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l. · INTRODUCCION 

En la actualidad, se requiere obtener productos de baja toxicidad y de 

menor costo mediante el aprovechamiento sostenible . de nuestros recursos 

naturales, por lo que es urgente contar con tecnologías alternativas en el 

control de insectos plagas, y excluir proporcionalmente el uso de agroquímicos 

que contaminan el ambiente. 

En nuestra amazonía, la región Ucayali cuenta con una enorme 

biodiversidad de especies vegetales que, entre otros usos, pueden ser 

utilizados como biocidas; sin embargo es muy limitado el conocimiento 

científico, ya que estos en su mayoría aún no han sido validados. 

El conocimiento del potencial agroecológico y de control de agentes que 

causan perjuicio a los cultivos objetos de la producción, permitirá contribuir de 

manera sostenible en la productividad del agroecosistema. Los estudios de 

investigación básica que se vienen desarrollando están orientados al 

conocimiento y desarrollo del potencial d~ los recursos de la diversidad 

biológica, la misma que contribuirá en el desarrollo socioeconómico de las 

comunidades amazónicas. 

El presente estudio está orientado a la generación de conocimientos que 

.nos conduzcan al control de insectos plagas, tomando como alternativa el uso 

de recursos botánicos con propiedades biocidas; investigaciones anteriores 
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demostraron que la corteza de Paullinia clavigera Schldl. Var. Bullata D.R. 

Simpson- por decocción posee efeCto · biocida, ·siendo utilizados como 

organismos de prueba el tercer estadio larval de Rhynchophorus palmarum L. 

así como el segundo estadio larval de Eupalamides cyparissius F. (VELA, 

2003). 

De lo anterior mencionado, se planteó el presente trabajo de investigación 

cuyo objetivo fue: 

a. Determinar la concentración letal media (Clso) de cuatro extractos 

(hexánico, clorofórmico, hidroalcohólico y decocción acuosa) de Paullinia 

c/avigera (Sapindaceae) sobre Eupalamides cyparissius Fabricius 

(Castniidae), Rhynchophorus palmarum L. (Gurculionidae) y Artemia 

salina Kellog. (Artemiidae) mediante bioensayos en laboratorio. 



11. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Plantas plaguicidas 

Las plantas plaguicidas han cobrado interés por ser un método natural y 

de menor costo para ·el control de plagas en cultivos de hortalizas, granos, 

frutas y otros. Además, se menciona que contribuyen a mantener el equilibrio 

ecológico sin afectar drásticamente el de_sarrollo, cambio ·y evolución de la 

naturaleza (VICENTE et al., 2000). ESTRADA .Y LÓPEZ (1998) hacen 

referencia que la RAAA (Red de Acción en Alternativas al Uso de 

Agroquímicos), desde sus inicios consideró a los recursos botánicos con 

propiedades biocidas como una alternativa importante para prevenir y controlar 

las diversas plagas en los cultivos, promocionar y desarrollar acciones 

_ orientadas a dar validez de estos conocimientos hacia el campesinado. 

Las plantas usadas por sus efectos plaguicidas pueden actuar mediante 

acción repelente, fagorépelente, veneno de contacto, veneno estomacal y otras 

formas; algunos compuestos vegetales tienen efectos esterilizantes, interfieren 

con la oviposición o impiden el desarrollo de las larvas; otras son atrayentes; se 

siembran alternando con los cultivos que se desea proteger, al alterar a las 

plagas mantienen libres a los demás cultivos; debemos aprovechar los 

· recursos disponibles pero conociendo sus propiedades, usos y aplicaciones 

(PASCUAL- VILLALOBOS 1996; VICENTE et al., 2000). 
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Los plaguicidas vegetales pierden su efecto pronto, por lo que deben 

aplicarse en el momento de su preparación; su efecto y el contenido de los 

ingredientes activos dependen de factores como la especie y variedad de la 

planta, época de recolección, influencia del ambiente (clima, suelo, 

enfermedades), ·parte cosechada,. forma de preparación, extracción y. 

aplicación; comúnmente no se conoce el modo exacto de aplicación de los 

plaguicidas vegetales, razón por la que debe mantenerse en experimentación 

constante, recopilar y anotar todos los datos y resultados obtenidos e 

intercambio de información con otros usuarios de la agricultura orgánica 

(VICENTE et al., 2000). 

2.2. Bioensayos con extractos vegetales 

BOBADILLA et al. (2002), sostienen que utilizando los extractos 

etanólicos de las semillas de Annona cherimolia Miller (E1) y A. muricata M. (E2) 

en larvas de Anopheles sp., encontraron los mayores porcentajes de mortalidad 

(100%), a 24 h de exposición en concentraciones de 0,8 y 0,12 ml 100 ml-1 en 

E1 y E2, respectivamente, observándose un mayor efecto tóxico larvario a favor 

de E2 sobre E1 en 4,58% de mortalidad. Asimismo, el análisis probit mostró un 

patrón de respuesta heterogénea de las larvas a las concentraciones letales 

(Clso) al 50 y 90% a lo largo de todos los tiempos de evaluación y una mayor 

homogeneidad a los tiempos letales ·(TL50) al 50 y 90% a medida que se 

incrementaban las concentraciones de los extractos; concluyendo por la forma 

de las reCtas de regresión que los individuos larvarios presentan diferentes 
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susceptibilidades a los extractos, lo que establece diferentes poblaciones o 

genotipos que intervienen.- Agregan que el trabajo les permitió demostrar el 

-efecto ~arvicida de ambas semillas y subrayan la necesidad de realizar mayores 

ensayos in vitro como alternativa al control de estos insectos de importancia en 

salud pública. 

MARIÑOS _ et al. (2002), al utilizar el extracto crudo de barbasco 

_ Lonchocarpus utilis (Fabaceae) como regulador de larvas de mosquitos de 

Anopheles benarrochi, obtuvieron 98 y 89% de mortalidad larvaria al utilizar 

agua destilada a 12 horas de evaluación post tratamiento en dosis de 6,25 g L-1 

y 3,1 g L-1
; mientras que al utilizar agua de criadero la mortalidad fue de 86 y 

82%, respectivamente; a 24 horas la mortalidad alcanzó el 99 y 94% usando 

agua destilada; y usando agua de criadero fue 93 y 90% respectivamente. A 6 

horas de exposición con agua destilada, la dosis letal media (DL50) fue de 

0,6307g L-1 y la dosis letal noventa (Dlgo) fue de 12,43 g L-1
; mientras que a las 

12 horas la Dlso fue de 0,48 g L-1 y la Dlgo fue de 7,23 g L-1
; utilizando agua de 

criadero a 6 horas la DL50 fue de 1,36 g L-1 y la DL90 fue de 27,5 g L-1
; mientras 

que a 12 horas la Dlso fue de 0,83 g L-1 y la Dlgo fue de 9,83 g L-1 del eXtracto 

crudo de L utilis, recomendándose su uso para controlar los mosquitos 

vectores de malaria. 

IANNACONE et al. (2002a), determinaron la actividad insecticida del 

ingrediente activo de Azadirachta indica ("nim"), del extracto acuoso (F1), 
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hexánico (F2) y acetónico (F3) al 10% de Schinus molle ("molle"), y del extracto 

acuoso al 10% de Lantana camara ("lantana"), evaluados a 24 y-72 horas sobre 

larvas del mosquito Culex quinquefasciatus, y encontraron alta actividad 

larvicida a partir de 3,75 mg L-1. Asimismo, los valores de Clso para el "nim" a 

24, 48 y 72 horas de exposición fueron 20,48; ·3,57; y 1,32 mg lA L-\ por su 

parte, los extractos F1 del "molle" y la "lantana" mostraron poca actividad 

larvicida; en cambio las F2 y F3 del "molle" ocasionaron altas mortalidades 

larvales, 85 y 100%, respectivamente. Además, se empleó como control 

positivo al insecticida órgano fosforado Temephos y puntualizan que los 

extractos botánicos muestran resultados promisorios para el control larvario de 

culícidos. Sin embargo, recomiendan realizar evaluaciones del riesgo en el 

ambiente acuático sobre la fauna no destinataria, antes del empleo 

indiscriminado de estos extractos botánicos. 

VELA (2003), utilizando diez extractos acuosos sobre- Eupalamides 

cyparissius (= Castnia daeda/us) y R. palmarum, plagas de palma aceitera y 

pijuayo para palmito, respectivamente, obtuvieron los mayores resultados con 

el extracto de corteza de P. clavigera por decocción y el extracto licuádo de 

Bixa ore/lana L. "achiote" (Bixaceae) ambos con 63,30% de mortalidad de 

larvas de E. cyparissius; mientras que para el caso de R. palmarum los 

extractos de Aristolochia pilosa Kunth "huancahui sacha" (Aristolochiaceae), 

Tradescantia zebrina "oreja de tigre" (Commelinaceae) y- Chondrodendron 

tomentosum Ruiz & Pav. "curaré" (Menispermaceae) obtuvieron las mayores 

mortalidades larvarias, con 73,30; 70 y 60% respectivamente. 
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2.3. Importancia de los recursos botánicos con potencial biocida 

Los plaguicidas fueron escasos hasta 1945, éstos eran principalmente 

sales metálicas y productos naturales extraídos de ciertas plantas, dentro de 

este último grupo estuvieron el quasin, la nicotina, las piretrinas, rianodina y la 

rotenona (DALE, 1994). 

BRIONES (1991), menciona que los insecticidas botánicos en el Perú 

fueron usados en gran amplitud hasta el término de la Segunda Guerra 

Mundial, luego fueron desplazados por los plaguicidas clorados, la principal 

sustancia utilizada, proveniente de una planta con uso insecticida fue el sulfato 

de nicotina extraída del ''tabaco", cuyo empleo abarcó un gran número de 

plagas agrícolas importantes; después se tenía a la rotenona proveniente del 

"barbasco", la piretrina proveniente del "piretro"; sin embargo los agricultores de 

las diversas regiones tanto costa, sierra y selva, han utilizado y utilizan en la 

actualidad una amplia gama de plantas biocidas y repelentes, por ejemplo el 

empleo de extractos de "penca" Agave sp., para el control de insectos 

masticadores en el cultivo de papa en la sierra; el macerado de hojas y fl~res 

del "laurel rosa" Nerium oleander (Lauraceae), es todavía usado para el control 

de plagas en el cultivo de maíz en costa y sierra norte. 

Los intentos dirigidos a la investigación y aplicación de productos 

vegetales están caracterizados por dos ejes fundamentales: primero, la 

experimentación empírica de recursos botánicos, preparados y evaluados de 
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manera artesanal; segundo, el estudio científico de las sustancias secundarias 

de plantas cultivadas que forman parte de los compuestos pre formados e 

inducidos, ambos métodos han logrado la identificación de una serie de 

especies· y variedades botánicas, que pueden servir como punto de partida 

para la investigación (HOSS, 1999). 

La utilización de las plantas con propiedades biocidas es un instrumento 

tecnológico importante dentro del manejo ecológico de plagas, la existencia de 

más de 300 especies inventariadas en el Perú entre nativas e importadas son 

potencialmente útiles para ser usadas con fines de manejo de poblaciones de 

insectos plagas (DALE, 1994). 

Para la selección de las especies vegetales, una de las primeras 

actividades es la recopilación de referencias bibliográficas de los vegetales 

empleados en el control de plagas local e internacional. Además es prometedor 

consultar literatura etnobotánica y de medicina popular (HELLPAP, 2000; 

KHAMBAY, 2000). 

IANNACONE (2001), ha señalado que para el desarrollo tecnológico de 

uri plaguicida botánico se necesita estandarizar sus métodos de extracción, la 

extensión y la propagación de las plantas candidatas. Sin embargo, la 

selección de la especie de planta es el primer paso, pues uno de los métodos 

claves en la investigación de nuevos plaguicidas botánicos son los bioensayos. 

Estos bioensayos se emplean generalmente para estudiar las propiedades 
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biocidas de las diferentes partes de las plantas (raíces, corteza, hojas, frutos, 

flores, etc.), la eficacia de los diferentes extractos y formulaciones, y el modo 

de acción de los ingredientes activos; e inclusive un posterior análisis de 

mercado. Los bioensayos deben ser altamente sensitivos a las sustancias 

bioactivas, fáciles de manipular, baratos, de amplio espectro y dar rápidos 

resultados (IANNACONE, 2000). 

2.4. Especie vegetal en estudio 

Nombre científico 

Nombre vulgar 

Familia 

Paullinia clavigera Schldl. Var. 'Bullata' D.R. 

Simpson. 

"Sacha yoco". 

Sapindaceae. 

Es una liana endémica semileñosa con tallo triangular de 16 m de alto, 

fruto de color vino-rojo, se encuentra formando parte del bosque primario y en 

las riberas de los ecosistemas acuáticos; se desarrolla en zonas con climas 

tropicales· de moderada a alta humedad relativa, se le encuentra en s,uelos 

arcillosos, terrazas altas y es tolerante a suelos con baja fertilidad; se le reporta 

como un etnobiocida ya que la raíz y corteza se utiliza como veneno para la 

pesca; además de ictiotóxico presenta bioactividad antifúngica y molusquicida. 

Su toxicidad se observó en las saponinas aisladas; asimismo se menciona la 

presencia de triterpenos, B-.sitosterol y de aceites etéreos, atribuyéndoles a los 

primeros la actividad ictiotóxica (HENRY et al., 1995). 
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· Existen registros para las prfncipales características fitoquímicas 

semicualitativas para nueve componentes de los extractos hexánicos, 

clorofórmicos e hidroalcohólicos de corteza de P. clavigera, para el caso del 

extracto hexánico, esta especie presentó reácciones · positivas para los 

triterpenos; en extracto clorofórmico, las cumarinas presentaron reacciones 

positivas; en extracto hidroalcohólico presentó reacción muy positiva para las 

saponinas, reacción positiva para los fenoles, flavonoides y quinonas 

(IANNACONE y PEREZ, 2006). 

Se han aislado cumarinas, fenoles, flavonoides y triterpenos al cual se le 

atribuye actividad ictiotóxica (TEXEIRA et al. 1984); así como actividad 

antifúngica y\molusquicida en las saponinas aisladas (EKABO et al., 1996). 

SCHULTES y RAFFAUF (1990) mencionan la presencia de triterpenos, de 11-

sitosterol y de aceites etéricos en esta especie y determinaron que los primeros 

serían los responsables de la actividad ictiotóxica. 

En cuanto a sus características botánicas, presenta tallos aristados con 

3-6 lobulados, r~mitas aristadas, puberulas; hojas pinnadas; foliolos ovado

elípticos, aserrados o subenteros, haz glabra, envés pubérulo; venas 

secundarias arqueadas, venación reticulada; caquis alado; estipulas 

lanceoladas a lanceolar-subaladas, obovadas; hasta 20 x 25 mm y estípite de 3 

mm de largo (VILCAPOMA, 2000). 
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Los datos ecológicos reportan que es una liana endémica de la 

Amazonia, las poblaciones naturales se ubican en ecosistemas de altura 

formando parte -del bosque primario y/o residuales, en planicie inundable, orilla 

de los ríos y en tierra firme de bosque primario; requieren de poca luminosidad, 

de moderada a alta ·humedad relativa, altitudes de O a 2000 msnm, prefieren 

suelos arcillosos y es tolerante a suelos con baja fertilidad. BRAKO y 

ZARUCCHI (1996), indican que esta familia también se encuentra distribuida 

en los departamentos de Junín, Loreto, San Martín, Ucayali. 

Los usos etnobotánicos son varios, la raíz y corteza se utiliza como 

veneno para la pesca (ictiotóxico); presenta actividad antifúngica y 

molusquicida. En la Amazonia Peruana se utiliza la infusión de la corteza y la 

raíz en lavados de micosis y heridas cutáneas; también puede tomarse vía Oral 

previo macerado en aguardiente (VELA, 2003). 

La saponina timbonina es ictiotóxica, lo que puede explicar su uso 

tradicional; se reporta actividad estimulante del sistema nervioso central (SATO 

et al., 1984), inhibición de la actividad de hiauronidasa en semillas (VINCENT 

et al., 1954) y actividad citotóxica en líneas celulares CA mamaria micro 

alveolar (SATO et al., 1989). 

En cuanto a su bioactividad,· es ictiotóxico, antifúngica y moluscicida. La 

toxicidad se ha observado en las saponinas aisladas. Asimismo, se mencionan 

la presencia de triterpenos, de B-sitosterol y de aceites etéreos, atribuyéndoles 
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a los primeros la actividad ictiotóxica. La propagación de esta especie se 

realiza por semilla botánica y estacas (VELA, 2003). 

2.5. Extractos vegetales 

Como primer representante dentro de los extractos vegetales se tiene al 

principio activo rotenona, el cual se acumula en las raíces de Lonchocarpus 

nicou y se utiliza para combatir áfidos; orugas, larvas de moscas y ácaros, 

siendo su forma de acción a nivel respiratorio, disminuyendo el oxígeno. 

Posteriormente tenemos a la piretrina que es un insecticida de contacto, que se 

obtiene de las cabezas florales de una especie conocida como Chrysanthemum 

cinerariaefolium (Asteraceae); en especial actúa sobre insectos voladores por 

su acción de "derribo" (unos cuantos seg.), baja toxicidad para mamíferos, mUy 

inestables a la luz y al aire, y con acción primaria sobre el sistema nervioso, 

debido a que en algunos estudios histológicos ha revelado una 

desorganización extensiva del sistema nervioso, y una mayor acción a 

temperaturas negativas (son más potentes a temperaturas más bajas) 

(CREML YN, 1995). 

HOSS (1999), cita algunas dificultades fundamentales para la extracción 

de substancias naturales entre las cuales se puede mencionar que los 

compuestos secundarios tienen variadas características: la polaridad de los 

analitos (substancias activas a investigar en el tejido vegetal) frente a otras 

sustancias no investigadas con altas ·concentraciones en el tejido vegetal, 
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dificultan el análisis de las primeras; las sustancias investigad_as tienen que 

pasar por membranas lipídicas para suspenderse en el solvente extractor; los 

compuestos aislados pueden ser destruidos o modificados por factores físicos 

(temperatura) y/o químicos (solventes) durante el proceso de extracción. 

NOVO et al. (1997) citan a lkan (1969), quien menciona el uso de 

solventes de polaridad creciente como el agua y el alcohol para la extracción 

de los compuestos secundarios sin alteración química; sin embargo se pueden 

realizar estudios de mayor especificidad conociendo la importancia y la 

composición del recurso, utilizando técnicas de extracción con solventes 

orgánicos que eviten la desnaturalización por efectos químicos. 

Uno de los métodos más simples y prácticos de extracción para 

componentes activos de plantas con propiedades biocida~ es la maceración,· 

como un método de extracción de productos sin alteración alguna, para lo cual 

se deja en reposo las partes trituras de la planta en un periodo entre 3 - 7 días 

(BOBADI LLA et al., 2002). 

2.6. Metabolitos secundarios 

Generalmente todos los vegetales, como producto de su metabolismo 

secundario normal, son capaces de biosintetizar un elevado número de 

compuestos fenólicos, algunos de los cuales son indispensables para sus 
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funciones fisiológicas y otros son de utilidad para defenderse ante situaciones 

de estrés (hídrico, luminoso, etc) y ataque de organismos (ADZET et al., 1987). 

BOURGAUD et al. (2001 ), mencionan que los metabolitos secundarios 

sólo están presentes en determinadas especies vegetales y cumplen una 

función ecológica específica, como ·por ejemplo atraer a _los insectos para 

transferirles el polen o a animales para que éstos consuman sus frutos y así 

poder diseminar sus semillas; también pueden actuar como ·pesticidas 

naturales de defensa contra herbívoros o microorganismos patógenos, incluso 

como agentes alelopáticos (sustancias que permiten la competición entre 

especies vegetales), también se pueden sintetizar metabolitos secundarios en 

respuesta al daño en algún tejido de la planta, así como contra la luz UV y otros 

agentes físicos agresivos, incluso actuar como señales para la comunicación 

entre plantas con microorganismos simbiontes. 

2.7. Material biológico en estudio 

2.7.1. Eupalamides cyparissius Fabricius 

Pertenece a la familia Castnidae, orden Lepidoptera, conocido 

comúnmente como "barrenador del racimo y el estipe de palmeras" y registrado 

inicialmente como Castnia daedalus Cramer; la duración del ciclo de desarrollo 

es de 314 días, las cuales corresponden 233 días del estado larval, el adulto es 

de hábito ambulatorio vespertino, la hembra suele poner 200 a 500 huevos, 

durante 12 días y suelen ser depositados en forma individual sobre la zona 
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inferior del paquete de flechas, sobre racimos verdes y el estipe (SCHUILING y 

VAN DINTHER, 1980). 

RENGIFO (1999) hace mención a Vera (1974), quien detectó por 

primera vez esta plaga enplantaciones deTqcache- Perú cuando se inicia las 

primeras cosechas de racimos; así mismo refiere que el daño es significativo, 

aun más si la larva afecta las inflorescencias o racimos en floración 

repercutiendo en la reducción del tamaño y peso de los racimos, cuando afecta 

los racimos formados o maduros, provoca la pudrición total o parcial de los 

frutos. 

2.7.2. Rhynchophorus palmarum Linneo 

. Pertenece a la familía Curculionidae, orden Coleoptera, conocido 

comúnmente como "suri de las palmeras"; la hembra se diferencia del macho, 

por tener un mayor tamaño, mientras que los machos tienen el cuerpo cubierto 

de espinillas; en cuanto al ciclo biológico se determina que los huevos 

eclosionan entre dos a tres días, el .estado larval dura alrededor de 37 días 

(nueve estadios larvales), pasando al empupamiento por 20 días; los adultos 

permanecen en el capullo por cinco a siete días adicionalmente (MEXZÓN, 

1994). 

Los daños son ocasionados por el estado larval, el adulto 

oviposita aprovechando las heridas generadas por las labores culturales, como 

poda y cosecha en caso del pijuayo para palmito, atacando en esta especie al 



-26-

rizoma de la planta; en otras palmeras forma galerías en el tronco y en el 

pecíolo de las hojas (VELA, 2003). 

2. 7 .3. Artemia salina Kellog 

Este micro crustáceo (Anostraca: Artemiidae) es conocido 

también como "camarón salino". Es utilizado para pruebas ecotoxicológicas 

(bioindicadores) por existir una amplia disponibilidad de material biológico y por 

presentar buena factibilidad del cultivo. Además, es de· bajo costo en cuanto a 

su obtención, para ser aplicado en la experimentación. Finalmente, son de fácil 

evaluación, manipulación y lec.tura (IANNACONE et al., 2002b). 

Es la especie de artrópodo más usado en bioensayos 

fitoquímicos, para detección de sustancias bioactivas, debido a su amplia 

distribución geográfica; su ciclo biológico es bien conocido, es de fácil manejo 

en el laboratorio y su cultivo es relativamente sencillo y barato (MACHERA et 
-

al., 1996; HLYWKA, 1997; DE LOS RiOS y GAJARDO, 2004, GAJARDO et al., 

2004, CUADRA et al., 2005). 

2.8. Palabras claves 

Efecto "biocida": Este término abarca dentro del contexto de Manejo 

Integrado de Plagas al efecto que causan las plantas sobre los insectos, 

pudiendo considerarse los efectos tóxicos de repelencia olfativa, repelencia 

fagodisuasiva, inhibidores de alimentación, los mímicos de las hormonas 

juveniles y de la muda (PASCUAL- VILLALOBOS, 1996). 
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Extracto vegetal: Es el producto final de todo proceso de extracción de 

material vegetal ya sea por diferentes inétodos químicos, físicos y 

convencionales (HOSS, 1999). 

Plantas biocidas: PASCUAL.:. VILLALOBOS (1996) hace mención, que son 

aquellos recursos botánicos que tienen facultades de causar la mortalidad o 

tener. efecto represivo sobre determinadas plagas y enfermedades. Además, 

EVANS y RAFFAUT (1990), adicionan a aquellas plantas que suelen tener 

efectos tóxicos en los organismos vivos. 

Principio activo: Según HOSS (1999), son sustancias naturales que se 

forman de la biosíntesis de los. metabolitos primarios, son llamados también 

metabolitos secundarios, se pueden conceptuarde acuerdo al grupo químico o 

en forma específica según el compuesto. 

Extracción por decocción: Es un método de- extracción en la que se hace 

hervir la materia prima generalmente entera con el solvente extractor (agua, 

alcohol, mezclas, etc.) en recipientes no herméticos, durante un tiempo no muy 

prolongado (15', 25', 45', 1 h) (BONILLA, 1993). 

Concentración letal media (CL50): Es el grado de toxicidad de un insecticida 

contra una población de insectos, se expresa como "Dosis Letal Media" (DL50) 

o "Concentración Letal Media" (CLs0); está es la cantidad de insecticida 

requerida para causar la muerte del 50% de un grupo representativo de 

insectos (CALDERÓN, 2001 ). 



111. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Ubicación del experimento 

3.1.1 Ubicación y duración del estudio 

El presente trabajo de investigación se realizó en el laboratorio de 

Entomología del Programa de Biodiversidad en la Estación Experimental del 

Instituto de Investigaciones de la Amazonía Peruana (IIAP - sede Ucayali), 

ubicado en el Km 12,40 de la carretera Federico Basadre (Pucallpa-Aguaytía), 

distrito de Gallería, provincia de Coronel Portillo, departamento de Ucayali; 

localizado geográficamente a 8°22'13" Sur y 74°34'23" Oeste y a una altitud de 

154 msnm, donde se realizó el confinamiento y crianza de los insectos en 

estudio, así como la preparación, aplicación y evaluación del efecto de los 

extractos acuosos. La presente investigación tuvo una duración de doce meses 

(abril 2005 - abril 2006). 

3.1.2 Características climáticas 

Según la clasificación de Holdrige, la zona corresponde a la 

formación ecológica de Bosque Húmedo _Tropical y Bosque Muy_ Húmedo 

Premontano Tropical. La temperatura media anual es de 25,42°C, junto con 

una precipitación promedio anual de 1773,44 mm y una humedad relativa de 

84,47% (POLO y MUJ\JOZ, 1982). 



-29-

3.2 Componentes en estudio 

3.2.1 Material vegetal 

Se utilizaron cuatró tipos de extractos de Paul/inia clavigera var. 

'Bullata': Extracto acuoso (decocción, fue preparado el día de la ejecución del 

bioensayo), hidroalcohólico, hexánico y clorofórmico (estos extractos fueron 

preparados y conservados por el laboratorio de Investigación de Productos 

Naturales Antiparasitarios de la Amazonía, de la Universidad Nacional de la 

Amazonía Peruana - !quitos). 

3.2.2 Material biológico 

Artemia salina Kellog (Anostraca: Artemiidae) 

Eupalamides cyparissius Fabricius (Lepidoptera: Castniidae) 

Rhynchophorus pa/marum Linneo (Coleoptera: Curculionidae) 

3.2.3 lnsumos 

Agua destilada. 

Agua de mar. 

Cloroformo. 

Hexano. 

Alcohol al 96%. 

Hipoclorito de sodio al 5.25% (Lejía Clorox®). 
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3.2.4 Material alimenticio para los insectos en prueba 

Trozos de palmito. 

Trozos de fibra basal de pijuayo para palmito. 

Trozos de pecíolo de aguaje. 

Raquis de racimos de palma aceitera. 

Frutos tiernos de palma aceitera. 

3.2.5 Materiales de campo 

Red entomológica. 

Machete. 

Vernier. 

Cámara fotográfica digital Cannon. 

Plumones indelebles. 

Balde de 5 litros. 

Bolsas de polietileno. 

Cartulina negra y blanca. 

3.2.6 Equipos y materiales de laboratorio 

Termo higrómetro. 

Estereoscopio. 

Microscopio. 

Balanza semianalítica OHAUS d: 0,01 g; Rango: O- 200 g. 

Cámara fotográfica digital Cannon. 

Placas petri. 



Vasos de precipitación. 

Probetas graduadas. 

Pipetas. 
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Pinceles y pinzas entomológicas. 

Peceras. 

Envases para bioensayos de 25 mi. 

Frascos entomológicos, etc. 

3.3 Metodología experimental 

3.3.1 Colecta del material biológico 

3.3.1.1 Rhynchophorus palmarum Linneo 

Para R. palmarum, se colectaron larvas entre el VI y IX 

estadio, con la finalidad de obtener ejemplares adultos, aparearlos, obtener 

posturas y lograr una generación homogénea, dichas larvas se obtuvieron 

comercialmente ("suri") en el mercado central de la localidad. 

3.3.1.2 Eupalamides cyparissius Fabricius 

La colecta de adultos de E. cyparissius, se realizó en 

plantaciones comerciales de palma aceitera ubicadas en el· Km 60 de la 

carretera Federico Basadre, interior carretera Neshuya - Curimaná, se 

consideraron estos lugares para la colecta debido a la presencia de estos 

insectos en dichas plantaciones. El método empleado para la captura del 

insecto fue el siguiente: 
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a. Las capturas se realizaron a partir de las 4:00 pm por ser esta especie de 

hábito vespertino y por observarse una mayor actividad en las 

plantaciones a partir de esta hora. 

b. Para ia captura se emplearon redes entomológicas y sobres colectores de 

lepidópteros. 

c. Una vez capturado el insecto se procedió a confinarlos en jaulas de malla 

plástica de 1 m3
, provistas con retazos de tela poliseda en su interior, para 

que estas pudieran posar, a los que también se les adicionaron gotas de 

miel. 

3.3.1.3 Artemia salina Kellog 

Mientras que para Artemia salina, los quistes (huevos) 

fueron obtenidos de un acuario procedente del distrito de San Isidro, Lima, 

Perú. Previo a la recuperación definitiva de los huevos, se realizó su eclosión 

para evaluar la calidad biológica del lote. 

3.3.2 Métodos de crianza de los insectos en prueba 

3.3.2.1 Crianza de Rhynchophorus palmarum L. 

Se obtuvieron comercialmente 1 05 larvas, que fueron 

evaluadas y seleccionadas según las consideraciones de clasificación de 

MEXZÓN et al. (1994). quien menciona que el tamaño de la cabeza es un buen 

indicador del estadía larval, pues este crece un milímetro por cada muda (9 

mudas). 
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Luego de la determinación del estadio larval del material 

biológico, se acondicionaron las larvas individualmente en envases de 

polipropileno de un litro para evitar el canibalismo; fueron alimentados con 

trozos de palmito (3 15 g día-1
) previa desinfección con una solución de 

hipoclorito de sodio al 0,2%, el proceso de alimentación se manejó 

asépticamente, para evitar una alta tasa de mortalidad por contaminación; este 

grupo de larvas fueron evaluadas y alimentadas diariamente observando el 

número de mudas, hasta que estas estén aptas para ser inducidas al 

empupamiento. 

Las larvas que se encontraban entre el octavo y noveno 

estadía fueron inducidas al empupamiento utilizando trozos de pecíolo de 

aguaje de 12 cm para cada larva; las que fueron coladas en envases de 

plástico de 25 x 15 x 10 cm. donde se colocaron cuatro larvas con sus 

respectivos pecíolos, también se utilizarion envases de 30 x 25 x 10 cm. donde 

se acondicionaron seis individuos. 

Cuando los adultos iniciaron la emergencia de sus 

respectivos cocones (estructura auto construida en estado de prepupa) se 

inició la identificación sexual e individualización-en envases de polipropileno de 

1 litro cubiertos con doble tela poliseda y ajustadas con ligas; luego se procedió 

al apareamiento de los adultos, colocándose un macho para cada hembra por 

un periodo de media hora, evitando así el desgaste biológico, provistos de 

sustrato fibroso alimenticio (parte basal del pijuayo para palmito); a los dos días 
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se revisó el sustrato con la finalidad de observar las primeras posturas. Una 

vez identificadas las posturas se procedió a extraerlas cuidadosamente (con 

.. pinzas y estiletes), estas a su vez fueron seleccionadas y acondicionadas en 3 

placas ·petri provistas de discos de papel toallá, se caracterizaron las posturas 

por su coloración (los que están a punto de eclosionar se torna~ más blancos), 

y se roció agua destilada para mantener la humedad de los huevos. 

Diariamente se procedió a revisar las placas petri 

caracterizadas, retirando aquellas larvas eclosionadas e individualizándolas en 

envases de 5 x 5 x 3 cm, utilizando como sustrato alimenticio trozos de palmito 

(1 ,5 g}, el que fue cambiado cada dos días, hasta llegar al 111 estadio (8 días 

después de la eclosión de las larvas) para finalmenttHealizar los bioensayos en 

laboratorio (adaptado de BARTRA, 1994). 

3.3.2.2 Crianza de Eupalamides cyparissius Fabr. 

La captura de los adultos, tuvo por finalidad obtener 

posturas (huevos), para realizar la crianza en laboratorio, logrando así una 

población homogénea y representativa de larvas criadas _hasta el segundo 

estadio (14 estadios larvales); se colectaron sólo hembras oviplenas, en el caso 

de capturar machos adultos se procedieron a decapitarlos, para contribUir así 

con el control manual de esta plaga. 

Una vez trasladadas las jaulas con el material biológico 

al laboratorio, las posturas fueron seleccionadas según la coloración de las 



-35-

mismas (viables de color plomo a morado y, no viables de color lila a rojo) y 

colocadas en placas petri provistas con discos de papel toalla donde se asperjó 

agua destilada para conservar la humedad. Una vez seleccionadas se 

acondicionaron las placas petri en un lugar seguro para que estas pasen al 

proceso de incubación a temperatura ambiente, y finalmente obtener la etapa 

larval 11 (apropiado para realizar las pruebas, estadio más susceptible); las 

larvas fueron alimentadas con el raquis del racimo de palma aceitera y frutos 

inmaduros (los verdes y más pequeños), para finalmente realizar los 

bioensayos en laboratorio. 

3.3.2.3 Crianza de Artemia salina K. 

Esta especie fue cultivada hasta la obtención de los 

nauplios de 11 estadio, previo a la recuperación definitiva de los huevos, se 

realizó su eclosión para evaluar la calidad biológica de nuestro lote (Adaptado 

de IANNACONE et al., 2002a), empleando tres diferentes modalidades: 

a. En un vaso de precipitación de 50 ml conteniendo agua de mar UV bien 

oxigenada (por aireación) se adicionaron huevos de A. salina K. Se 

mantuvo bajo luz intensa por 1 hora y luego se llevó a incubación a 25° C 

durante 24 horas, al término de este tiempo se evaluó el porcentaje de 

eclosión de los huevos. 

b. En un segundo vaso de precipitación de 50 ml conteniendo agua 

destilada bien oxigenada s_e incorporaron huevos de A. salina, luego se 

expuso a luz intensa durante 1 hora, después de este periodo se filtró el 
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agua para recuperar los huevos y trasladarlos a otro vaso de precipitación 

conteniendo agua de mar bien oxigenada, finalmente fue llevado a la 

incubadora a 25° e por 24 horas. 

c. En un ·tercer vaso de precipitación de 50 mL conteniendo agua destilada 

se incorporaron huevos de Artemia y se expuso a luz intensa por 1 hora, 

luego se le adicionó lejía Clorox® (5,25%), en proporción 1 parte de lejía 

por 9 de agua, se agitó continuamente hasta observar el cambio de 

coloración de los huevos, siendo lavados luego en papel filtro poroso 

Whatmman # 1. Cuando se observó que más del 50% de los huevos de 

coloración marrón inicial cambiaron a naranja, se lavaron y se trasladaron 

a un vaso conteniendo agua de mar con pH = 8, se agregó bicarbonato 

de sodio y finalmente se llevaron a incubación a 25°C por 24 horas. 

3.3.3 Bioensayos con extractos vegetales en laboratorio 

Los bioensayos con extractos vegetales comprendieron los 

procedimientos de preparación, aplicación según el tipo de extracto y 

finalmente la evaluación de los efectos. 

3.3.3.1 Preparación de extractos 

En esta investigación la única extracción que se preparó 

en el laboratorio fue el extracto acuoso por decocción, las demás extracciones 

(hexánico, clorofórmico y hidroalcohólico) ya estuvieron preparadas y 

·conservadas por el Laboratorio de Productos Naturales Antiparasitarios de la 

Amazonia de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana - lquitos. 
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Para la ejecución de los bioensayos, las diferentes 

concentraciones de los extractos fueron ·preparados minutos antes, para el 

caso del extracto acuoso (decocción) sólo se requirió esperar el enfriado, ya 

que este fue preparado en caliente. 

La preparación y aplicación de los diferentes tipos de 

extractos de P. clavigera se mantuvieron en condiciones de luminosidad difusa, 

asimismo según la duración del experimento se tuvo como promedio 25,32 ± 

2°C de temperatura y 77.6 ± 3°C de humedad relativa. Para la preparación de 

los extractos se siguió el siguiente procedimiento: 

a. Extracto acuoso (decocción): La preparación del extracto de P. 

clavigera por decocción se realizó de la siguiente manera: 

• Recolección: La colecta de P. clavigera se realizó en el Banco de 

Genes de Plantas Medicinales y Biocidas del IIAP sede Ucayali, 

ubicada en el Km 12,40 de la ca-rretera Federico Basadre. 

• Secado: Se secaron las lianas (corteza) directamente al sol, previa 

segmentación de los mismos. 

• Molido: Las lianas secas se trituraron con ayuda de un molino de 

martillo. 

• Pesada y medida: Se pesó 250 g de biomasa de P. c/avigera en una 

balanza semianalítica y se midió 2,5 tiros de agua destilada, 

estandarizado a pH 7 con Na OH 1 N, en una probeta graduada. 



-38-

• Decocción: Se introdujo 250 g de P. clavigera seca y molida, dentro 

de un recipiente conteniendo 2,5 litros de agua (proporción 1:1 0), y se 

hirvió por espacio de 2 horas en una hornilla eléctrica, hasta obtener 

11itro de solución madre. 

• · Filtrado: Esta operación se realizó con la ayuda de mallas ú tela poli 

seda, para separar el jugo ó extracto de los residuos y obtener el 

material madre. 

• Enfriado: Se vertió la decocción en un _recipiente de vidrio pirex para 

el enfriado por espacio de 2 horas. 

• Solución madre: Se obtuvo 1 litro de extracto vegetal de P. clavigera 

de color rojo tinto y con olor característico, pero solo se trabajó con 

500 ml de la solución madre. 

• Preparación de las concentraciones: Se prepararon concentraciones 

al 100, 75, 50 y 25%, las cuales correspondieron a extraer de la 

solución madre 125 ml, obteniendo así la concentración al 1 00%; se 

agregó 125 ml de agua destilada a la solución madre, se agitó y se 

extrajo otros 125 ml ~e la ultima dilución (75%), se agregó otros 125 

ml de agua destilada, se agitó y extrajo 125 ml de la última dilución 

(50%) y, el mismo proceso se repitió hasta obtener el 25% de la 

solución. Se utilizó como testigo agua destilada a pH 7. 

• Finalmente se tomaron datos de temperatura (°C), conductividad (mV) 

y pH, de cada una de las concentraciones. 
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b. Extracto hexánico: La preparación de las concentraciones del extracto 

hexánico de P. c/avigera se realizó de la siguiente manera: 

• Se pesó O, 1 g del extracto preparado y conservado por el Laboratorio 

de Productos Naturales Antiparasitarios de la Amazonía .:.... UNAP -

!quitos. 

• Se procedió a diluir el extracto pesado utilizando como disolvente 

entre 4 a 16 gotas de hexano, según la temperatura del día de los 

bioensayos. 

• Luego se diluyó en 1 litro de agua destilada estandarizada a pH 7, del 

cual se utilizó 500 mL como solución madre. 

• Se prepararon las concentraciones al 100, 75, 50 y 25%, los cuales 

correspondieron a extraer de la solución madre 125 mL, obteniendo 

así la concentración al 100%; se agregó 125 mL de agua destilada a 

la solución madre, se agitó y se extrajo otros 125 mL de la última 

dilución (75%), se agregó otros 125 mL de agua destilada, se agitó y 

extrajo 125 mL de la ultima dilución (50%) y el mismo proceso se 

repitió hasta obtener el 25% de la solución. Se utilizaron dos testigos, 

el testigo alternante (gotas de disolvente utilizado) y testigo absoluto 

(agua destilada a pH 7). 

• Finalmente se tomaron datos de temperatura (°C), conductividad (mV) 

y pH, de cada una de las concentraciones. 

c. Extracto clorofórmico: La preparación de las concentraciones del 

extracto clorofórmico de P. c/avigera se realizó de la siguiente manera: 
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• Se pesó 0.1 g del extracto preparado y conservado por el Laboratorio · 

de Productos Naturales Antiparasitarios de la Amazonía - UNAP -

!quitos. 

• Se procedió a diluir el extracto pesado utilizando como ·disolvente 

entre 8 a 22 gotas de cloroformo, según ia temperatura ·del día de los 

bioensayos. 

· • Luego se diluyó en 1 litro de agua destilada estandarizada a pH 7, del 

cual se utilizó 500 mL como solución madre. 

• Se prepararon las concentraciones al 1 oo,-75, 50 y 25%, las cuales 

correspondieron a extraer de la solución madre 125 mL, obteniendo 

así la concentración al 1 00%; se agregó 125 mL de agua destilada a 

la solución madre, se agitó y se extrajó otros 125 mL de la última 

dilución (75%), se agregó otros 125mL de agua destilada, se agitó y 

extrajo 125 mL de la última dilución (50%) y el mismo proceso se 

·· repitió hasta obtener el 25% de la solución. Se utilizaron dos testigos, 

el testigo alternante (gotas de disolvente utilizado) y testigo absoluto 

(agua destilada a pH 7). 

• Finalmente se tomaron datos de temperatura (°C), conductividad (mV) 

y pH, de cada una de las concentraciones. 

d. Extracto hidroalcohólico: La preparación de las concentraciones del 

extracto hidroalcohólico de P. clavigera se realizó de la siguiente manera: 

• Se pesó O, 1 g del extracto preparado y conservado por el Laboratorió 

de Productos Naturales Antiparasitarios de la Amazonía - UNAP -

!quitos. 
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• Se procedió a diluir el extracto pesado utilizando como disolvente 

entre 5 a 12 gotas de alcohol, según la temperatura del día de los 

bioensayos. 

• Luego se diluyó en 1 litro de agua destilada estandarizada a pH 7, del 

cual se utilizó 500 mL como solución madre. 

• Se prepararon las concentraciones al 100, 75, 50 y 25%, los cuales 

correspondieron a extraer de la solución madre 125 mL, obteniendo 

así la concentración al 100%; se agregó 125 mL de agua destilada a 

la solución madre, se agitó y se extrajo otros 125 mL de la última 

dilución (75%), se agregó otros 125 mL de agua destilada, se agitó y 

extrajo 125 mL de la ultima dilución (50%) y el mismo proceso hasta 

obtener el 25% de la solución. Se utilizaron dos testigos, el testigo 

·alternante (gotas de disolvente utilizado) y testigo absoluto (agUa 

. destilada a pH 7). 

• Finalmente se tomaron datos de temperatura (°C), conductividad (mV) 

y pH, de cada una de las concentraciones. 

3.3.3.2 Aplicación de extractos (bioensayos) 

La aplicación de los diferentes tipos de extractos de P. 

clavigera se realizó individualmente para cada organismo en prueba, 

constituyendo un ensayo independiente para R. palmarum, E. cyparissius y A. 

salina. 
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Para los dos primeros organismos en prueba (insectos 

plaga) se embebió el sustrato alimenticio por 30 segundos (trozos de alimento 

para cada concentración) en cada tipo de extracto, colocando las larvas en los 

envases de 500 g individualmente, con 1 O réplicas por concentración. 

Para R. palmarum se utilizaron larvas del 111 estadía, 

para esto se pesó 3,5 g de trozos de palmito cortadas en forma cúbica, con 

dimensiones aproximadas de 2,0 cm de largo x 1,5 cm de ancho x 0,5 cm de 

alto, previamente desinfectados en una solución de hipoclorito de sodio al 

0,02%. 

Para el caso de E. cyparissius, se utilizaron larvas del 11 

estadio, se pesaron 1 ,5 g de raquis de racimos de palma aceitera cortadas en 

forma cúbica, con dimensiones aproximadas de 2,5 cm de largo x 2. cm de 

ancho x 0,5 cm de alto, previamente desinfectados en una solución de 

hipoclorito de sodio al 0.02%. 

Con respecto al bioindicador A salina, se emplearon 

nauplios del 11 estadio, se dejó pasar 18 horas desde la eclosión. A 

continuación, 1 O nauplios del 11 estadio de A. salina fueron llevados a cada uno 

de los envases de 25 ml de capacidad con 20 ml de solución para cada una 

de las cuatro réplicas, las cuales contenían las cinco diferentes 

concentraciones de los cuatro tipos de extractos de P. clavigera. 
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3.3.3.3 Evaluación de los efectos de los bioensayos 

Las evaluaciones se realizaron a 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 y 

72 horas, se registraron- las v-ariables: número de individuos muertos, 

porcentaje de mortalidad, repelencia y sobrevivencia de las larvas después de 

las 72 horas de aplicación, para el caso ·de R. palmarum y E cyparissius . . 

A las 24 y 48 horas de exposición, para el caso de 

Artemia salina, se contó el número de nauplios muertos en cada una de las 

diluciones. Los ensayos fueron considerados válidos cuando la mortalidad no 

fue mayor al 10%, según el criterio estándar propuesto por CALOW et al. 

(1993). 

3.4 Tratamientos en estudio 

Los distribución de los tratamientos en estudio se presentan en el 

Cuadro 1, el cual muestra los tipos de extractos de la especie biocida estudiada 

con sus diferentes concentraciones, siendo la misma descripción de los 

tratamientos para los tres artrópodos en prueba. 



Cuadro 1. Tratamientos en estudio. 

Interacción Descripción de los tratamientos 

Trat Código Tipo de extracto + concentración 

1 C1Hi Extracción hidroalcoholica al 100% de concentración 

2 C2Hi Extracción hidroalcoholica al 75% de concentración 

3 C3Hi Extracción hidroalcoholica al 50% de concentración 

4 C4Hi Extracción hidroalcoholica al 25% de concentración 

5 C5HiS Testigo con solvente (gotas de alcohol) 

6 C6HiA Testigo con agua destilada 

7 C1He Extracción hexánica al 100% de concentración 

8 C2He Extracción hexánica al 75% de concentración 

9 C3He Extracción hexánica al 50% de concentración 

10 C4He Extracción hexánica al 25% de concentración 

11 C5HeS Testigo con solvente (gotas de hexano) 

12 C6HeA Testigo con agua destilada 

13 . C1CI Extracción clorofórmica al 1 00% de concentración 

14 C2CI Extracción clorofórmica al 75% de concentración 

15 C3CI Extracción clorofórmica al 50% de concentración 

16 C4CI Extracción clorofórmica al 25% de concentración 

17 C5CIS Testigo con solvente (gotas de cloroformo) 

18 C6CIA Testigo con agua destilada 

19 C1D Extracción por decocción al 100% de concentración 

20 C2D Extracción por decocción al75% de concentración 

21 C3D Extracción por decocción al 50% de concentración 

22 C4D Extracción por decocción al 25% de concentración 

23 C5DA Testigo con agua destilada 
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3.5 Diseño experimental 

Los datos obtenidos fueron evaluados siguiendo los lineamientos del 

modelo estadístico basado en un Diseño de Bloque Completo al Azar (DBCA) 

de 6 x 10, donde se evaluaron cuatro concentraciones mas dos· controles 

(testigo disolvente y testigo absoluto), con diez repeticiones para los tipos de 

extractos en estudio empleados para R. palmarum L. y E. cyparissius F. 

Para el caso de A. salina K. se utilizó el Diseño de Bloque Completo al 

Azar (DBCA) de 6 x 4 evaluándose cuatro concentraciones mas dos controles 

(testigo disolvente y testigo absoluto), con cuatro repeticiones para los tipos de 

extractos en estudio. 

La eficacia de los tratamientos y las repeticiones se evaluó a través de 

un análisis de varianza (ANVA) de dos vías, previa transformación de los datos 

a ...fy+O,S. La comparación de promedios se realizó mediante la prueba de Tukey 

(P:s;0,05). Los cálculos de la mortalidad corregida se realizó mediante la fórmula 

de Abbott en caso de muerte natural en, el grupo testigo cuando éste sea menor 

al 20% (CALZADA, 1982). Los datos obtenidos se analizaron mediante el 

paquete SAS- lnstitute lnc, 1989. Las CLso, así como los valores de las 

pendientes con sus límites de confianza y valores "chi" cuadrado se 

determinaron utilizando la EPA Probit Analysis Program. Las condiciones y 

criterios de aceptabilidad de las pruebas de toxicidad aguda, son las siguientes 

(adaptado de IANNACONE, 2002a,b). 

.· 



Cuadro 2. Condiciones y criterios de aceptabilidad de la prueba de toxicidad 

aguda para el caso de R. palmarum L. 

Tipo de bioensayo: estático. 

Tiempo de exposición: 1, 4, 8, 12, 24, 48 y 72 h. 

Temperatura: 29° ± 2°C. 

Humedad relativa: 60 - 85 %. 

pH de solución: 7. 

Fotoperiodo: 12:12. 

- Tamaño de envase: capacidad de 250 ml. 

Volumen en la solución 1 envase: 3.5 g de alimento (palmito de pijuayo) 

embebido por 30 seg. 

Edad del organismo: larvas de 111 estadio. 

No de replicas 1 concentración: 1 O. 

No de concentraciones más testigos (Testigo absoluto y testigo solvente): 6. 

No de larvas 1 concentración: 50 (de cocción) y 60. 

No de larvas 1 envase: 1. 

No total de organismos por ensayo: 250. 

Régimen de alimentación: alimento embebido con extracto una sola vez. · 

Agua control (testigo: destilada.) y de dilución (testigo: solvente) 

Tiempo de observación en los envases descarta bies: 1 O segundos de 

observación directa. 

Respuesta letal: mortalidad (inmovilización de larvas) 

- Criterio de aceptabilidad sugerida: Sobre 80% de sobrevivencia en los 

controles. 



Cuadro 3. Condiciones y criterios de aceptabilidad de la prueba de toxicidad 

aguda para el caso de E. cyparissius F. 

-

Tipo de bioensayo: estático. 

Tiempo de exposición: 1, 4, 8, 12; 24, 48 y 72 h. 

Temperatura: 29° ± 2°C. 

Humedad relativa: 60 - 85 %. 

pH de solución: 7. 

Fotoperiodo: 12:12. 

- Tamaño de envase: capacidad de 250m l. 

Volumen en la solución 1 envase: 1 ,5g de alimento (raquis de racimos de 

palma aceitera): embebido por 30 seg. 

"' Edad del organismo: larvas delll estadio. 

No de replicas 1 concentración: 1 O. 

No de concentraciones más testigos (Testigo absoluto y testigo solvente): 6. 

No de larvas 1 concentración: 50 (de cocción) y 60. 

No de larvas 1 envase: 1. 

No total de organismos por ensayo: 250. 

Régimen de alimentación: alimento embebido con extracto una sola vez. 

Agua control (testigo: destilada.) y de dilución (testigo: solvente) 

Tiempo de observación en los envases descarta bies: 1 O segundos de 

observación directa. . 

Respuesta letal: mortalidad (inmovilización de larvas) 

- Criterio de aceptabilidad sugerida: Sobre 80% de sobrevivencia en los 

controles. 



Cuadro 4. Condiciones y criterios de aceptabilidad de la prueba de toxicidad 

aguda para el caso de Artemia salina K. 

Tipo de bioensayo: estático. 

Tiempo de exposición: 24, 48 h. 

Temperatura: 25° ± 2°C. 

Humedad relativa: 60 - 85%. 

pH de solución: 7. 

Fotoperiodo: 12:12. 

Tamaño de envase: capacidad de 5 mL. 

Volumen en la solución 1 envase: 2 ml. 

Edad del organismo: nauplios 24 h de eclosionadas 

No de replicas 1 concentración: 4. 

No de concentraciones más testigos (Testigo absoluto y testigo solvente): 6. 

No de larvas 1 concentración: 40. 

No de larvas 1 envase: 1 O. 

No total de organismos por ensayo: 200. 

Régimen de alimentación: ausente. 

Agua control (testigo: destilada.) y de dilución (testigo: solvente). 

Tiempo de observación en los envases descarta bies: 1 O segundos de 

observación directa. 

Respuesta letal: mortalidad (inmovilización de la larva). 

Criterio de aceptabilidad sugerida: Sobre 80% de sobrevivencia en los 

controles. 
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Si la mortalidad en los testigos o controles es superior al 20% la prueba se 

desecha y toda la prueba se tendría que repetir; si alcanza Una mortalidad 

menor al 5% la prueba no necesita corrección alguna -y, cuando es del orden 

del 5 al 20% en los testigos, la mortalidad en los expuestos al extracto se 

1 

corregió empleando la fórmula de Abbott: 

% mortalidad corregida = % mortalidad de expuestos - % mortalidad de testigos x1 00 . 

1 00 - % mortalidad de testigos 

(IANNACONE, 2000) 

3.6 Variables independientes 

Diferentes tipos de extractos de la especie P. clavigera: 

Extracción por decocción (acuosa). 

Extracción clorofórmica. 

Extracción hexánica. 

Extracción hidroalcoholica. 

3.7 Variable.s dependientes 

Mortalidad y sobrevivencia de larvas de R. palmarum L.. 

(Coleoptera). 

Mortalidad y sobrevivencia de larvas de E. cyparissius F. 

(Lepidoptera). 
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Mortalidad y sobrevivencia del micro crustáceo A. salina K. 

(Anostraca). 

3.8 Datos registrados 

Temperatura y humedad relativa maxima y mínima en laboratorio, 

los días de evaluación de los bioensayos. 

Mortalidad de los artrópodos en prueba. 

Sobre vivencia de los artrópodos en prueba. 

Fecha de instalación del experimento. 

Tiempo de duración de cada bioensayo. 

3.9 Datos observados 

Número de larvas muertas 1 tipo-de extracto. 

Número de larvas vivas 1 tipo de extracto. 

3.1 O. Análisis fitoquímico 

Con la finalidad de conocer qué metabolitos secundarios pueden estar 

causando la mortalidad de las larvas expuestas, se enviaron muestras de la 

especie vegetal en estudio, seca y molida al Laboratorio dé Investigación en 

Productos Naturales Antiparasitarios d~ la Amazonía de la UNAP - lquitos, para 

realizar el análisis fitoquímico respectivo. Se hicieron pruebas para la 

identificación de alcaloides, saponinas, esteroides, triterpenos, taninos, fenoles, 
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flavonoides, cumarinas y quinonas: Los extractos utilizados fueron por 

decocción, hexánico, clorofórmico é hidroalcohólico. 

Screening fitoquímico 

La preparación de los extractos hexánico, clorofórmico e hidroalcohólico y 

el screening fitoquímico de esta especie biocida lo realizaron a partir de 100 g de 

muestra seca y molida. Posteriormente, extrajeron con hexano (solvente apelar) 

hasta agotamiento con renovación del solvente cada 48 h, después de eliminar el 

solvente en rotavapor a presión reducida se obtuvieron los extractos hexánicos. 

Al residuo le adicionaron cloroformo (CHCb) (solvente medianamente polar) y lo 

extrajeron hasta agotamiento con renovación del solvente cada 48 h, el solvente 

fue eliminado hasta sequedad en rotavapor a presión reducida, de esta forma se 

obtuvieron los extractos clorofórmicos. Finalmente, al residuo le adicionaron 

etanol-agua (70:30) (solventes pelare~) y se procedió como en los casos 

anteriores, obteniéndose los extractos hidroalcohólicos. Se emplearon los 

procedimientos estándares para la detección fitoquímica semicualitativa de nueve 

compuestos propuesto por LOCK (1994) para alcaloides (reactivos de Mayer, de_ 

Dragendorff y de Wagner), saponinas (producción de espuma), esteroides 

(reacción de Liebermann Burchard), triterpenos (reacciones de Liebermann

Burchard y de Noller), taninos (reacción de la gelatina-sal y con el reactivo de 

FeCI3), fenoles (reactivo de FeCI3), flavonoides (reacción de Shinoda), cumarinas 

(revelado con vainilla y ácido ortofosfórico) y quinonas (reacción de Borntrager). 

Los resultados se clasificarOn en cinco categorías semicualitativas: 
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= Reacción negativa. 

± = Reacción muy poco positiva. 

+ = Reacción poco positiva. 

++ = Reacción positiva. 

+++ = Reacción muy positiva. 

De acuerdo al objetivo de la tesis, la identificación de estos métodos se 

consideran complementarios, ya que todo este procedimiento· lo desarrollo el 

laboratorio en mención. 



IV. RESULTADOS 

4.1. Porcentaje de mortalidad y concentración letal media (CL50) sobre 

larvas del 111 estadio de Rhynchophorus palmarum L. 

Los cuatro tipos de extracción y sus respectivas concentraciones 

empleadas según el protocolo establecido (1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 y 72 horas), no 

mostraron mortalidad las 8 primeras horas de evaluación en los bioensayos; en 

esta especie las mortalidades se iniciaron a partir de las 12 horas, donde se 

observaron respuestas diversas de acuerdo al efecto biocida de las 

concentraciones en los diferentes tipos de extracto de P. clavigera (a 12, 24, 48 

y 72 horas después de la aplicación); los datos de mortalidad y La CL50 se 

muestran en el Cuadro 5. Tal como se observa, el extracto por decocción indica 

un patrón de efectividad superior comparado con los demás tipos de extractos; 

por ejemplo, a las 12 y 72 horas, el control del 50% (Clso) de las larvas se logró 

con 89,53 mg L-1 y 59,15 mg L-1 (Limites de confianza 34,97 - 71,88), 

respectivamente. En oposición, el extracto hidroalcohólico alcanzó valores de 

CL50 muy superiores, de 117,42 mg_ L-1 a las 48 horas y 118,85 mg L-1 a las 72 

horas; la ausencia de concentraciones (Clso) en el caso de los extractos 

clorofórmico y hexánico, no pudieron procesarse adecuadamente por el 

programa EPA Probit, por no registrar por lo menos tres valores de mortalidad 

para los cuatro tiempos de evaluación. 



Cuadro 5. Efecto biocida de P. clavigera en la mortalidad de larvas del 111 

estadía de R. pa/marum a diferentes horas de evaluación. 

Concentración Tiempo (horas) 
TE1 

(%) 12 h Sig. 24 h Sig. 48 h Sig. 72 h Sig. 

Control agua o a o a o a o a 
. 25 o a o a 10 a 20 a 

50 o a 10 a 20 a 40 ab 
D 75 10 a 30 ab 40 ab 80 b 

100 20 a 50 b 70 b 100 b 
CLso 89,53 92,74 85,95 59,15 x2 0208 0,552 0,078 0,554 

Control agua o a o a o a o a 
Control alcohol o a o a o a o a 

25 o a o a o a o a 

Hi 
50 o a o a o a 10 a 
75 o a 10 a 10 a 20 ab 
100 10 a 10 a 30 ab 40 b 
CLso 117,42 118,85 x2 , 0,081 0,596 

Control agua o a o a o a o a 
Control clorof. o a o a o a o a 

25 o a o a o a o a 

Cl 
50 o a o a o a o a 
75 o a o a o a o a 
100 o a o a o a o a 
CLso x2 

Control agua o a o a o a o a 
Control hexano o a o a o a o a 

25 o a. o a o a o a 

He 
50 o a o a o a o a 
75 o a o a o a o a 
100 o a o a o a o a 
CLso 
x2 

1 Tipo de extracto: D = Decocción, Hi = Hidroalcohólico, Cl = Clorofórmico y He = Hexánico 

Sig.= Significancia: promedios en una misma linea vertical seguidos por la misma letra minúscula no 

difieren significativamente a P= 0,05. Prueba de Tukey (SAS, 1989) 

Clso = Valor de la concetración letal media (Clso) en mg L -' (peso seco 1 volumen de solución madre) 

X2 = Valores Chi cuadrado. 
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4.1.1 Mortalidad de larvas del 111 estadío de R. palmarum L. según el 

tiempo de evaluación 

4.1.1.1 Mortalidad a las 12 horas 

Los resultados de mortalidad a 12 horas después de la 

aplicación de los diferentes tipos de extractos de P. c/avigera se muestran en el 

Cuadro 5. Al efectuarse el análisis de varianza no se encontró diferencias 

significativas (p< 0,001) entre los tratamientos estudiados obteniendo un 

coeficiente de variabilidad de 3,81% (Cuadro 6). Al realizar la prueba múltiple 

de promedios de Tukey (p$ 0,05), el extracto por decocción de P. clavigera al 

100% causó una mortalidad de 20% (n= 10 larvas), siendo superior a las 

demás concentraciones (Apéndice 2, 2.1, a). 

Cuadro 6. Análisis de varianza en la mortalidad de R. palmarum, después de 

12 horas de aplicación, con los diferentes tipos de extracto de P. 

clavigera (datos transformados a -../y+O,S). 

Fuente de Grados de Cuadrados Pr> F Significancia 

variabilidad libertad medios 

Tratamientos 3 0,0016177 211762 NS 

Bloques 5 0,0007434 1,0000 NS 

Error 15 0,0007434 

Total 23 

C.V. (%) = 3,81 

NS = No significativo 
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La Figura 1, muestra el inicio de la actividad letal a las 

12 horas con el extracto por decocción en las dos primeras concentraciones 

(1 00% y 75%), seguidos por el extracto hidroalcohólico con un 10% de 

mortalidad en 100% de concentración; siendo nula la actividad biocida en los 

extractos clorofórmico y hexánico. 
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Figura 1. Porcentaje de mortalidad de R. palmarum a 12 horas de la aplicación 

de diferentes concentraciones y tipos de extractos de P. clavigera. 

4.1.1.2 Mortalidad a las 24 horas 

Los resultados de mortalidad a las 24 horas de 

exposición con los diferentes tipos de extractos de P. c/avigera se muestran en 

el Cuadro 5. Al efectuarse el análisis de varianza se encontró diferencias 

significativas (p< 0,001) entre los tratamientos estudiados obteniendo un 
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coeficiente de variabilidad de 3,69% (Cuadro 7). Al realizar la prueba múltiple· 

de promedios de Tukey (p~ 0,05), el extracto de P. clavigera por decocción al -

100% de concentración causó la mayor mortalidad larvaria {50%), seguido por 

la concentración al 75 y 50% con mortalidades de 30 y 1 O% respectivamente 

(Apéndice 2, 2.1, b ). 

Cuadro 7. Análisis de varianza en la mortalidad de R. palmarum, después de 

24 horas de aplicación, con los diferentes tipos de extracto de P. 

c/avigera (datos transformados a -.Jy+O,S). 

Fuente de 

variabilidad 

Tratamientos 

Bloques 

Error 

Total 

S = Significativo 

Grados de 

libertad 

3 

5 

15 

23 

Cuadrados 

medios 

0,0026095 

0,0014781 

0,0007090 

C.V. (%) = 3,69 

Pr> F Significancia 

0,03624 S 

0,12418 

La Figura 2, muestra las mortalidades · a 24 horas 

después de la aplicación de los diferentes tipos de extractos, se observa un 

doble incremento del extracto por decocción a 1 00% de concentración y el 

inicio de la actividad letal del extracto hidroalcohólico, en sus dos primeras 

concentraciones, continuando sin actividad los extractos clorofórmico y 

hexánico. 
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Figura 2. Porcentaje de mortalidad de R. palmarum a 24 horas de la aplicación 

de diferentes concentraciones y tipos de extractos de P. c/avigera. 

4.1.1.3 Mortalidad a las 48 horas 

Los resultados de mortalidad a las 48 horas de 

exposición al efectuarse el análisis de varianza se encontró diferencias 

significativas (p< 0,001) entre los bloques estudiados obteniendo un 

coeficiente de variabilidad de 5,82% (Cuadro 8). Al realizar la prueba múltiple 

de promedios de Tukey (p:::;; 0,05), el extracto de P. c/avigera por decocción al 

100% de concentración causó la mayor mortalidad larvaria (70%), seguidos por 

las concentraciones al 75, 50 y 25% con mortalidades de 40, 20 y 10% 

respectivamente; el extracto hidroalcohólico inicia su actividad letal en forma 



-59-

descendente al 100 y 75% con mortalidades de 30 y 1 O% respectivamente, no 

existiendo actividad en las demás concentraciones (Apéndice 2, 2.1, e). 

Cuadro 8. Análisis de varianza en la mortalidad de R. palmarum, después de 

48 horas de aplicación, con los diferentes -tipos de extracto de P. 

clavigera (datos transformados a --./y+O,S). 

Fuente de 

variabilidad 

Tratamientos 

Bloques 

Error 

Total 

NS = No significativ_o 

Grados de 

libertad 

3 

5 

15 

23 

Cuadrados 

medios 

0,003832 

0,009185 

0,001867 

0,085429 

C.V. (%) = 5,82 

AS = Altamente significativo 

Pr> F Significancia 

0,149775 NS 

0,007292 AS 

La Figura 3, denota que las mortalidades a 48 horas 

mantienen el mismo comportamiento de toxicidad que el anterior intervalo de 

evaluación, iniciándose en forma gradual el extracto hidroalcoholico; 

manteniendo su inactividad los extractos clorofórmico y hexánico. 
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Figura 3. Porcentaje de mortalidad de R. palmarum a 48 horas de la aplicación 

de diferentes concentraciones y tipos de extractos de P. clavigera. 

4.1.1.4 Mortalidad a las 72 horas 

Finalmente, la mortalidad a las 72 horas después de la 

aplicación, al efectuarse el análisis de varianza se encontró diferencias 

significativas (p< 0,001) entre los bloques y tratamientos obteniendo un 

coeficiente de variabilidad de 8,69%, mostrando una alta significación entre 

bloques (Cuadro 9). Al realizar la prueba múltiple de promedios de Tukey 

(p~ 0,05), el extracto de P. clavigera por decocción al 100% de concentración 

causó la máxima mortalidad larvaria, seguidos por las concentraciones al 75, 

50 y 25% con mortalidades de 80, 40 y 20% respectivamente; el extracto 

hidroalcohólico incrementó su toxicidad letal en forma descendente al 100 y 
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75% con mortalidades de 40 y 20% respectivamente; los extractos 

clorofórmicos y hexánicos no mostraron ninguna actividad letal hasta el final de 

la evaluación con esta especie (Apéndice 2, 2.1, d). · 

Cuadro 9. Análisis de varianza en la mortalidad de R. pa/marum, después de 

72 horas de aplicación, con los diferentes tipos de extracto de P. 

clavigera (datos transformados a .Vy+O,S). 

Fuente de Grados de Cuadrados Pr> F Significancia 

variabilidad libertad medios 

Tratamientos 3 0,02733 0,011430 S 

Bloques 5 0,08545 0,000013 AS 

Error 15 0,00523 

Total 23 

C.V.(%)= 8,69 

S = Significativo AS = Altamente significativo 

La Figura 4, denota que las mortalidades a 72 horas 

mantienen el mismo comportan:liento de toxicidad que el anterior intervalo de 

evaluación, iniciándose en forma gradual el extracto hidroalcoholico; 

manteniendo su inactividad los extractos clorofórmico y hexánico. 
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Figura 4. Porcentaje de mortalidad de larvas dellll estadio de R. palmarum a 

72 horas de la aplicación de diferentes concentraciones y tipos de 

extractos de P. clavigera. 

En la Figura 5, se muestra el comportamiento de 

mortalidad de larvas del 111 estadio de R. palmarum frente al efecto biocida de 

los diferentes tipos de extractos de P. clavigera. Se puede apreciar que las 

mortalidades se inician a 12 horas de exposición para los extractos por 

decocción y hidroalcohólico. La concentración al 100% tiene las mayores 

mortalidades iniciales para el extracto por decocción, seguido por el extracto 

hidroalcohólico; sin embargo en el rango de 24 horas las concentraciones al 

100 y 75% para el extracto hidroalcohólico se mantiene, incrementando su 

letalidad el extracto por decocción. El que mostró un comportamiento de 
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mortalidad progresiva uniforme fue la concentración al 100% para el extracto 

por decocción, a medida que avanza el tiempo de exposición va ascendiendo, 

manteniendo su efecto biocida en forma uniforme hasta las 72 horas, 

controlando el total de la población. Los extractos que no mostraron actividad 

biocida hasta el final de los bioensayos en esta especie fueron los extractos 

hexánicos y clorofórmicos. 
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Figura 5. Comportamiento de mortalidad de larvas del 111 estadía de R. 

palmarum frente al efecto biocida de los diferentes tipos de extracto 

de P. clavigera. 
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4.2. Porcentaje de mortalidad y concentración letal media (CL50) sobre 

larvas delll estadio de Eupalamides cyparíssius F. 

Los datos de mortalidad y concentración letal media (CL50) se observan 

en la Cuadro 1 O, en esta se observa que hubo mortalidad de larvas en todos 

los extractos estudiados a 72 horas después de la aplicación; los máximos 

valores en los porcentajes de mortalidad se observan al final de la evaluación 

con el extracto por decocción y hidroalcohólico, el primero mostró un efecto 

letal progresivo, el segundo inició su actividad letal a partir de las 24 horas; el 

extracto que mostró un bajo efecto biocida es el extracto clorofórmico 

expresándose sólo al final de la evaluación. El extracto hidroalcohólico a las 72 

horas indica un patrón de efectividad superior comparado con los demás tipos 

de extractos, el control del 50% (CL50) de las iarvas se logró con 66,21 mg L-1 

(Límites de confianza 5,68 - 98,60). La ausencia de concentraciones (CL50) en 

el- caso de los extractos que no presentan valores, no pudieron. procesarse 

adecuadamente por el programa EPA Probit, por no registrar por lo menos tres 

valores de mortalidad para los cuatro tiempos de evaluación. 
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Cuadro 10. Efecto biocida de P. clavigera en la mortalidad de ·larvas del 11 

estadía de E. cyparissius a diferentes horas de evaluación. · 

TE1 
Concentración Tiempo (horas) 

(%) 12 h Sig. 24h Sig. 48 h Sig: 72 h Sig. 

Control agua o a o a o a o a 
25 o a o a 10 a 10 a 
50 o a 10 a 10 a 20 a 

D 75 10 a 10 a 10 a 70 b 
100 20 a 20 a 30 ab 80 b 
Clso Ns Ns 85,95 70,71 
x2 o 078 0,554 

Control agua o a o a o a o a 
Control alcohol o a o a o a o a 

25 o a o a o a 10 a 

Hi 
50 o a o a ·o a 40 ab 
75 o a o a 10 a 60 b 
100 o a 10 a 40 b 80 b 
Clso 106,49 66,21 x2 0,030 0,132 

Control agua o a o a o a o a 
Control clorof. o a o a o a o a 

25 o a o a o a o a 

Cl 
50 o a o a o a o a 
75 o a o a o a 10 a 
100 o a o a o a 30 ab 
Clso · x2 

Control agua o a o a o a o a 
Control hexano o a o a o a o a 

25 o a o a o a o a 

He 50 o a o a o a 10 a 
75 o a o a 10 a 40 ab 
100 o a o a 20 a 70 b 
Clso 84,68 x2 0,529 

1 Tipo de extracto: D = Decocción, Hi = Hidroalcohólico, Cl = Clorofórmico y He = Hexánico 

Sig.= Significancia: promedios en una misma linea vertical seguidos por la misma letra minúscula no 

difieren significativamente a P= 0,05. Prueba de Tu)<ey (SAS, 1989) 

CLso =Valor de la concetración letal media (Clso) en mg L -1 (peso seco 1 volumen de solución madre) 

X2 = Valores Chi cuadrado. 
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4.2.1· Mortalidad de larvas delll estadío de E. cyparissius F. según el 

tiempo de evaluación 

4.2.1.1 Mortalidad a las 12 horas 

Los resultados de mortalidad _a 12 horas después de la 

aplicación de los extracto de P. c/avigera se muestran en el Cuadro 1 O. Al 

efectuarse el análisis de varianza no se encontró diferencias significativas 

(p< 0,001) entre los tratamientos estudiados obteniendo un coeficiente de 

variabilidad de 6,29% (Cuadro 11 ). Al realizar la prueba múltiple de promedios 

de Tukey (p~ 0,05), el extracto por decocción de P. clavigera al 100% causó 

una mortalidad de 20%, siendo superior a las demás concentraciones, y a la 

misma concentración con un 10% de mortalidad el extracto hidroalcohólico 

(Apéndice 2, 2.2, a). 

Cuadro 11. Análisis de varianza en la mortalidad de E. cyparissius, después 

de 12 horas de aplicación, con los diferentes tipos de extracto de 

P. c/avigera (datos transformados a --Jy+O,S). 

Fuente de 

variabilidad 

Tratamientos 

Bloques 

Error 

Total 

NS = No significativo 

Grados de 

libertad 

3 

5 

15 

23 

Cuadrados 

medios 

0,00428719 

0,00559198 

0,00200570 

C.V. (%) = 6,29 

Pr> F Significancia 

0,0633 NS 

0,0422 NS 
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La Figura 6, muestra el inicio de la actividad letal a las 

12 horas con el extracto por decocción en las dos primeras concentraciones 

(1 00% y 75%); en esta se observa que no hubo actividad biocida en los 

extractos hidroalcohólico, clorofórmico y hexánico. 
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Figura 6. Porcentaje de mortalidad de larvas del 11 estadio de E. cyparissius a 

12 horas de la aplicación de diferentes concentraciones y tipos de 

extractos de P. c/avigera. 

4.2.1.2 Mortalidad a las 24 horas 

Los resultados de mortalidad a las 24 horas de 

exposición con los diferentes tipos de extractos de P. clavigera se muestran en 

el Cuadro 1 O. Al efectuarse el análisis de varianza se encontró diferencias 

significativas (p< 0,001) entre los tratamientos estudiados obteniendo un 
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coeficiente de variabilidad de 9,95% (Cuadro 12). Al realizar la prueba múltiple 

de promedios de Tukey (p:::; 0,05), el extracto de P. c/avigera por decocción al 

100 y 75% de concentración mantenía la relación, iniciando su efecto la 

concentración al 50%, al igual que el extracto hidroalcohólico al 100% 

(Apéndice 2, 2.2, b). 

Cuadro 12. Análisis de varianza en la mortalidad de E. cyparissius, después 

de 24 horas de aplicación, con los diferentes tipos de extracto de 

P. clavigera (datos transformados a ~y+O,S). 

Fuente de 

variabilidad 

Tratamientos 

Bloques 

Error 

Total 

S = Significativo 

Grados de Cuadrados 

libertad medios 

3 0,0172051 

5 0,0528847 

15 0,0051429 

23 

c.v.(%)= 9,95 

NS = No significativo 

Pr> F Significancia 

0,0066 S 

<,0001 NS 

La Figura 7, muestra que las mortalidades a 24 horas 

después de la aplicación de los extractos, mantienen una relación de 

mortalidad en el extracto por decocción, iniciando su actividad letal el extracto 

hidroalcohólico al 100% de concentración, continuando sin actividad los 

extractos clorofórmicos y hexánico. 
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Figura 7. Porcentaje de mortalidad de larvas delll estadio de E. cyparissius a 

24 horas de la aplicación de diferentes concentraciones y tipos de 

extractos de P. clavigera. 

4.2.1.3 Mortalidad a las 48 horas 

Los resultados de mortalidad a las 48 horas de 

exposición se muestran en el Cuadro 1 O. Al efectuarse el análisis de varianza 

se encontró diferencias significativas (p< 0,001) entre los bloques estudiados 

obteniendo un coeficiente de variabilidad de 12,69% (Cuadro 13). Al realizar la 

prueba múltiple de promedios de Tukey (p~ 0,05), el extracto hidroalcohólico de 

P. clavigera al 100% de concentración causó la mayor mortalidad larvaria 

(40%); el extracto por decocción al 100% causó una mortalidad del 30%; las 
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concentraciones de 75, 50 y .. 25% mantuvieron valores similares; el extracto 

hexánico inicia su actividad letal en forma descendente al 100 y 75% con 

mortalidades de 20 y 1 0% respectivamente, no existiendo actividad hasta este 

tiempo con el extracto clorofórmico (Apéndice 2, 2.2, e). 

Cuadro 13. Análisis de varianza en la mortalidad de E. cyparissius, después 

de 48 horas de aplicación, con los diferentes tipos de extracto de 

P. clavigera (datos transformados a ~y+0,5). 

Fuente de 

variabi 1 idad 

Tratamientos 

Bloques 

Error 

Total 

Grados de 

libertad 

3 

5 

15 

23 

Cuadrados 

medios 

0,01557064 

0,00828210 

0,00843015 

C.V. (%) = 12,69 

AS = Altamente significativo NS = No significativo 

Pr> F Significancia. 

0,1065 NS 

0,4026 AS 

En la Figura 8, se pueden observar las mortalidades a 

48 horas, expresándose con mayor actividad letal el extracto hidroalcohólico; 

manteniendo el mismo comportamiento el extracto por decocción e iniciando su 

actividad letal el extracto hexánico; no existiendo mortalidad con el extracto 

clorofórmico. 
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Figura 8. Porcentaje de mortalidad de larvas del 11 estadio de E. cyparissius a 

48 horas de la aplicación de diferentes concentraciones y tipos de 

extractos de P. clavigera. 

4.2.1.3 Mortalidad a las 72 horas 

Evaluando los cuatro tipos de extractos a 72 horas, al 

momento de efectuarse el análisis de varianza se encontró diferencias 

significativas (p< 0,001) entre los bloques y tratamientos obteniendo un 

coeficiente de variabilidad de 18,19%, mostrando una alta significación entre 

bloques (Cuadro 14). Al realizar la prueba múltiple de promedios de Tukey 

(p~ 0,05), el extracto de P. clavigera por decocción y hidroalcohólico al 100% 

de concentración causaron el 80% de mortalidad larvaria, ambos con 

mortalidades decrecientes a 75, 50 y 25% de concentración; el extracto 
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hexánico es el tercero con mortalidades considerables, siendo mínima la 

actividad letal con el extracto clorofórmico al 100 y 75% con mortalidades de 30 

y 10% respectivamente; todos los extractos en estudio mostraron 

actividad letal al final de la evaluación de los bioensayos con esta 

especie (Apéndice 2, 2.2, d). 

Cuadro 14. Análisis de varianza en la mortalidad de E. cyparissius, después 

de 72 horas de aplicación, con los diferentes tipos de extracto de 

P. clavigera (datos transformados a ~y+0,5). 

Fuente de 

variabilidad 

Tratamientos 

Bloques 

Error 

Total 

S = Significativo 

Grados de 

libertad 

3 

5 

15 

23 

Cuadrados 

medios 

0,58601 

0,43923 

0,02229 

C.V.(%)= 18,19 

AS = Altamente significativo 

Pr> F 

<,0001 

<.0001 

Significancia 

S 

AS 

Los valores de mortalidad de los diferentes tipos de 

extractos, se representan gráficamente en la - Figura 9; a 72 horas de 

evaluación hubo mortalidad larvaria con todos los extractos en estudio, no se 

alcanzó el 100% de mortalidad con el organismo en prueba, ya que se 

registraron valores de 80% de mortalidad en su máxima concentración para los 

extractos por decocción e hidroalcohólicoy 70% de mortalidad para el extracto 

hexánico al 100% de concentración. 
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Figura 9. Porcentaje de mortalidad de larvas del 11 estadio de E. cyparissius a 

72 horas de la aplicación de diferentes concentraciones y tipos de 

extractos de P. clavigera. 

En la Figura 1 O, se muestra el comportamiento de 

mortalidad de larvas del 11 estadía de E. cyparissius frente al efecto biocida de 

los diferentes tipos de extractos de P. clavigera. Se puede apreciar que las 

mortalidades se inician a 12 horas de exposición para el extracto por 

decocción; la concentración al 100% tiene la mayor mortalidad inicial para los 

extracto por decocción; sin embargo en el rango de 24 horas las 

concentraciones al 100 y 75% para el extracto hidroalcohólico mantiene su 

comportamiento. El que mostró una . tendencia de mortalidad progresiva 

uniforme fue el extracto hidroalcohólicoa partir de las 24 horas; los diferentes 

tipos de extracto no lograron controlar e.l total de la población expuesta. 
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Figura 1 O. Comportamiento de mortalidad de larvas del 11 estadía de E. 

cyparissius frente al efecto biocida de los diferentes tipos de 

extracto de P. clavigera. 
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4.3. Porcentaje de mortalidad y concentración letal media (CL5o) sobre 

nauplios del 11 estadio de Artemia salina K. 

Los datos de mortalidad y concentración letal media (Clso) se observan 

en el Cuadro 15, en este se observa que hubo mortalidad de larvas en todos 

los. extractos estudiados a 24 y 48 horas después de la aplicación; los máximos 

valores en los porcentajes de mortalidad se observan al final de la. evaluación 

con el extracto por decocción y hexánico, este último mostró un efecto .letal 

progresivo; el extracto. que mostró un bajo efecto biocida es el extracto 

hidroalcoholico. El extracto por decocción a las 48 horas indica un patrón de 

efectividad superior comparado con los demás tipos de extractos, controlando 

el total de los nauplios expuestos a 100 y 75% de concentración. Para la 

toxicidad letal aguda en términos de concentración letal media (CL50) · el 

extracto hexánico a 48 horas de exposición indica un mejor patrón de 

efectividad, 18,79 mg L"1 (límites de confianza 7,64- 26,96), seguidos en orden 

descendente por los extractos clorofórmico, decoción e hidroalcohólico con 

valores de 23,64 mg L-1 (límites de confianza 6,25 - 35,38), con 23,82 mg L"1 

(límites de confianza 17,15- 28,86) y 51,37 mg L-1 (límites de confianza 42,22 

- 60, 15), respectivamente. 



Cuadro 15. Efecto biocida de P. clavige.ra en la mortalidad de nauplios del 11 

estadía de Artemia salina a diferentes horas de evaluación. 

Concentracion Tiempo (horas) 
TE1 

(%) 24 h Sig. 48 h Sig. 

Control agua destilada o a o a 
25 35 a 57,5 ab 
50 52,5 ab 85 b 

D 75 72,5 b 100 b 
100.- 92,5 b 100 b 

Clso (mg L-1
) 40,88 23,82 

x2 3,445 2,77 
Control agua destilada o a o a 

Control con alcohol o a o a 
25 o a 20 a 

Hi 50 12,5 a 42,5 ab 
75 22,5 ab 72,5 b 
100 52,5 b 87,5 b 

Clso (mg L-1
) 101,55 51,37 

x2 1 998 1,499 
Control agua destilada 2.5 (O) a o a 
Control con cloroformo o a o a 

25 7,3(7,5) a 57,5 ab 

Cl 50 17,1 (17,5) a 62,5 b 
75 32,3 (32,5) ab 75 b 
100 62,2 (62,5) b 90 b 

Clso (mg L-1
) 91,44 23,64 

x2 1,246 2,903 
Control agua destilada o a o a 

Control con hexano o a o a 
25 5 a 62,5 ab 

He 
50 17,5 a 82,5 b 
75 35 ab 92,5 b 
100 50 b 95 b 

Clso(mg L-1
) 102,34 18,79 

x2 0,005 0,089 

1 Tipo de extracto: D = Decocción, Hi = Hidroalcohólico, CÍ = Clorofórmico y He = Hexánico 

Sig.= Significancia: promedios en una misma línea vertical seguidos por la misma letra minúscula no 

difieren significativamente a P= 0,05. Prueba de Tukey (SAS, 1989) 

CLso =Valor de la concetración letal media (Clso) en mg L -' (peso seco 1 volumen de solución madre) 

X2 = Valores Chi cuadrado 
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4.3.1 Mortalidad de nauplios del 11 estadío de A. salina K. según el 

tiempo de evaluación 

4.3.1.1 Mortalidad a las 24 horas 

El análisis de varianza realizado entre los valores de 

Clso de los cuatro tipos de extractos evaluados en Artemia salina a diferentes 

concentraciones mostró diferencias significativas (p< 0,001) entre bloques y 

tratamientos obteniendo un coeficiente de variabilidad de 19,30% (Cuadro 16). 

Al realizar la prueba múltiple de promedios de Tukey (p~ 0,05), el extracto P. 

clavígera por decocción mostró un comportamiento gradual con los valores mas 

altos, al igual que el extracto clorofórmico, en oposición el extracto 

hidroalcohólico mostró los valores mas bajos (Apéndice 2, 2.3, a). 

Cuadro 16. Análisis de varianza en la mortalidad de Artemia salina, después 

de 24 horas de aplicación, con los diferentes tipos de extracto de 

P. clavigera (datos transformados a ""y+0,5). 

Fuente de Grados de Cuadrados Pr> F Significancia 

variabilidad libertad medios 

Tratamientos 3 0,2501 0,00833 AS 

Bloques 5 0,7274 <,0001 AS 

Error 15 0,0440 

Total 23 

C.V.(%)= 19,30 

AS = Altamente significativo 
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La Figura 11, muestra la proporción de mortalidad de los 

nauplios de A. salina a 24 horas de la aplicación, donde el extracto por 

decocción mantiene una relación alta de mortalidad con relacion a los demás 

extractos, en este intérvalo de tiempo se observa una muy buena actividad 

letal. 
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Figura 11. Porcentaje de mortalidad de nauplios del 11 estadía de Artemia 

salina a 24 horas de la aplicación de diferentes concentraciones y 

tipos de extractos de P. clavigera. 
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4.3.1.2 Mortalidad a las 48 horas 

En este parámetro de evaluación al efectuarse el análisis 

de varianza también se encontró diferencias significativas (p< 0,001) entre los 

bloques y tratamientos obteniendo un coeficiente de variabilidad de 8,62% 

(Cuadro 17). Al realizar la prueba múltiple de promedios de Tukey (p~ 0,05), el 

extracto por decocción de P. clavigera al 1 00 y 75% de concentración causó la 

mayor mortalidad, controlando la totalidad de los nauplios expuestos; el 

extracto hexánico con las mismas concetraciones tambien causó un 

comportamiento similar de mortalidad, llegando solo al 95% de mortalidad; el 

extracto que mostró un bajo indice de mortalidad en todas sus concentraciones 

fue el extracto hidroalcohólico (Apéndice 2, 2.3, b). 

Cuadro 17. Análisis de varianza en la mortalidad de Artemía salina, después 

de 48 horas de aplicación, con los diferentes tipos de extracto de 

P. clavígera (datos transformados a --/y+0,5). 

Fuente de Grados de Cuadrados Pr> F Significancia 

variabilidad libertad medios 

Tratamientos 3 0,0711 0,01971 S 

Bloques 5 1,4909 <,0001 AS 

Error 15 0,0159 

Total 23 

C.V. (%) = 8,62 

S = Significativo AS = Altamente significativo 
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En la Figura 12, se puede observar las mortalidades a 

48 horas de exposición, expresándose con mayor actividad letal al extracto por 

decocción, manteniendo el mismo comportamiento el extracto hexánico y 

clorofórmico; el extracto con los mas bajos indices de mortalidad fue el extracto 

hidroalcohólico. 
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Figura 12. Porcentaje de mortalidad de nauplios del 11 estadía de Arlemia 

salina a 48 horas de la aplicación de diferentes concentraciones y 

tipos de extractos de P. c/avigera. 

En la Figura 13, se muestra el comportamiento de 

mortalidad de nauplios de A. salina frente al efecto biocida de los diferentes 

tipos de extractos de P. clavigera. Se puede apreciar el inicio de la actividad 
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letal a 24 horas de exposición en todos los extractos en estudio a diferentes 

concentraciones a excepcion del extracto hidroalcohólico. El extracto por 

decocción tiene las mayores mortalidades iniciales y finales; sin embargo un 

comportamiento de mortalidad progresiva uniforme presenta el extracto 

hexánico manteniendo su efecto biocida en forma uniforme hasta las 48 horas, 

sin controlar el total de la población, pero con mortalidad alta (95 %). 
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Figura 13. Comportamiento de mortalidad de nauplios del 11 estadía de 

Artemia salina frente al efecto biocida de los diferentes tipos de 

extracto de P. clavigera. 
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4.4. Análisis fitoquímico 

En cuanto a los productos secundarios responsables de la acción 

biológica, las pruebas dieron como resultado la presencia de saponinas en casi 

todos los extractos; seguida de cumarinas, flavonoides, fenoles, triterpenos y 

quinonas, las cuales se muestran en el Cuadro 18. 

Finalmente, se debe mencionar que debido a la presencia de más de un 

grupo de productos secundarios, es posible que también la acción biológica 

(mortalidad de larvas) haya sido causada por un sinergismo. 

Cuadro 18. Características fitoquímicas de los diferentes tipos de extractos de 

Pau/linia clavigera Var. 'Bullata' D. R. Simpsom: 

Metabolitos Tipos de extractos 

secundarios Hexánico Clorofórmico Hidroalcohólico Decocción 

Masa a partir 
de 28,383 45,323 87,587 1000 ml 

100 gramos 
Alcaloides 

Saponinas ± +++ + 

Esteroides + 

Triterpenos ++ 

Taninos 

Fenoles ++ +++ 

Flavonoides + + ++ +++ 

Cumarinás ++ +± + 

Quinonas ± ± ++ 

-= Reacción negativa; ± = Reacción muy poco positiva; + = Reacción poco positiva; ++ = Reacción positiva; 
+++ = Reacción muy positiva. 



V. DISCUSIÓN 

5.1. Porcentaje de mortalidad y concentración letal media (CL50) sobre 

. larvas del 111 estadio de Rhynchophorus palmarum L. y 11 estadio de 

Eupalamide~ cyparissius F. 

Las mortalidades iniciales de larvas a 12 horas (Figura 2 y 7) 

·probablemente estén influenciadas por los principios activos de P. clavigera, la 

cual es corroborada por HENRY et al. (1995), quienes mencionan que la 

toxicidad de esta especie biocida es producida por los triterpenos y saponinas 

existente en sus estructuras (Cuadro 18); además, el efecto rápido de 

mortalidad puede estar directamente relacionado al posible mecanismo de 

acción, el cual puede ser de contacto, mediante tres mecanismos 

interdependientes: transporte desde la cutícula al sitio de acción, inhibición 

enzimática y efecto sobre el sistema nervioso central, respiratorio u otro 

sistema involucrado, produciendo la muerte de las larvas; lo cual es 

corroborado por GUNTHER y JEPPSON (1962) y CISNEROS (1980). 

Estas mortalidades altas también pueden deberse a la característica 

fisiológica de las larvas criadas en laboratorio que según CONSOLI (1994) y 

VELA (2003), todo organismo utilizado para pruebas biológicas no tiene mucho 

vigor como las que se desarrollan en criaderos naturales. Las cuales pueden 

haber sido afectadas rápidamente por los principios activos de los extractos, 

causando la mortalidad. 
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De acuerdo con la mortalidad obtenida (Figura 5) las larvas de R. 

palmarum presentaron resistencia a los extractos hexánicos posiblemente por 

la ausencia· de saponinas (Cuadro 18) y en los extractos clorofórmicos la 

ausencia de fenoles, ya que en los demás extractos las saponinas, fenoles y 

flavonoides pueden haber causado la letalidad para este organismo. Mientras 

que las larvas de E. cyparissius presentaron resistencia únicamente al extracto 

clorofórmico a 12, 24 y 48 horas de evaluación (Figura 1 0), debiéndose 

posiblemente a que los metabolitos a_ctuan en sinergismo a medida que el 

tiempo avanza. Para ambos organismos los triterpenos no actúan como letales 

ya que según el análisis fitoquímico solo lo presenta el extracto hexánico 

(Cuadro 18). 

5.2. Porcentaje de mortalidad y concentración letal media (CL50) sobre 

nauplios del 11 estadio de Artemia salina K. 

El género Paullinia está representado en la flora amazónica con varias 

especies que · brindan varios beneficios al hombre. Se ha encontrado que 

extractos hidroalcohólicos de P. elegans Cambess tienen efectos antiprotozoarios 

sobre el crecimiento de promastigotes de Leishmania (Viannia) braziliensis 

Vianna, 1911 y de epimastigotes de Trypanosoma cruzi Chagas, 1909, pero ·no 

se encontraron efectos antimolusquicidas sobre el vector de Schistosoma 

mansoni Sambon 1907, Biomphalaria glabrata Say, 1818 (TRUITI et al., 2005). 

EKABO et al. (1996) señalan propiedades antifúngicas y molusquicidas del 

"sacha yoco" P. clavigera, debido a la concentración de las saponinas. Lo cual 
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concuerda con las altas concentraciones de saponinas encontradas en el 

extracto hidroalcohólico (Cuadro 18). Asimismo, SCHUL TES y . RAFFAUF 

(1990) indican la presencia de triterpenos, B-sitosterol y de aceites etéreos en 

una planta de la misma familia, Serjania (Jacq.) · Willd (Sapindaceae), 

determinando que los primeros son responsables de· actividad ictiotóxica. En la 

especie congenérica a P. olavigera, Paullinia pinnata L. se han registrado 

actividades molusquicidas contra B. glabrata, hospedero intermediario de S. 

mansoni (MELÉNDEZ y CARRILES, 2002), posiblemente debido a flavonoides 

(ABOURASHED et al., 1999). PÉREZ y IANNACONE (2004) señalan 

propiedades insecticidas del extracto acuoso de P. clavigera sobre formas 

larvarias de A. benarrochi (Diptera). En el presente estudio se encontró que el 

extracto por decocción y hidroalcohólico de P. clavigera tuvo alta actividad 

sobre el microcrustáceo Artemia salina (Cuadro 15) y en concordancia a 

reacciones positivas a saponinas, fenoles, flavonoides y quinonas (Cuadro 18). 

Las propiedades tóxicas del material vegetal en estudio han evidenciado 

su actividad letal en A. salina. Este trabajo muestra una clara influencia por 

parte de los componen~es fitoquímicos sobre la supervivencia de Artemia en los 

cuatro diferentes extractos empleados. Investigaciones realizadas con 

-· compuestos no fitoquímicos y con sustancias· antimicrobianas han evidenciado 

resultados similares (BARAHONA y SÁNCHEZ, 1996), mostrando una vez más 

la ventaja del uso de Artemia como especie de invertebrado en la realización 

de bioensayos (LEE et al., 1995, NIC et al., 1995, PÉREZ et al., 1996). 
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La evaluación de la biodiversidad de los bosques tropicales amazónicos 

pueden revelar nuevos principios fitoterapeúticos, pero estos estudios aún están 

en su inicio. La biodiversidad existente en la flora peruana es una fuente potencial 

de muchas moléculas nuevas bioactivas. Los resultados obtenidos en los 

bioensayos eón esta especie de planta que se presentan naturalmente en el 

área estudiada demuestran que la flora local presenta un gran potencial 

biocida. Los extractos botánicos más eficientes deben ser priorizados para el 

fraccionamiento e identificación de sus principales componentes activos. 

5.3. Análisis fitoquímico 

Las principales características fitoquímicas semicualitativas para nueve 

componentes de· los extractos por decocción, hexánico, clorofórmico e 

hidroalcohólico de la especie biocida estudiada muestran las reacciones 

positivas y negativas de estos; las saponinas, fenoles y flavonoides presentes 

muy positivamente en los extractos por decocción e hidroalcohólico (Cuadro 

18) fueron los causantes de la mortalidad en larvas del 11 estadío de R. 

palmarum L. (Figura 5); mientras que en larvas del 11 estadío de E. cyparissius 

F. fueron los mismos metabolitos en ambos extractos, los responsables de la 

mortalidad además de los triterpenos presentes en el extracto hexánico (Figura 

1 O); finalmente, A. salina K. fue muy susceptible a la mayoría de metabolitos 

secundarios presentes en los diferentes tipos de extractos (Figura 13), teniendo 

un mejor comportamiento el extracto hexánico por. su Jetalidad gradual, 

atribuyendo a Jos triterpenos como metabolitos letales, dichas afirmaciones son 
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corroboradas por BOURGAUD et al. (2001) quienes mencionan sobre la 

letalidad de los metabolitos secundarios presentes en las sapindáceas, 

atribuyendo generalmente la actividad tóxica a las saponinas, fenoles, 

flavonoides, triterpenos y en algunos casos las cumarinas y quinonas. 



VI. CONCLUSIONES 

De acuerdo a las condiciones en que se llevó a cabo el presente trabajo 

de investigación se llegó a las siguientes conclusiones: 

1. Los extractos por decocción (100%) e hidroalcohólico (40%} de P. 

clavigera tienen efecto biocida sobre larvas del 111 estadio de R. 

pa/marum L., pero presentan tolerancia a los extractos hexánico y 

clorofórmico; mientras que los extractos por decocción (80%), 

hidroalcohólico (80%) y hexánico (70%) tienen efecto biocida sobre 

larvas del 11 estadio de E. cyparissius F. y presentan tolerancia al 

extracto clorofórmico; asimismo, el efecto biocida de los diferentes tipos 

de extractos de P. clavigera sobre nauplios del 11 estadía de A. salina K. 

mostraron muy buena actividad toxicológica, siendo el extracto hexánico 

(95%) el de resultados graduales y eficientes según la concentración y el 

tiempo. 

2: _La concentración letal media (CLso) del extracto por decocción de P. 

clavigera al cabo de 72 horas en larvas dellll estadio de R. pa/marum L. 

es de 59.15 mg L"1
; mientras que la concentración letal media (CL50) de 

los extractos por decocción, hexánico e hidroalcohólico a las 72 horas en . 

larvas del 11 estadía de E. cyparissius fue de 70,71 mg L"1
, 84,68 mg L.1 

y 66,21 mg L-1, respectivamente; no pudiéndose determinar la 
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concentración letal media del extracto clorofórmico por no presentar 

mortalidades significativas. 

3. La concentración letal media (Clso) de los extraCtos hexánico, por 

decocción, clorofórmico e hidroalcohólico a las 72 horas en nauplios del 

11 estadio de A. salina K. fue de 18,79 mg L-1
, 23,82 mg L-1

, 23,64 

mg L-1 y 51 ;37 mg L-1
, respectivamente. 

4. Para los insectos en estudio, el extracto por decocción de P. clavigera al 

1 00% de concentración tuvo mejor eficiencia insecticida en términos de 

mortalidad y CL50 a 72 horas de exposición; mientras que el extracto por 

decocción y hexánico al ·,1 00% de concentración presentó una muy 

buena actividad letal al cabo de 48 horas de exposición en A. salina K. 

5. Posiblemente las saponinas, fenoles y flavonoides son los metabolitos 

secundarios responsables de la mortalidad de los organismos 

evaluados, sumándose a ello la actividad de los triterpenos presentes en 

el extracto hexánico, sin descartar la posible potenciación entre ellos. 



VIl. . RECOMENDACIONES 

De acuerdo a -los resultados obtenidos, se considera interesante 

investigar sobre otros aspectos relacionados a los tipos de extractos de esta 

especie biocida y se propone: 

1. Extender los estudios expuestos en esta tesis al estudio en campos de 

cultivo relacionados a los insectos prueba, mediante la utilización de 

cebos tóxicos u ·otras técnicas relacionadas. 

2. Trabajar en mejorar las dosis de aplicación de los extractos 

hidroalcohólicos, hexánicos y clorofórmicos de ésta especie biocida en 

bioensayos de laboratorio. 

3. Extender los estudios expuestos en esta tesis al estudio de otros tipos 

de insectos plagas y realizar evaluaciones del riesgo en ambientes 

acuáticos sobre la fauna benéfica. 

4. Continuar con las investigaciones que puedan generar información 

· básica acerca de los plaguicidas botánicos, determinando su toxicidad y 

así poder tomar todas aquellas medidas que contribuyan al bienestar de 

los usuarios y evitar casos severos de toxicidad. 



VIIL RESUMEN 

El trabajo de investigación se realizó en el Laboratorio de Entomología 

del Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana (IIAP), sede Pucallpa, 

Región Ucayali, Perú; con el objetivo de proporcionar información básica sobre 

el efecto biocida y concentración letal media (CLso) de los extractos por 

decocción, hidroalcohólico, clorofórmico y hexánico de Paullinia clavigera var. 

·sullata' D.R. Simpson (Sapindaceae) en larvas de Rhynchophorus palmarum 

Linneo (Curculionidae), Eupalamides cyparissius Fabricius (Castniidae) 

obtenidas a partir de adultos y en nauplios del bioindicador Artemia salina 

Kellog (Artemiidae). 

Se realizaron bioensayos en laboratorio, una por tipo de extracto 

utilizando 6 tratamientos con 1 O repeticiones por cada tipo de extracto, incluido 

los controles (testigo solvente y testigo agua a excepción del extracto por 

decocción, solo agua), analizados por un DBCA de 6 x 1 O; la comparación de 

promedios se realizó mediante la prueba de Tukey (P~0,05). Las extracciones 

se realizaron: por decocción a una proporción 1:1 O (p/v), hidroalcohólico, 

clorofórmico y hexánico a O, 1 g L-1
. El efecto biocida cuya variable fue la 

mortalidad larvaria, fue evaluado a 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 y 71. horas después de 

la aplicación para R. palmarum y E. cyparissius; y a 24 y 48 horas para 

nauplios de A. salina. Se hizo el análisis fitoquímico para todos los extractos en 

estudio. 
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Según resultados, los mayores porcentajes de mortalidad a 72 horas 

después · de la aplicación a la concentración más alta, fueron de 1 00% . de 

mortalidad con extracto por decocción en R. palmarum, 80% de mortalidad 

para extractos por decocción . y hidroalcoholico en E. cyparissias y 1 OO% de 

mortalidad con éxtracto por decocción en A. salina. Al realizár el análisis Probit 

en términos de CL5o, el extracto por decocción mostró más eficiencia 

insecticida sobre R. palmarum con 59,15 g ml-1 a 72 horas de evaluación; el 

extracto por decocción e hidroalcohólico con 70,71 g ml-1 y 66.21 g ml-1
, 

respectivamente en E. cyparissius; extractos hexánico, por decocción, 

clorofórmico e hidroalcohólico a 72 horas de evaluación con valores de 18,79 g 

ml-1
, 23,82 g ml-1

, 23,64 g ml-1 y 51,37 g ml-1
, respectivamente, para A 

salina. Según el análisis fitoquímico y la actividad biocida mostrada en el 

estudio, las saponlnas, flavonoides y fenoles podrían ser los metabolitos 

responsables de la letalidad en los organismos, sin descartar la posible 

actividad de los triterpenos presentes en el extracto hexánico y el sinergismo 

entre ellos. 

Se concluye que, para estos organismos en estudio el extracto por 

decocción de P. clavigera al 1 00% de concentración mostró mejor eficiencia 

insecticida en términos de · mortalidad y CL5o a 72 horas de exposición~ 

recomendándose realizar mayores ensayos en laboratorio y campo, con la 

especie en estudio. 
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Apéndice 1. Ficha informativa de la planta con potencial biocida usada en el 
estudio. 

l. Datos generales: 

1. Lugar de colección: Carretera Federico Basadre km 83, caserío Unión, distrito de 

lrazola, provincia de Padre Abad. 

2. Datos ambientales: 

Clima: zonas tropicales, de moderada a alta humedad relativa, altitudes O a 2000 

m.s.n.m. 

Suelo: arcillosos, terrazas altas, tolerante a suelos con baja fertilidad. 

Poblaciones naturales: se ubican en ecosistemas de altura, preferentemente en 

bosques residuales, requieren de poca luminosidad. 

3. Fecha de colecta: 14-07-03 

4. Nombre común: "Sacha yoco". 

11. Ecología: 

Liana endémica semileñosa con tallo triangular de 16 m de alto, fruto oscuro (vino

rojo). Amazónico, Andino, se encuentra formando parte del bosque primario y en las 

riberas. 
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111. Etnomedicina: 

En la Amazonia Peruana se utiliza la infusión de la corteza y la raíz en lavados de 

micosis y heridas cutáneas. También puede tomarse vía oral previo macerado en 

aguardiente. 

IV. Etnobiocida: 

La raíz se utiliza como veneno durante la pesca. 

V. Bioactividad: 

lctiotóxico, antifúngica y molusquicida. La toxicidad se observó en las saponinas 

aisladas, asimismo se menciona la presencia de triterpenos, de B-sitosterol y de 

aceites etéreos, atribuyéndoles a los primeros la actividad ictiotóxica. 

VI. Cultiv9: 

Propagación: 

Tipo de semilla: 

Botánica (x) 

Esquejes ( . ) 

Estacas (x) 

Otros ( ) 

Cormos ( ) 
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Apéndice 2. Prueba de comparación de promedios de Tukey 

2.1. Comparación de medias según Prueba deTukey en R. palmarum L.: 

a. Prueba Tukey para X1 (12 h) 

Alfa 

Error de grados de libertad 

Error mínimos cuadrados 

5,000000e-02 

1 ,500000e+01 

7 ,433654e-04 

Valor crítico de desviación estándar 4,07597 4e+OO 

Diferencia mínima de significancia 0.04536876 

Repetición 6 

Tratamientos: 

N Medias Error estándar 

1 -6 0,70711 0,00000000 

2-6 0,70711 0,00000000 

3-6 0,70711 0,00000000 

4-6 0,73995 0,02226156. 

Medias seguidas con la misma letra no difieren significativamente 

Comparación de tratamientos 

Grupos Tratamientos Medias 

a 4 0,7399500 

a 1 0,7071100 

a 2 0,7071100 

a 3 0,7071100 
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b. Prueba Tukey para X2 (24 h) 

Alfa 

Error de grados de libertad 

Error mínimos cuadrados 

0,050000000 

15,000000000 

0,000709043 

Valor crítico de desviación estándar 4,075973722 

Diferencia mínima de significancia 0,04430901 

Repetición 6 

Tratamientos: 

N Medias Error estándar 

1 -6 0,7271100 0,00000000 

2-6 0,7071100 0,00000000 

3-6 0,7883583 0,01124833 

4-6 0,7911983 0,02177944 

Medias seguidas con la misma letra no difieren significativamente 

Comparación de tratamientos 

Grupos Tratamientos Medias 

a 4 0,7911983 

a 3 0,7883583 

ab 1 0,7271100 

b 2 0,7071100 
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c. Prueba Tukey para X3 (48 h) 

Alfa 

Error de grados de libertad 

Error mínfmos cuadrados 

0,050000000 

15,000000000 

0,001867238 

Valor crítico de desviación estándar 4,075973722 

Diferencia mínima de significancia 0.07190443 

Repetición 6 

Tratamientos: 

N Medias Error estándar 

1 -6 0,7399500 0,02226156 

2-6 0,7071100 0,00000000 

3-6 0,8286200 0,03957747 

4-6 0,8424467 0,02006242 

Medias seguidas con la misma letra no difieren significativamente 

Comparación de tratamientos 

Grupos Tratamientos Medias 
1 

a 4 0,8424467 

.a 3 0,8286200 

ab 1 0,7399500 

b 2 0,7071100 
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d. Prueba Tukey para X4 (72 h) 

Alfa 

Error de grados de libertad 

Error mínimos cuadrados 

0,050000000 

15,000000000 

0,001867238 

Valor crítico de desviación estándar 4,075973722 

Diferencia mínima de significancia 0,1203688 

Repetición 6 

Tratamientos: 

N Medias Error estándar 

1 -6 0,8233367 0,06649211 

2-6 0,8099500 0,02226156 

3-6 0,8877483 0,07559503 

4-6 0,8411116 0,07891024 

Medias seguidas con la misma letra no difieren significativamente 

Comparación de tratamientos 

Grupos Tratamientos Medias 

a 3 018877483 

ab 4 . 0,8411116 

b 1 0,8233367 

b 2 -0,8099500 
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2.2. Comparación de medias según Prueba de Tukey en E. cyparissius F: · 

a. Prueba Tukey para X1 (12 h) 

Alfa 

Error de grados de libertad 

Error mínimos cuadrados 

5,000000e-02 

1 ,500000e+01 

7 ,433654e-04 

Valor crítico de desviación estándar 4,075974e+OO-

Diferencia mínima de significancia 0,04536876 

Repetición 6 

Tratamientos: 

N Medias Error estándar 

1 -6 0,70711 0,00000000 

2-6 0,70711 0,00000000 

3-6 0,70711 0,00000000 

4-6 0,73995 - 0,02226156 

Medias seguidas con la misma letra no difieren significativamente 

Comparación de tratamientos 

Grupos Tratamientos Medias 

a 4 0,7399500 

a 1 0,7071100 

a 2 0,7071100 

a 3 0,7071100 
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b. Prueba Tukey para X2 (24 h) 

Alfa 

Error de grados de libertad 

Error mínimos cuadrados 

0,050000000 

15,000000000 

0,000709043 

Valor crítico de desviación estándar 4,075973722 

Diferencia mfnima de significancia 0.04430901 

Repetición 6 

Tratamientos: 

N Medias Error estándar 

1 -6 0,7271100 0,00000000 

2-6 0,7071100 0,00000000 

3-6 0,7883583 0,01124833 

4-6 0,7911983 0,02177944 

Medias seguidas con la misma letra no difieren significativamente 

Comparación de tratamientos 

Grupos Tratamientos Medias 

a 4 0,7511983 

a 3 0,7183583 

a 1 0,7071100 

a 2 0,7071100 
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c. Prueba Tukey para X3 (48 h) 

Alfa 

Error de grados de libertad 

Error mínimos cuadrados 

0,050000000 

15,000000000 

0,001867238 

Valor crítico de desviación estándar 4,075973722 

Diferencia mínima de significancia 0.07190443 

Repetición 6 

Tratamientos: 

N Medias 

1 - 6 0,8199500 

2-6 0,7871100 

. 3 - 6 0,8286200 

4 - 6 0,8424467 

Error estándar 

0,02226156 

0,00000000 

0,03957747 

0,02006242 

Medias seguidas con la misma letra no difieren significativamente 

Comparación de tratamientos 

Grupos Tratamientos Medias 

a 4 0,8424467 

a 3 0,8286200 

a 1 0,8199500 

ab 2 0,7871100 
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d. Prueba Tukey para X4 (72 h) 

Alfa 

Error de grados de libertad 

Error mínimos cuadrados 

0,050000000 

15,000000000 

0,001867238 

Valor crítico de desviación estándar 4,075973722 

Diferencia mínima de significancia O, 1203688 

Repetición 6 

Tratamientos: 

N Medias Error estándar 

1 -6 0,8233367 0,06649211 

2-6 0,8099500 0,02226156 

3-6 0,8877483 0,07559503 

4-6 0,85111'16 0,07891024 

Medias seguidas con la misma letra no difieren significativamente 

Comparación de tratamientos 

Grupos Tratamientos Medias 

a 3 0,8877483 

a 4 0,8511116 

b 1 0,8233367 

b 2 0,8099500 



- 113 .. 

2.3. Comparación de medias segun Prueba de Tukey en A. salina K.: 

a. Prueba Tukey para X1 (24 h) 

Alfa 

Error de grados de libertad 

Error mínimos cuadrados 

0,05000000 

15,00000000 

0,04398290 

Valor crítico de desviación estándar 4,07597372 

Diferencia mínima de significancia 0,3489777 

Repetición .6 

Tratamientos: 

N Medias Error estándar 

1-6 1,0509720 0,1497413 

2-6 0,9259000 0,2110498 

3-6 0,9861667 0,1488702 

4-6 1,3830620 0,2325824 

Medias seguidas con la misma letra no difieren significativamente 

Comparación de tratamientos 

Grupos Tratamientos Medias 

a 4 1,3830620 

ab 1 1,0509720 

b 3 0,9861667 

b 2 0,9259000 



- 114-

b. Prueba Tukey para X2 {48 h) 

Alfa 

Error de grados de libertad 

Error mínimos cuadrados 

0,050000000 

15,000000000 

0,000709043 

Valor crítico de desviación estándar 4,075973722 

Diferencia mínima de significancia 0.2099109 

Repetición 6 

Tratamientos: 

N Medias Error estándar 

1 -6 1,546443 0,2668360 

2-6 1,522545 0,2408808 

3-6 1,503592 0,2270746 

4-6 1,570837 0,2750414 

Medias seguidas con la misma letra no difieren significativamente 

Comparación de tratamientos 

Grupos Tratamientos Medias 

ab 4 1 ,570837 

b 1 1,546443 

b 

b 

2 

3 

1,522545 

1,503592 



Apéndice 3. Modelos de tabla de evaluación de los bioensayos 

Cuadro 19. Evaluación de bioensayos (en el ejemplo, R. palmarum L. con el extracto por decocción de P. clavigera y sus 

diferentes concentraciones) 

HORAEVAL. _1{11!1 
1 V V V V V V V V V V 
2 V V V V V V V V V V 
4 V V V V V V V V V V 
8 V V V V V V V V V V 

12 V M V V V M V V V m V 
24 V - M V V m - V V V V 
48 V - - M V - M V M V 
72 M - - - M - - V - M 

Observaciones A la 1 h de evaluación solo giraban alrededor del 
alimento empezaron a alimentarse a la 4h. 

HORA EVAL. 25 
1 V V V V V V V V V V 
2 V V V V V V V V V V 
4 V V V V V V V V V V 
8 V V V V V V V V V V 

12 V V V V V V V V V V 
24 V V m V V V V V V V V 
48 V V V V V V V V V V 
72 V V V V V m V V V V V 

Observaciones Todas las larvas de este tratamiento se alimentaron al 
inicio de la prueba. 

Concentrac. rot•c) Conduct(mV) pH 
100% 25 8 42 2 7 41 
75% 25,5 441 718 
50% 29 7 42 6 6,92 
25% 29 5 41 o 6 85 

Testigo 30 o 40 o 7 05 
Disolvente - - -

H 50 
V V V V V V V V V V V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V V V V V V V V V V V 
V V m V V V V V V V V V V m V V V V V V V V 

V m M V V V m V V V V V V V M V V V m V M V V m 
V - M V M V V m M V M V V V V V M - V V 

A la 1h de evaluación las larvas iniciaron su alimentacion Todas las larvas se alimentaron desde el inicio del 
qirando el alimento. ensayo. 

testigo 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V m V V V V V V V 
V V V V V V V m V V V 
V V V V V V m V V V V 

Todas las larvas de este tratamiento se alimentaron al 
inic!o d~a_Q~et>a~ _ _ _ --

Fecha de ensayo: 
Hora de inicio 

- --

27/01/2006 
10:oo:oo a.m. 26,7 •e 

-

Extraccion 
Peso de extracto: 

De cocción -acuosa (corteza) 
100 gr./U de agua. 

Disolvente 
Estado Biológico: 
Vol. Solucion 

larva 111 
125 mi. 

Peso alimento : 3,5 g.(1 ,3g/día) 
Tiempo de inbibicion: 30 segundos 
Leyenda: V : Vivo 

O: Moribundo 
M: Muerto 

Vm : Muda al IV estadio 

--- ---·----

------

hora Temperatura(•C) 
11:00am 28 o 
12:00am 29 5 
02:00pm 31 o 
06:00pm 30 o 
10:00pm 27 o 
10:00am 28 5 
10:00am 29,0 
10:00am 28 o 

hora Temperatura(°C) 
11:00am 28 o 
12:00am 29 5 
02:00pm 31 o 
06:00pm 30 o 
10:00pm 27 o 
10:00am 28 5 
10:00am 29,0 
10:00am 28 o 



Cuadro 20. 

HORAEVAL. 
1 
2 
4 
8 

12 
24 
48 
72 

Observaciones 

HORAEVAL. 
1 
2 
4 
8 
12 
24 
48 
72 

Observaciones 

Concentrac. 
100% 
75% 
50% 
25% 

Testigo 
Disolvente 

Evaluación de bioensayos (en el ejemplo, R. palmarum L. con el extracto hidroalcohólico de P. c/avigera y sus 

diferentes concentraciones). 

11 

V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V M V V V V M V V V 
V - V V V V - V V V 
V - M M M M - M M V 

Todas las larvas de este tratamiento se alimentaron al 
inicio de la prueba. 

25 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 

Todas las larvas de este tratamiento se alimentaron al 
inicio de la orueba. 

ro¡•c1 Conduct(mV) pH 
271 o 07 770 
27 5 o 05 7 20 
26 2 004 7 11 
26 9 002 6 98 
26 7 o 00 7 02 
26 3 001 6 90 

5 
V V V V V V V V V V V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V V V V V V V V V V V 
M M V V V M V V V V V V V V V V V V V V 

Todas las larvas de este tratamiento se alimentaron al Todas las larvas de este tratamiento se alimentaron al 
inicio de la prueba. inicio de la prueba. 

testigo Disolvente 
V V V V V V V V V V V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V V V V V V V V V V V 

V V V V V V V V V V V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V V V V V V V V V V V 

Todas las larvas de este tratamiento se alimentaron al Todas las larvas de este tratamiento se alimentaron al 
inicio de la prueba. 

Fecha de ensayo: 
Hora de inicio 

Extracclon 
Peso de extracto: 

Disolvente 
Estado Biológico: 

inicio de la prueba. 

21/02/2006 
08:30:00 a.m. 20,5 •e 

Hidroalcoholico(corteza) 
1 gr./LI de agua. 

11 gotas de alcohol 
larva 111 

Vol. Solucion : 125 mi. 

Peso alimento : 3,5 g.(1 ,3g/dia) 
nempo de inbibicion: 30 segundos 
Leyenda: V : Vivo 

O: Moribundo 
M: Muerto 

Vm : Muda al IV ~stadio 

hora Temperatura("e) 
09:30am 22 5 
10:30am 240 
12:30am 28 o 
04:30pm 26 5 
08:30pm 22 o 
08:30am 20 5 
08:30am 22 o 
08:30am 23 o 

hora Temperatura •e 
09:30am 22 5 
10:30am 24 o 
12:30am 28 o 
04:30pm 26 5 
08:30pm 22 o 
08:30am 20 5 
08:30am 22 o 
08:30am 23 o 



Cuadro 21. Evaluación de bioensayos (en el ejemplo, R. palmarum L. con el extracto clorofórmico de P. c/avigera y sus 

d iteren tes concentraciones). 

HORAEVAL. 11 

1 V V V V V V V V V V 
2 V V V V V V V V V V 
4 V V V V V V V V V V 
8 V V V V V V V V V V 
12 V V V V V V V V V V 
24 V V V V V V V V V V 
48 V V V V V V V V V V 
72 V V V V V V V V V V 

Observaciones Todas las larvas de este tratamiento se alimentaron al 
inicio de la prueba. 

HORAEVAL. 25 
1 V V V V V V V V V V 
2 V V V V V V V V V V 
4 V V V V V V V V V V 
8 V V V V V V V V V V 
12 V V V V V V V V V V 
24 V V V V V V V V V V 
48 V V V V V V V V V V 
72 V V V V V V V V V V 

Observaciones Todas las larvas de este tratamiento se alimentaron al 
inicio de la prueba. 

Concentrac. ro¡•c1 Conduct(mV) pH 
100% 24 8 39 6 7 40 
75% 23 2 37 8 7 28 
50% 20 3 40 o 7 20 
25% 241 38 9 7 93 

Testigo 22 5 39 1 7 02 
Disolvente ___E¿_ -- -- 4~2 -- ~ _ _§_g_ 

V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 

V m V V V V V V V V V 
Todas las larvas de este tratamiento se alimentaron al 
inicio de la prueba. 

testigo 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 

V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V m V V V V V V V 

Todas las larvas de este tratamiento se alimentaron al 
inic;]Q de la prueba~ -

Fecha de ensayo: 
Hora de inicio 

Extraccion 
Peso de extracto: 

Disolvente 
Estado Biológico: 
Vol. Solucion 

- ~~- --·------

21/02/2006 
08:30:00 a.m. 20,5 •e 

Cloroformice( corteza) 
1 gr./Lt de agua. 

14 gotas de cloroformo 
larva 111 

125 mi. 

Peso alimento : 3,5 g.(1,3g/día) 
Tiempo de inbibicion: 30 segundos 
Leyenda: V : Vivo 

O : Moribundo 
M: Muerto 

Vm : Muda al IV estadio 

hora Temperatura("C; 
V V V V V V V V V V 09:30am 22 5 
V V V V V V V V V V 10:30am 240 
V V V V V V V V V V 12:30am 28 o 
V V V V V V V V V V 04:30pm 26 5 
V V V V V V V V V V 08:30pm 22 o 
V V V V V V V V V V 08:30am 20 5 
V V V V V V V V V V 08:30am 22 o 
V V V V V V V V V m V 08:30am 23 o 

Todas las larvas de este tratamiento se alimentaron al 
inicio de la prueba. 

Disolvente hora Temperatura(•C' 
V V V V V V V V V V 09:30am 22 5 
V V V V V V V V V V 10:30am 24 o 
V V V V V V V V V V 12:30am 28 o 
V V V V V V V V V V 04:30pm 26 5 
V V V V V V V V V V 08:30pm 22 o 
V V V V V V V V V V 08:30am 20 5 
V V V V V V V V V V 08:30am 22 o 
V V V V V V V V V m V 08:30am 23 o 

Todas las larvas de este tratamiento se alimentaron al 
in[go de la prueba. 



Cuadro 22. Evaluación de bioensayos (en el ejemplo, R. palmarum L. con el extracto hexánico de P. clavigera y sus 

diferentes concentraciones). 

HORAEVAL. .. 
1 V V V V V V V V V V 
2 V V V V V V V V V V 
4 V V V V V V V V V V 
8 V V V V V V V V V V 
12 V V V V V V V V V V 
24 V V V V V V V V V V 
48 V V V V V V V V V V 
72 V V m V V V V V V V V 

Observaciones Todas las larvas de este tratamiento se alimentaron al 
inicio de la orueba. 

HORAEVAL. 25 
1 V V V V V V V V V V 
2 V V V V V V V V V V 
4 V V V V V V V V V V 

8 V V V V V V V V V V 

12 V V V V V V V V V V 

24 V V V V V V V V V V 
48 V V V V V V V V V V 
72 V V V V V V V V V V 

Observaciones Todas las larvas de este tratamiento se alimentaron al 
inicio de la prueba. 

Concentrac. ro(•c¡ Conduct(mV) pH 
100% 28 o 73 o 6 45 
75% 27 5 76 3 6 20 
50% 27 5 76 1 6 03 
25% 27 o 78 7 6 11 

Testigo 27 o 48 2 6 99 
Disolvente 27 5 63 9 6 78 

V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 

Todas las larvas de este tratamiento se alimentaron al 
inicio de la prueba. 

testigo 

V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 

V V V V V V V V V V 

V V V V V V V V V V 

V V V V V V V V V V 
V V V V V V V V V V 
V V V V m V V V V V V 

Todas las larvas de este tratamiento se alimentaron al 
inicio de la prueba. 

Fecha de ensayo: 
Hora de inicio 

Extracclon 
Peso de extracto: 

Disolvente 
Estado Biológico: 
Vol. Solucion 

06/03/2006 
08:oo:oo a.m. 20,5 •e 

Hexanico( corteza) 
1 gr./U de agua. 

12 gotas de Hexano 

larva 111 
125ml. 

Peso alimento : 3,5 g.(1,3g/dia) 

Tiempo de inbibicion: 30 segundos 

Leyenda: V : Vivo 

O: Moribundo 
M: Muerto 

Vm : Muda al IV estadio 

hora Temperatura(°C) 
V V V V V V V V V V 09:00am 27,0 
V V V V V V V V V V 10:00am 28 o 
V V V V V V V V V V 12:00am 30 o 
V V V V V V V V V V 04:00pm 28 5 
V V V V V V V V V V 08:00pm 22 5 
V V V V V V V V V V 08:00am 25 o 
V V V m V V V V V V V 08:00am 23 5 
V V V V V V V V V m V 08:00am 24 o 

Todas las larvas de este tratamiento se alimentaron al 
inicio de la prueba. 

Disolvente hora Temperatura(0C) 

V V V V V V V V V V 09:00am 27 o 
V V V V V V V V V V 10:00am 28 o 
V V V V V V V V V V 12:00am 30 o 

V V V V V V V V V V 04:00pm 28 5 

V V V V V V V V V V 08:00pm 22 5 

V V V V V V V V V V 08:00am 25 o 
V V V V V V V V m V V 08:00am 23 5 
V V V V V V V V V V 08:00am 24 o 

Todas las larvas de este tratamiento se alimentaron al 
inicio de la prueba. 
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Apéndice 4. Iconografías de las actividades realizadas. 

A~:ondidiJn•m'imo, coll!t"l&yniantlll dt> Rlr¡nt<lltJpfiom;ll 
pai!Mmt~t J •• 

I\4)Dfldiriu~mif'ñl10, ·eel!!rta y crilliWI (!() R/;flithnpkQNI 
pmmmvmL 

~~· 
A~tndidanal!l:inco. <11okr& y u~aru4 dt RlrJ'trdt(l#lr~mJ 

Jfll'/i1WflmL 

Figura 14. Proceso de acondicionamiento y crianza de R. palmarum L. 



At.t!lll4irin"AIIlimlo, nli!!'f.~lf 1 'ri.!!:rtrc~~ tlr Rkyff#HJJikl:tm· 
~,.,L. 

~~ .-,. • 1 - - 1 

- . ...,;; :... - -- ; 

- --- ~ :~ ---- -- ------ - J 

r-:-

r 
1 
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Emtrtt •1 coe611 a ~o-s 1UIJs. 

i.I!'Yitii tmío -l4v~t: 36 • 42 !liu 

Mu:l'lo •• 'IDU pt'qUtAo y prt"nt' una 
btllb:llla•n 11, proboleñ. 

,_ -

Figura 15. Obtención de adultos, apareamiento, eclosión de huevos y 

obtención de larvas de R. palmarum L. 
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. ' 
•• • L 

Etiquetado y pesado del alimento previa desinf:ecci6n 

'1 

-·' ---

Pesado de los .extractos y preparación ,de las concentracfones 

EmbebicF.j¡n del su sir ato en las diferentes tcataméentos 

Figura 16. Acondicionamiento del material biológico para la ejecución de 

bioensayos con R. palmarum L. 



- 123-

Adultos (36 - 40 días) 

Pupa (13.9 días) Huevo (3.40 días) 

11 

Pre pupa (6.1 días) Larva (50.2 días) 

Figura 17. Ciclo biológico de Rhynchophorus palmarum L. (111.6 días). 
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-

- ~~~-~ 
~ • 

~~--' .· ... , .. ' 

1, 
1 ' 

' ' 1 

.,.,,"!· ~J 

Aplicación y evaluación de la prueba. 

Figura 18. Colecta de adultos, obtención de huevos, obtención de larvas y 

bioensayos con E. cyparissius F. 
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O Adu~os (15- 20 días) 

Pupa (20- 40 días) Huevos (17- 21 días) 

.- .......... 

Larva (360 díe · 

Figura 19. Ciclo biológico de Eupalamides cyparissias F. (401 días). 
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Quistes o huevos 

.. . --. --
Aireación de 
:=Jflii:=J riF! m:=~r 

Aireación de 
~n11~ rh>~til~rl~ 

Eclosión de quistes 

Eclosión de quistes, 
vista al estereoscopio 

{1 OX/20) 

Preparación del 
extracto 

hidroalcoholico, 
hexánico y 

clorofórmico 

Preparación del 
extracto por 
decocción 

Exposición a 
luz intensa 

de los quistes 

- _____.--- -. ,. 

.. ... 
1 

~ J 

~--------------- ---

Ordenamiento y rotulación 
de envases 

1 

~_j 

Figura 20. Eclosión de quistes y pruebas biológicas de Artemia salina K. 



Envases 
ordenadas por 
concentracion 
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Traslado de 
nauplios a los 

envases 

Evaluación de 
los bioensayos 

Figura 21. Acondicionamiento de envases y evaluación de bioensayos con 

Arlemia salina K. 


