclosionados

HO = huevos de coloracion oscura

HEEX = huevos en eclosion (sin movimiento algunos)
HEE = huevos en eclosion (con indicios de movimiento)
NV = ninfa I viva

NM = ninfa I muerta

HORAS DE EVALUACION: 6h, 12h, 18h, 24h, 48h, 72h, 96h.
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Anexo 5. Dosis letal media (DLsg) de la efectividad ovicida in vitro del extracto mixto de espigas

maduras de Piper tuberculatum sobre Dysdercus peruvianus.

TEMPO DL, LMITE o LiTE Vet VhioR
NEGATIVO POSITIVO

6 0,046 0,006 0,089 0,04 0,043

12 0,058 0 0,155 0,058 0,097

18 0,132 - - - -

24 0,305 0,227 0,389 0,078 0,084

48 0,307 0,226 0,394 0,081 0,087

72 0,322 0,241 0,413 0,081 0,091

96 0,326 0,245 0,418 0,081 0,092

(-) = significa que no hay varianza por tal motivo no fueron hallados los limites de
confianza.
Los valores de error negativo y positivo son de importancia para hallar el TLso.

Anexo 6. Dosis letal media (DLsg) de la efectividad ovicida in vitro del extracto etandlico de
espigas maduras de Piper tuberculatum sobre Dysdercus peruvianus.

TEMPO DLe  LMITE - Livime YRt ToioR
NEGATIVO POSITIVO

6 0,093 0,05 0,129 0,043 0,036

12 0,172 0,087 0,243 0,085 0,071

18 0,223 0,14 0,296 0,083 0,073

24 0,351 0,255 0,474 0,096 0,123

48 0,386 0,277 0,551 0,109 0,165

72 0,386 0,277 0,551 0,109 0,165

96 0,386 0,277 0,551 0,109 0,165

Los valores de error negativo y positivo son de importancia para hallar el TLso.
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Anexo 7. Dosis letal media (DLsg) de la efectividad ovicida in vitro del extracto mixto de
plantas in vitro de Piper tuberculatum sobre Dysdercus peruvianus.

INFERIOR SUPERIOR NEGATIVO ERROR

POSITIVO
6 0 - - - -
12 0 - - - -
18 0,188 0,131 0,238 0,057 0,05
24 0,229 0,175 0,280 0,054 0,051
48 0,229 0,175 0,278 0,054 0,049
72 0,229 0,175 0,278 0,054 0,049
96 0,214 0,145 0,276 0,069 0,062

(-) = significa que no hay varianza por tal motivo no fueron hallados los limites de

confianza.

Los valores de error negativo y positivo son de importancia para hallar el TLso.

Anexo 8. Dosis letal media (DLsg) efectividad ovicida in vitro del extracto etandlico de plantas
in vitro de Piper tuberculatum sobre Dysdercus peruvianus.

TIEMPO Dl LIMITE LIMITE V‘E]ﬁglél]gE VADLF? :
INFERIOR SUPERIOR o v ERROR
POSITIVO
6 0 - - - -
12 0,011 0 0,056 0,011 0,045
18 0,098 0,046 0,145 0,052 0,047
24 0,127 0,062 0,183 0,065 0,056
48 0,127 0,065 0,181 0,062 0,054
72 0,127 0,065 0,181 0,062 0,054
96 0,127 0,065 0,181 0,062 0,054

(-) = significa que no hay varianza por tal motivo no fueron hallados los limites de

confianza.

Los valores de error negativo y positivo son de importancia para hallar el TLso.
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