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INTRODUCCION

Los vegetales han evolucionado por mas de 400 medlale afios y para contrarrestar el
atague de los insectos han desarrollado mecanidenpsoteccién, como la repelencia y

la accion insecticida.

Después de la segunda guerra mundial los pocodalegegue mostraron resultados
efectivos, y alcanzaron a usarse masivamente, fue@mplazados por los insecticidas
sintéticos. Con la aparicion en la década de lasetia de estos insecticidas sintéticos
se penso que los insecticidas vegetales desaparepara siempre pero problemas como
la contaminacion del ambiente, los residuos emliosentos y la resistencia por parte de

los insectos han hecho que hoy en dia vuelvantarsados en cuenta.

Sin lugar a dudas los fitoinsecticidas constituygra muy interesante alternativa de
control de insectos ademas de que sélo se hanagalmuy pocos vegetales de las
250.000 que existen en el planeta por lo que laspectivas futuras son aun

insospechadas.

La evolucién de nuestro planeta como su histor@dggca ha conferido a nuestro pais
Ecuador un alto nivel de biodiversidad en todo lahgta. Esta abundancia natural, es
poca conocida por los propios ecuatorianos, suhastio asi su valor real. Los escasos
estudios botanicos que avanzan lentamente, emastmtcon la deforestacion que
amenaza extinguir especies vegetales no conociolasapciencia asi como el de su
utilidad hace menester en realizar estudios sasrédndades que presenta los vegetales

para su mejor aprovechamiento.

Dada la riqueza de la flora del Ecuadicagetes minutas un vegetal que crece en forma
silvestre en el sector andino del pais siendazatilh actualmente como saborizantes de
sopas por ciertas comunidades rurales, pero g¢kazsncial ain no ha sido aplicado.

La composicion quimica dea@etes minuténdica la presencia de aceites esenciales. Los
mismos que en otras localidades es utilizado camsecticida, razén por la cual en

sectores como Guano y San Andrés aplican el cultelorzinsu en forma de un cerco



gue rodea a los cultivos para de esta forma ahayaribs insectos que causan dafios en

los cultivos.

Esta tesis se desarroll6 en el Departamento deci@gemioldgicas de la Facultad de
Recursos Naturales y en el Laboratorio de fitogcénde la Facultad de Ciencias y tiene
por objeto determinar la actividad insecticida gfdi alimentaria del aceite esencial de
de Tzinsu Tagetes minutaen Drosophila melanogasterextraer el aceite esencial
mediante destilacién por arrastre de vapor, detenmia actividad insecticida y/o anti
alimentaria del aceite esencial mediante el sumninide concentraciones de 0.5%;
1.25%: 2.5%; 5% en la dieta de@a melanogastey evaluar la mortalidad en 3 horas,
determinar la Dby mediante un con la aplicacién de un modelo erpntal que es un
disefio completamente al azar (DCA).

El géneroTagetegAsteracea) es originario de Sudamérica, percalmnte posee una
distribucion cosmopolita y representa uno de logpgs mas ricos en formas de
angiospermaslagetes spp es de importancia econdémica e incluye espe@gslahtas
comestibles y ornamentales. Los extractos de ésterg se caracterizan por su actividad
insecticida y nematicida, ademas de sus aplicasitarenacéuticas, siendo minuta, T.
erecta, T. patula y T. ternifloréas especies mejores conocid@iagetes minutas la
especie gque en la actualidad esta siendo estug)adato que sus extractos contienen
principalmente (Z) — tagetona, (Z3— ocimeno, dihidrotagetona, (Z) — ocimeno y (E) —

ocimeno.

Otro dato importante es analizar la actividad gresgnta en el ciclo de desarrollo in
vitro preparando medios de cultivo deDaosophila melanogastey determinando la
dosis minima inhibitoria la dosis media. Establedase una Diy para el aceite de
Tzinsu {Tagetes minujade 0.71%, necesarios para matar el 50% de laapiobl de

insectos adultos d@. melanogaster

El aceite esencial de Tzinsu se aplicé en difesentmcentraciones a los medios de
cultivo a fin de observar el comportamiento deDiasophila melanogasterque en
namero de 10 son colocados en cada frasco; teniemmo resultado la muerte de los

insectos.



CAPITULO |

1 MARCO TEORICO

1.1 INSECTICIDA

Los insecticidas son considerados como toda suatapémica de origen natural o
sintético que se emplea para controlar una plagaadtiella sustancia que ejerce su

accion biocida debido a la naturaleza de su dstaiquimica (22)

Los insecticidas son de origen quimico o biolégjae controlan los insectos. El control
puede resultar de matar el insecto o de alguna mmamepedir que tenga un
comportamiento considerado como destructivo. Legdticidas pueden ser naturales o
hechos por humanos y son aplicados a las espedigtivos en multitud de
formulaciones y sistemas de aplicacion (aspersjaamos, difusion de liberacién lenta.
etc.). (20)

1.2 INSECTICIDAS VEGETALES

Los insecticidas de origen vegetal son de intgrés tratarse de insecticidas naturales,
productos derivados de plantas. Historicamentenateriales vegetales han sido usados
durante mas tiempo que cualquier otro grupo, caemeion del azufre, tabaco, piretro,

derris, heleboro, acacia, alcanfor, y trementina algunos de los mas importantes

productos vegetales en uso antes que comenzbisdaeda organizada de insecticidas



a comienzos de los afios 1940s. El uso de inseadidd origen vegetal llegd a su pico en
EEUU en 1946, y desde entonces ha declinado deremaostinua. Ahora el piretro es el
anico producto botanico clasico que tiene en ungigoificativo. Algunos insecticidas
mas nuevos derivados de las plantas que han emradso, denominados como florales
0 productos quimicos con aroma a plantag incluyen, entre otros, limoneno
cinnamaldehido y eugenol. Ademas, esta la azatteaeixtraida del arbol de neem la

cual es usada en invernaderos y en ornamentalg&2 32

1.2.1 NATURALEZA DE LOS COMPUESTOS

Las plantas son laboratorios naturales en dond@osintetizan una gran cantidad de
substancias quimicas y de hecho se les considera lecfuente de compuestos quimicos
mas importante que existe. El metabolismo primdedas plantas sintetiza compuestos
esenciales y de presencia universal en todas pexies vegetales. Por el contrario, los
productos finales del metabolismo secundario no soesenciales ni de presencia
universal en las plantas. Entre estos metabolboscemunes aquellos con funciones
defensivas contra insectos, tales como alcaloale@odacidos no proteicos, esteroides,
fenoles, flavonoides, glicosidos, glucosinolatosingnas, taninos y terpenoides. Hay
quienes sostienen que estos compuestos no tiengapehdefinido, e incluso se les llega
a catalogar como “basura metabdlica”. Sin embargmsoautores indican que

constituyen sefiales quimicas importantes del geosds (25)

Existe gran variacidbn en cuanto a la concentracddéncompuestos secundarios que
individuos de una poblacidén expresan. No hay pademaxima produccion, ni drganos
especiales de almacenaje de metabolitos secundsimosmbargo lo comdn es que las

mayores concentraciones de este tipo de compusstescuentren en flores y semillas.

(4)

Plantas insecticidas son todas las plantas qualésarrollado sustancias, denominadas
aleloquimicos como mecanismo de defensa frente al ataque dectass Estos
compuestos se han desarrollado a través de lacsdolmediante la activacion de vias

metabolicas secundarias, en las que se han creagjmuestos quimicos que cumplen la



funcién de mensajeros o infoquimicos entre las rassm diferentes especies y que
regulan defensivamente la presencia de insectafadibs en las plantas en su constante

basqueda de refugio, de alimento y de sitios dpasition éptimos. Posicion

Estos compuestos aleloquimicos pueden actuar ctrayentes, estimulantes, repelentes
o inhibidores de la alimentacion o de la oviposiciha gran abundancia de estos
compuestos en las plantas ofrece excelentes pévgsecpara su extraccion,
identificacién y uso como plaguicidas (6).

Es importante destacar que el efecto de talesmai@sano es tan agresivo ni fulminante
como los insecticidas organosintéticos, pues eéattsan el comportamiento y la
fisiologia al provocar repelencia, inhibicion en ceecimiento, por lo que realmente

deben ser llamados insectistaticos y no insectaiesu mayoria. (6)

Cabe sefalar que el uso de sustancias vegetalasepaontrol de plagas no debe
considerar la erradicacién total del organismo-plagino que debe procurar la
restauracion, preservacion y la consolidacion didrxe de los ecosistemas. (6)

1.2.2 MECANISMOS DE ACCION DE INSECTICIDAS VEGETALES.

La mayoria de las especies de plantas que seantiéin la proteccion vegetal, exhiben
un efecto insectistatico mas que insecticida. &esrdinhiben el desarrollo normal de los
insectos. Esto lo pueden hacer de varias maneeaa gointinuacion se describen. (18)

1.2.2.1 Reguladores de crecimiento

Este efecto se puede manifestar de varias marleagstimera son aquellas moléculas
que inhiben la metamorfosis, es decir evitan qua 68 produzca en el momento y

tiempo preciso.



Otros compuestos hacen que el insecto tenga ureanodbsis precoz, desarrollandose
en una época que no le es favorable. Por dltinmbiten se ha visto que determinadas
moléculas pueden alterar la funcién de las hormape regulan estos mecanismos de

modo que se producen insectos con malformaciostsjles o muertos. (18)

1.2.2.2 Inhibidores de la alimentacion

La inhibicion de la alimentacion es quizas el mabk accion mas estudiado de los
compuestos vegetales como insecticidas. Inhibider lal alimentacion es aquel

compuesto, que luego de una pequefa prueba, etarsedeja de alimentar y muere por
inaniciébn. Muchos de los compuestos que muesttmn actividad pertenecen al grupo
de los terpenos y se han aislado principalmentelalgas medicinales originarias de
Africa y la India. (18)

1.2.2.3 Repelentes

El uso de plantas como repelentes es muy antigum me se le ha brindado toda la

atencion necesaria para su desarrollo. Esta pgact& realiza basicamente con

compuestos que tienen mal olor o efectos irritantgso son entre otros el aji y el ajo.

Un claro ejemplo lo podemos observar en las p@stiealizadas por los indigenas de
Guatemala y Costa Rica que suelen "pintar" o espedr con aji los recipientes en los

que almacenan maiz y frejol para que no se "aggrgogdemas espantar a los roedores.
(18)

1.2.2.4 Confusores

Los compuestos quimicos de una determinada plamtstitiyen una sefial inequivoca
para el insecto para poder encontrar su fuentdimderao. De hecho hay casos como el

de la mariposa monarca, que se alimenta de unéapdtamente venenosa, para otros



organismos, la cual identifica por la presenciasta sustancia toxica. Una forma de usar
esta propiedad en el Manejo Integrado de PlagaB)(NH sido poniendo trampas ya sea
con aspersiones de infusiones de plantas que lenssnatractivas al insecto o de la
misma planta pero en otras zonas de modo queeagtintenga fuentes de estimulo y no
sea capaz de reconocer la planta que nos interesager. Otra opcidn es colocar

trampas de recipientes que contengan extractogu @de la planta de modo que los

insectos "aterricen” en las trampas y no en eivcul{18)

1.2.3 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS INSECTICIDAS VEGETALS

1.2.3.1 Ventajas

1. Son conocidos por el agricultor ya que generalmsatencuentran en su mismo
medio.

2. Muchas veces poseen otros usos como medicinalepelentes de insectos
caseros.

3. Su rapida degradacion puede ser favorable puesmndigenel riesgo de residuos
en los alimentos.

4. Algunos pueden ser usados poco tiempo antes dséaita

5. Varios actian rapidamente inhibiendo la alimentaaél insecto aunque a la
larga no causen la muerte del insecto.

6. Debido a su accion estomacal y rapida degradaciédgn ser mas selectivos con
insectos plaga y menos agresivos con los enemagasates

7. Muchos de estos compuestos no causan fitotéxicidad.

8. Desarrollan resistencia mas lentamente que lostingias sintéticos. (18)(29)

1.2.3.2 Desventajas

1. No todos son insecticidas sino que muchos son tiesgTos lo que los hace

tener una accioén mas lenta



Se degradan rapidamente por los rayos UV por lesguefecto residual es bajo.
No todos los insecticidas vegetales son menosdéxjoe los sintéticos.

No se encuentran disponibles durante toda la teadpor

Los limites maximos de residuos no estan estaldecid

No hay registros oficiales que regulen su uso.

N o gk~ Db

No todas las recomendaciones que manejan los Hgresihan sido validadas

con rigor cientifico.(18)

1.3 CRITERIOS A UTILIZAR DE VEGETALES CON PROPIEDADES
INSECTIDAS.

Son muchas las publicaciones que hacen listadpkdtas con propiedades insecticidas.
Por ejemplo, ya en 1950, Heatlal. reportan aproximadamente 2 500 plantas de 247
familias con alguna propiedad insecticida o topeaa insectos. Pero para usarlas, no
basta con que una planta sea considerada comotedonreeo con probadas propiedades

insecticidas. Ademas se deben hacer andlisis sigoseal medio ambiente y a la salud.

Por ejemplo, no es conveniente recomendar el usgldatas que estén en vias de
extincion, que sean dificiles de encontrar o queutdlizacion implique alteraciones

importantes a la densidad en que se encuentraa maturaleza. Si el dia de mafiana se
descubre que la madera del baoba mata insectos)\@sjaiere decir que los vamos a
cortar. De esta forma y con la finalidad de obteh@naximo provecho de una planta con
propiedades insecticidas, sin que ello implique deterioro al ecosistema, se han

enlistado las caracteristicas que debe teneatdaglnsecticida ideal: (18)

1. Ser perenne.

2. Estar ampliamente distribuida y en grandes cangislah la naturaleza, o bien
que se pueda cultivar.

3. Usar 6rganos de la planta renovables como hog@ssfb frutos.

4. No ser destruida cada vez que se necesite reaolectizrial (evitar el uso de
raices y cortezas).

5. Requerir poco espacio, manejo, agua y fertilizacion

6. Tener usos complementarios (como medicinales).



7. No tener un alto valor econémico.
8. Ser efectiva a bajas dogj$8) (5)

1.4 CUALIDADES EXIGIBLES A UN INSECTICIDA COMERCIAL.

Para que un insecticida alcance un uso amplio eprdatica agricola debe reunir
determinadas condiciones basicas, entre las quiepukestacarse como mas importantes
las siguientes:

a. Efectividad:El insecticida ha de ser eficaz en la destrucdeia plaga contra la
cual se aplica.

b. Selectividaddebe destruir inicamente los insectos dafinoqesjadicar la flora
y fauna beneficiosa.

c. Economia:Tiene que producir unos beneficios que superarastio que supone
su utilizacién.

Por regla general se considera que el uso de \guipida es recomendable

cuando el gasto a realizar es inferior al 20% deemento sobre la cosecha que
se obtendria sin combatir la plaga. También seiders econ6mico cuando,

siendo efectivo, el costo del tratamiento represant5% del valor de la cosecha.
Ademas, en todo caso debe resultar competitivorespecto a los otros medios
de lucha.

d. Seguridad:no pude ser fitotdxico, ni constituir un peligrara la salud del
hombre o de los animales domésticos.

e. Posibilidad de formulaciGnel plaguicida debera ser compatible con algureos d
los posibles soportes y diluyentes, dando lugamranidlaciones estables y
efectivas.

f. Estabilidad:debe conservar su capacidad de accion duranierapd suficiente.
(32)



1.5 FUNDAMENTOS CIENTIFICOS PARA LA INVESTIGACION DE
INSECTICIDAS SELECTIVOS.

La selectividad de un producto para un insecto @ueasarse en las caracteristicas
especificas de su penetracion en los tejidos o aldapmetabdlica dentro de su
organismo. El ataque produce una lesion una “ledifmguimica” que consiste,
normalmente, en la inhibicion de una enzima. Lo#oslas de la intoxicacion son
consecuencia de una lesion bioquimica. El problsenaentra en encontrar moléculas
gue tengan selectividad por alguna de las caushagliSe da el nombre de selectéforo

al grupo quimico funcional que confiere selectididaun plaguicida. (32)(28)

1.5.1 SELECTIVIDAD POR DIFERENCIAS EN LA ABSORCION A TR¥ES DE
LOS TEGUMENTOS.

Como la piel de los mamiferos y los tegumentosodeattrépodos presentan diferencias
muy notables, puede esperarse que existan coropugst no penetren a través de la
piel y de determinados tipos de tegumentos, y embia penetren en otros.

Desgraciadamente se poseen muy pocos datos aateadion entre estructura quimica

y facilidad de penetracion.

La diferencia 0 semejanza entre la polaridad dsédticida y la de los tejidos es
fundamental para la capacidad de penetracion. lsc@o que las moléculas con grupos

muy polares o los iones no atraviesan las cutidiylagleas. (32)

1.5.2 SELECTIVIDAD POR DIFERENCIAS EN EL METABOLISMO.

Las diferencias en el metabolismo entre mamiferassectos, e incluso entre las
diferentes especies de insectos, pueden servirage & la obtencion de insecticidas
altamente selectivos para determinadas especiesaqlee vez, posean un nivel de

toxicidad bajo para mamiferos. Los insecticidams&abolizan en los tejidos especificos,



transformandose en productos generalmente inactpar®, en ocasiones, pueden dar

productos de mayor toxicidad. (32)

1.5.3 DIFERENCIAS POR FIJACION

El grado de desarrollo del sistema excretor y fmcaad de almacenamiento influyen en
la toxicidad de los insecticidas.

También es importante la posibilidad de almacenaimielel compuesto toxico en
algunos tejidos, donde no ejerzan su accion tox&.

1.5.4 DIFERENCIAS DE PENETRACION Y DE FIJACION EN EL AREAME
ACCION.

Determinadas barreras fisioldgicas pueden retardapedir el acceso del producto a los
tejidos sensibles. Por ejemplo, se comprobado qe ihsecticidas cargados
positivamente no pueden atacar al sistema nergeswal de los mamiferos, ni al de los
insectos, debido a que ambos poseen barreras torae@ue impiden el paso de los
cationes. Si se llega a conocer los mecanismogdadgiea de los insecticidas se podra

preparar compuestos con una selectividad prey&2a.

1.6 IMPORTANCIA DEL GENERO Tagetes

1.6.1 DISTRIBUCION

El géneroTageteses nativo de América, las especies silvestresexutesde Arizona y
Nuevo México, suroeste de Estados Unidos a trawéswkrica Central hasta Argentina.
(11)
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1.6.1.1 Clasificacién taxondmica

De acuerdo con Neher (1985), el gén&agetespertenece a la familia Compositae,
subfamilia Asteracea, tribu Helianthae y subtribagdtininae; en este género se
reconocen los subgénerbsciday Tagetes.Este género cuenta con 56 especies, que
incluyen plantas perennes y anuales; son conocdas cempasuchitl o caléndulas.
(12).

1.6.1.2 Descripcion botanica

Son plantas herbaceas anuales o perennes, ar@natiestrujarse: con hojas todas
opuestas, por lo comudn pinnadas, con numerosasdulgan oleiferas traslucidas

cabezuelas solitarias 0 mas o menos cimoso — cosash involucro cilindrico, fusiforme

0 angostamente campanulado, sus bracteas de tasubital, unidas entre si hasta
cerca de apice y provista de dos hileras de glasdaleiferas; receptaculo plano o
convexo, desnudo; flores liguladas generalmentseptes, fértiles, con sus corolas
amarillas, anaranjadas, rojizas o blancas; floresnhfroditas, corola con garganta
infundibuliforme, anteras con las bases obtusasasadel estilo truncadas y peniciliadas
en el pice con anexos conicos cortos; aqueniearks o claviformes, vilano de tres a

10 escamas desiguales lineares, a veces mas & nmn@das entre si. (11)

1.6.2 COMPOSICION QUIMICA

La composicion quimica del génefageteses diversa entre las especies. Algunos de los
compuestos encontrados en los aceites pertenecgopa de carbohidratos, alcoholes,
éteres, aldehidos, cetonas, ésteres, carotenfimasoides y tiofenos, entre otros (33).
En el cuadro N. 1, se muestran los principales casios identificados (en porcentaje)
de diferentes especies @lagetesLa caracterizacion de aceites esenciales deilman

especies, en los cuales las proporciones y congauesin diferentes entre si; se ha
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documentado, y se atribuye a los factores exteyrgenética de las plantas, ademas del

método de obtencidn del aceite que también infaryel producto final.

CuadroN. 1 Compuestos principales (%) de aceites e

Tagetes

senciales de diferentes especies de

COMPUESTONEGETAL Tagetes  Tagetes T. T

aff erecty  filifolia laxa

Tagetes Tagetes minuta

lucida

Tagetes
patula

Tagetes
multiflora

Tagetes
tenuifolia

Maxima

p-Cariofileno
Dihidrotagetona
Dihidrotagetona+(E)-f-cimeno
(E)-anetol

(E)-Tagetona
(E)-tagetenona

Limoneno

Ietil Chavicol® (alilanisol v estrangol)
Metil eugenol

26.7

224

Hoja Flor  Flor
1
67

16
303

Flor Hoja Flor Heja Flor Futo

21 94
61.1

332
88
938
36

[—
[
N

[
==

172

Hoja Flor Heja Flor
182
126 202

9.8
416 247
134

Piperitenona 11
Piperitona 524 285 226
Terpinoleno .

(Z)-p-ocimeno 15.
(Z)-tagetona 312
(Z)tagetenona

wn
(==

36.8
171

12.8 15 17
473
271

FUENTE: ZYGADLO, J. ET.AL

La variabilidad en la composiciéon de los aceitesnemles y su diversidad quimica es
genéticamente determinada y estrictamente reladéonan las especies. El contenido y
cantidad de compuestos de los aceites esencialbagdies depende del lugar y sitio de
crecimiento de la planta, de la etapa fenol6giedadobarte de la cual se extrae el aceite,
la composicién del suelo y la fertilizacion minerahtre otros, por lo que es comun
encontrar diferencias en el contenido del aceiteedas vegetales de la misma especie
(24).

1.7 TZINSU (Tagetes minuta)

Planta herbacea que a veces alcanza 50 cm deai#tdjpica, tallo delgado color café
claro. Hojas compuestas opuestas, foliolos elipticdanceolados de disposicion

verticilar, margenes aserrados, con glandulas ateoinflorescencia dispuesta en
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umbelas, color verde vino, con olor penetranteplusro formado por 10 bracteas

soladas de color purpura que encierran 10 florewillas. Fruto un aquenio. (27) Fig. 1.

FIGURAN. 1 Tagetes minuta, CON BASE EN ESPECIMENES DE HERBARIO EN TEX / LL.
(A) HABITO (B) DE LA CABEZA (C) BAJO LA SUPERFICIE DE LA HOJA (D)

FLORES RAY (E) FLORES DISCO.
FUENTE: REINOSO L.

1.7.1 BOTANICA

1.7.1.1 Origen

Tagetes minutas nativa de los pastizales templados y regiormsanosas del sur de
Sudamérica, incluidos los paises de Argentina,eCBiblivia, Ecuador, Per(,T. minuta

se encuentra a menudo creciendo en las zonastdebglis durante las etapas iniciales de
sucesion. Esta afinidad por los sitios perturbddopermitido a la especie para colonizar
muchas areas alrededor del mundo. Desde la émoda donquista espafiola, se ha

introducido en Europa, Asia, Africa, Madagascay. (3

1.7.2 ETNOBOTANICA

Los nombres locales varian segun la region, conomfrgcuencia en la literatura se

encuentra comaghinchilla, chiquilla, chilca, zuico, suico, el términcanisillo espafiol.
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Para uso medicinal, un cocimiento de un pufiado plienta seca en agua hirviendo
durante 3 a 5 minutos se utiliza como remedio @hreesfriado comun, incluyendo
superior e inferior de las inflamaciones del traspiratorio, y molestias del aparato
digestivo; malestar estomacal, diarrea. La dedocse consume caliente, y puede ser
endulzado al gusto individual. (30)

Tagetes minutae utiliza como condimento en Chile y Argentirtgs popular en platos
de arroz y como aromatizante en guisos. En eeraetChile eSuicoes tan apreciado
gue muchas personas activamente recoger las pmidscisilvestres para secar una

cantidad suficiente para pasar el invierno sirvigsedcomo bebida caliente. (30)

Tagetes minutae refiere a menudo como una mala hierba. Muchdsslagricultores
de América Latina que no practican la agricultundustrializada dejan las plantas
espontaneas deagetes minut@n sus campos. Este segundo cultivo es benefieins
varias formas:, el rapido crecimiento de minuta hace sombra a otras especies
vegetales que pueden ser de menor utilidad paagreultor, en segundo lugar, puede
ser cosechada para uso personal, o para la velda Brercados de la ciudad, y en tercer

lugar, se ha informado a la ayuda en la retencgdhnuinedad en el campo. (30)

1.7.3 AGRICULTURA

1.7.3.1 General

Tagetes minutacrece rapidamente a partir de semillas sembratastainente en el
suelo una vez que el peligro de heladas haya pakadatura de la planta varia segun
las condiciones. (10) (30)

Tagetes minut@rospera en pleno sol. La competencia por laléhzol puede dar lugar
a plantas altas delgadas con una biomasa baja.uGanBiomasa superior se logra

mediante el espaciamiento de las plantas 1 m tgndig, y la eliminacién del meristemo
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apical de 30 dias para estimular la ramificacidiiminacion de meristemas se puede

hacer mecanicamente. (30)

1.7.3.2 Cosecha

La Cosecha para su uso, como bebida o condimenbace a mano cortando el tallo
principal a nivel del suelo, ya que toda la paéeea de la planta se considera atil. El
material vegetal se dobla y se ata en manojos cateles, hierbas, o una rama flexible
deT. minuta( Fig. 2.).

FIGURAN. 2 Tagetes minuta COMPRADO EN UN MERCADO EN CHILE. EL MATERIAL
ESTABA DOBLADO Y ENVUELTO CON UNA CUERDA DE PLASTICO
MIENTRAS ESTA FRESCO.

FUENTE: CHAMORRO E.
Los haces se cuelgan en un lugar seco, alejada te Isolar directa, que se seque.
Mano cosecha comercial es factible debido a lasstde mano de obra de baja en los
paises sudamericanos. Dado que toda la plantdiza, a recoleccion mecanica podria

ser una opcion viable, y se utiliza en la produtaé aceite esencial. (30)

1.7.4 COMPUESTOS SECUNDARIOS

El Tzinsu {Tagetes minutales rica en muchos compuestos secundarios, inadoyen
compuestos aciclicos y biciclicos, monoterpenos auiatficos, sesquiterpenos,

flavonoides, tiofenos, y los compuestos aromatidday pruebas de que los compuestos
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secundarios effagetesson elementos de disuasion eficaz de numerosa@iergos,
incluyendo: los hongos, hongos patogénicos en sdanenanos, bacterias en general,
trematodos, nematodos, y numerosas plagas deassadtavés de varios mecanismos
diferentes. Muchas plantas que estan relacionadagckamente con compuestos
secundarios provenientes del metabolismo, han skeatm valor medicinal en humanos.
Estudios in vivo en humanos de los compuestos secms deT. minutano se han
reportado, aunque las especiesTdgetesotros han demostrado médicamente seguro y
eficaz. (10)(15)

La actividad Anti-microbiana es determinada porccircompuestos secundarios en
Tagetes minuta,beta-ocimeno, dihidrotagetona, tagetenona, (4ypeoobna, y (E)
ocimenona. Cuando la prueba en 40 cepas de laacyehiongos, el aceite esenciallde
minutatuvo un efecto inhibitorio 100% en bacterias Grawsitivas, un efecto inhibidor

del 95% en bacterias Gram-negativas, y un efetiibitorio 100 % en los hongos.(10)

1.7.5 APLICACIONES.

Tiene uso como condimento en las comidas, como,ai#inbién medicinal para aliviar

el dolor de estbmago. (27)

El aceite esencial, se ha utilizado para dermatass irregularidades menstruales, las
varices, hemorroides, y conjuntivitis. También egpkeado en cierto modo en perfumes

herbaceos y florales. (3)(6)

En China las flores se utilizan para la tos ferloa,frios, el cdélico, las paperas, los ojos
doloridos y la mastitis, y en la India las tapawdtientes se destilan para producir
“genda de la esencia” un material del perfume. (3)

El aceite esencial es obtenido por la destilacenapor de la hierba floreciente fresca y

por la extraccion solvente de la hierba florecie(8g



-16-

1.7.6 CARACTERISTICAS DEL ACEITE

El aceite posee caracteristi antihelminticaantiespasmadico, bactericida, carminat

diaforético, emmenagogufungicida, estomacal. (10)

1.7.6.1 Composicion del aceite esencial (Tagetes minuta

Seis componentes principales fueron identificadediante el analisis por cromatogre
de gases y espectrometria de rr. El aceite de hojas de plantas no florecidas cce
principalmenteDihidrotageton, mientras que el aceite de hojas de plantas fitasal
igual que el aceite ddofes es rico efff - ocimeno y agetenona. La composicion (
aceite esencial dBagetes minuta. Variasegun las diferentes partes de la planta y ¢
estadio de crecimientd14)(25)

1.8 ACEITE E SENCIAL

FIGURAN. 3 ACEITE ESENCIAL EXTRAIDO DE Artemisia pallens. UN SOLO ACEITE
ESENCIAL PUEDE ESTAR COMPUESTO POR MUCHAS SUSTANCIAS

QUIMICAS COMPLEJAS.
FUENTE: http://www.es.wikipedia.org/Aceites Esenciales

Los aceites esencialesn mezclas de varias sustancias quimicas bidgades por la
plantas, que dan el aroncaracteristico a algunas flores, arboles, frutasrbhs,

especias, semillas ycgertos extractos de origen animalmizcle,civete, &mbar gris). Se
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trata de productos quimicos intensamente aromatiwosgrasos (por lo que no se
enrancian), volatiles por naturaleza (se evapdiipidamente) y livianos (poco densos).
Son insolubles en agua, levemente solubles en nanggsolubles en alcohol, grasas,
ceras y aceites vegetales. Se oxidan por expositiéire. Se han extraido mas de 150
tipos, cada uno con su aroma propio y virtudestmas Unicas. Proceden de plantas tan
comunes como el perejil y tan exquisitas como ahja. Para que den lo mejor de si,

deben proceder de ingredientes naturales brutaggag lo mas puro posible.

El términoesencias o aceites esenciakss aplica a las sustancias sintéticas similares
preparadas a partir del alquitran de hulla, y aslasancias semisintéticas preparadas a
partir de los aceites naturales esenciales. Elieraceites esenciales puree utiliza

para resaltar la diferencia entre los aceites aktsity los sintéticos. (31)

1.8.1 ORIGEN

Las plantas elaboran los aceites esenciales ciim @& protegerse de las enfermedades,
ahuyentar insectos depredadores o atraer inse@oéfitos que contribuyen a la

polinizacién.

Los aceites esenciales son caracteristicos de lagnatiales, los laurales, los
austrobaileyales, y los piperales, y también derralg familias no emparentadas con
estos Ordenes, comdlyrtaceae, Rutaceaelas familias de Apiales, Lamiaceae,

Verbenaceae y Asteraceae.

Estan presentes en distintas partes de la planta:

« enlas flores (como en el caso de la lavandazalijay la rosa)
« entodo el arbol (como sucede coretaliptus
+ en las hojas (la citronela)

« enla madera (el sdndalo)
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« enlaraiz (el vetiver)
« enlaresina que exudan (el incienso, la mirrabeejui)

+ enla céascara de los frutos (el limon, la narari@bergamota)

Dentro de los tejidos vegetativos, se encuentrancénlas esféricas o diferentes
cavidades o canales en el parénquima, y cuandelddar a las flores, se encuentran en

las glandulas odoriferas, desde donde son liberéti®)s

1.8.2 NOMENCLATURA

Se denominan con el mismo nombre de la planta igeroraceite esencial de lavanda,

aceite esencial de limodn, etc.

De algunas plantas se extrae mas de un aceitei@senccuyo caso el nombre varia. Por
ejemplo, de las flores del naranjo se extraen: destilacion, el neroli o azahar; por
destilacion de los frutos recién formadospelit grain y de la cascara o corteza de los

frutos, el aceite esencial de naranjo. (31)

1.8.3 OBTENCION

Los aceites esenciales se obtienen por uno dedtsdos siguientes:

o Destilacion en corriente de vapor
o Extraccion con disolventes volatiles,

o Expresiona mano o a maquina. (aceite de limon)
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o Enfleurageproceso en el cual se utiliza grasa como disoévent
Hoy los aceites esenciales sintéticos u obtenidofuentes naturales por cualquiera de

esos cuatro meétodos, se purifican normalmente gxirlakcion al vacio. (13)

1.8.3.1 Destilacion en corriente de vapor

Para extraerlos por arrastre de vapor, se debercaon un equipo destilador de
pequefias dimensiones si se trata de una detergnnexperimental en laboratorio y de

mayor tamafio si es una tarea a nivel industrig). (1

Los destiladores constan de las siguientes partesfuente de calor que genera vapor,
un recipiente para alojar la hierba, un colector a@eeite esencial separado y un

refrigerante para los vapores. (13)

El vapor de agua atraviesa la hierba colocada eecgliente, extrae y arrastra el aceite
esencial que tiene bajo punto de volatilizaciéom Yldva hasta el refrigerante, donde al

enfriarse se condensa y se separa el agua ded poeitlensidad. (31)(13)

Si el aceite es menos denso queda en la supegyfgii@s mas denso que el agua, va al
fondo. De esta manera es facil separarlo. (31).

Si bien la composicion quimica de los aceites eg wawniada, todos ellos poseen varias
propiedades fisicas en comun, por ejemplo: tienkm iadice de refraccién, son
Opticamente activos, etc. (31) (13)

Las destilaciones por arrastre de vapor duran 8nteo mas horas, segun la hierba que
se trate, obteniéndose muy poca cantidad de esérst@se debe a que el contenido en
aceites de las plantas es bajo, y por ello hate daistilar abundante cantidad de hierbas
para obtener un volumen que justifique el gastdedgilacion. Los rendimientos suelen
ser menores al 1%, es decir destilando 100 Kgiatbdnfresca, obtendremos menos de 1
Kg de aceite esencial. Esto no sélo obliga a optimia destilacion, sino a contar con
muchas toneladas de hierba a destilar, inclusimenmochas personas que provean de la
hierba. (13)
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En el laboratorio, pesamos con la balanza de pdecita hierba colocada a destilar y
medimos el volumen de aceite obtenido. Conocierdddnsidad de dicho aceite, y

utilizando la férmula:
Densidad del aceite * volumen de aceite= masaadieaobtenido (13)

1.8.4 ESTRUCTURA QUIMICA

FIGURAN. 4 ESTRUCTURA MOLECULAR DEL ISOPRENO, LA UNIDAD QUIMICA DE LOS
TERPENOIDES, COMPUESTO PRINCIPAL DE LOS ACEITES ESENCIALES.

FUENTE: http://www.es.wikipedia.org/Aceites Esenci __ales

Estan formados principalmente por terpenoides We$atformados por unidades de
isopreno unidas en estructuras de 10 carbonos (erpenoides) y 15 carbonos
(sesquiterpenoides). Las sustancias responsalledodesuelen poseer en su estructura

guimica grupos funcionales caracteristicos: aldehidetonas, ésteres, etc.

Cada aceite lo integran por lo menos 100 compuegtomicos diferentes, clasificados
como aldehidos, fenoles, 6xidos, ésteres, cetabesholes y terpenos. También puede

haber muchos compuestos aun por identificar. (31)

1.8.5 PROPIEDADES

Todos los aceites esenciales son antisépticos, pada uno tiene sus virtudes
especificas, por ejemplo pueden ser analgésicogicidas, diuréticos o expectorantes.

La reunion de componentes de cada aceite tambifia @onjuntamente para dar al
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aceite una caracteristica dominante. Puede ser eba® manzanilla, refrescante como

el de pomelo, estimulante como el aromatico de romme&almante como el clavo. (13)

1.8.5.1 Propiedades fisico - quimicas de los aceites esahes

Las propiedades fisico-quimicas de los aceitescedes 0 esencias son muy diversas,
puesto que el grupo engloba substancias muy héteeag, de las que en la esencia de

una planta, practicamente puede encontrarse solsale 30 compuestos. (1)

El rendimiento de esencia obtenido de una planti \de unas cuantas milésimas por
ciento de peso vegetal hasta 1-3 %. La composd®ama esencia puede cambiar con la
época de la recoleccién, el lugar geografico o pgs cambios genéticos.

1.8.5.2 Propiedades fisicas de los aceites esenciales

Los aceites esenciales son liquidos a temperatoibéeate, muy raramente tienen color y
su densidad es inferior a la del agua (la eseneigdasafras o de clavo constituyen
excepciones). Casi siempre dotadas de poder rnatat@nen un indice de refracciéon
elevado. Solubles en alcoholes y en disolventednicgs habituales, son liposolubles y

muy poco soluble en agua, son arrastrable porpeinde agua.

1.8.5.3 Inconvenientes de los aceites esenciales:

e Sabor bueno pero incompleto y mal distribuido.
* Se oxidan facilmente.

* No contienen antioxidante natural.

» Se alteran facilmente.

e Muy concentrados, por lo tanto dificiles de dosific
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* No se dispersan facilmente, sobre todo en los jgtodisecos. (31)

1.8.5.4 Ventajas

« Higiénicos, exentos de bacterias, etc.

» Sabor suficientemente fuerte.

» Calidad del sabor conforme con la materia prima.
* No colorea el producto.

* Exento de enzimas y taninos.

» Estable si esta bien almacenado.(31)

1.9 MOSCA DE LA FRUTAS Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster

Clasificacion cientifica

DiUeRIREAR
=EIET: Drosophila
Complejo especifico: melanogaster complex
Nombre binomial

T et

FIGURAN. 5 INSECTO ADULTO DE LA FRUTA Drosophila melanogaster
FUENTE: http://es.wikipedia.org/wiki/Drosophila_mel __anogaster
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Mosca de la fruta, nombre comun de dos familiasndecas verdaderas (con dos alas),

cuyas larvas se alimentan de materia vegetal fegcadescomposicion.

Las larvas hacen tuneles en la pulpa se entierrah guelo a una profundidad de unos 3
cm, dafando los frutos disminuyendo su valor nwdrity econémico provocando
pérdidas considerables tanto en las plantacione® @ momento de comercializarlas

debido a su aspecto y a su presentacion. (2) (17)

1.9.1 CICLO DE VIDA

Drosophila melanogastepor ser un organismo de metamorfosis completasepta:
huevo, larva (tres estados), pupa e imago. El d@kacompleto de la mosca posee un
tiempo de duracién aproximado de nueve (27) diasoediciones ambientales 6ptimas

(temperatura, pH y medio de cultivo adecuado). (17)

El desarrollo embrionario se produce dentro devbueriginandose una larva que pasa
por tres estadios (2 mudas), y varios tejidos darla estan constituidos por células que

contienen cromosomas politénicos.

Durante la fase de pupa se produce la metamorfesis&a que se destruyen la mayor
parte de las células de la larva y se forman lasasaras externas del adulto (imago), a

partir de estructuras larvales denominadas "disoaginales”. (17)

Huevo Larva Pupa Imago

FIGURA N. 6 CICLO BIOLOGICO GUSANO DE LA FRUTA D. melanogaster

FUENTE: ASHBURNER M.



-24-

Finalizada la metamorfosis, la pupa se abre pgralée superior y emerge el adulto.

Pasadas 8 horas tras la eclosion de la pupa, risisras adultas pueden ser fecundadas.

1.9.1.1 Huevo (0.5 mm.)

Las hembras adultas son capaces de poner huevdsadatespués de emerger del estado
de pupa, la puesta aumenta por dia durante unanadmata 50 o 75 huevecillos por dia.
Los ponen sobre la superficie del alimento. El loueg ovoide, con dos pequefas
proyecciones que emergen de un extremo, éstasptamadas y la sirven al huevecillo
para que no se hundan en el medio de cultivo. uesvds se pueden ver a simple vista
sobre la superficie del alimento. El desarrollo gorario del huevo tarda
aproximadamente 1 dia a 25° C. La larva emerghuwislo. (2)

1.9.1.2 Larva (4-5 mm.)

Es blanca, segmentada y vermiforme. Tiene partealéside coloracion negra (ganchos
mandibulares) en una region cefélica estrecha, pguetran en el alimento comiendo
vorazmente. No tiene ojos por lo que este animaloespletamente ciego. Las larvas
tampoco tienen apéndices y deben empujarse comigada desplazarse por su
ambiente. Respiran por traqueas y poseen un pespiigiculos visibles (poros aéreos) en

los extremos anteriores y posteriores del cuerpo.

La fase larvaria en el ciclo derosophilaes una de rapido comer y crecer. Consiste de
tres subdivisiones llamadas estadios. El primesggundo estadio terminan en mudas
cada muda implica una eliminacion completa de d¢hyppartes orales de la larva y es el
mecanismo por medio del cual esta crece. El tezstadio termina en la pupacion.
Inmediatamente antes de la pupaciéon la larva dejaainer, se arrastra hacia una
superficie relativamente seca, y se revierte spgaesilos anteriores. La fase larvaria
dura alrededor de 4 dias a 25° C, es ese momentteretr estadio y mide

aproximadamente 4.5 mm de largo. (2)
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1.9.1.3 Pupa (3mm.)

La pupa es considerada la fase re organizativaidel de las mosca, durante el cual la
mayoria de las estructuras larvarias son destryitks estructuras adultas se desarrollan
a partir de tejidos embrionarios llamados anlagetabién discos imaginables). Estos
tejidos embrionarios han permanecido latentes anigdal desde su diferenciacion en el
huevo. El animal en pupa dentro de la Ultima @eldria, la cual es en un inicio suave y
blanca pero gradualmente se endurece y adquiemlon mas oscuro. Los cambios

anteriores resultan en el desarrollo de un indivickon la forma corporal y las estructuras
del adulto (imago). La fase de pupa tarda alredddat dias a 25° centigrados, el adulto

emerge del pupario. (2)

2.4.3.5. Adulto (2 mm.)

El adulto es considerado la fase reproductiva idkh.c.a mosca emerge o eclosiona del
pupario forzando su salida por el extremo antet&rpupario. En un inicio, la mosca
adulta es de forma elongada con las alas no exg@sdEn una hora, las alas se
expanden y el cuerpo gradualmente adquiere unaafdemadulto mas definitiva En un
inicio los adultos son de un color relativamentea] dentro de las primeras pocas horas
se obscurecen y adquieren el color caracteridtm®adultos d®. melanogastepueden
aparearse 6 horas después de haber emergido dglgugl esperma es almacenado en
las espermaticas y en los receptaculos ventralés ltembra y es liberado gradualmente
al oviducto a medida que se producen los huevaadpasoor el oviducto a la vagina La
hembra empieza a depositar huevos aproximadameote 2 dias de haber emergido,
puede depositar hasta 50 a 75 huevos por diastdu primeros dias. Después la
produccion de huevos disminuye. El promedio de déddas moscas adultas es de 37
dias a 25° C. (2)
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CAPITULO Il

2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 LUGARY PRUEBAS DE ENSAYO.

La presente investigacion se desarroll6 en el latbdo de Fotoquimica de la Facultad
de Ciencias y en el laboratorio del Departament€i@acias Bioldgicas de la Facultad
de Recursos Naturales de la Escuela Superior &atigede Chimborazo en funcion a las

diversas determinaciones y ensayos que se debabzrar.

2.2 FACTORES DE ESTUDIO

Se consideraron como factores de estudio a loxtoseo plagas deDrosophila
melanogastery el comportamiento que éstos tuvieron frente admposicion de los

aceites esenciales del TzinBagetes minutg Zorrillo Tagetes zipaquirensis

2.3 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.3.1 MATERIAL BIOLOGICO

« Drosophila melanogastajos rojos cuerpos obscuros
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2.3.2 OBTENCION DEL MATERIAL VEGETAL.

Para la eleccidon de la materia prima fue razonatlgar de recoleccion en dependencia
de su accesibilidad, disponibilidad, ademas se temdonsideracion el mayor porcentaje
de principio activo que posee en cada una de stsspatro factor a considerar fue la
temporada de recoleccion.

CUADRON. 2 VEGETAL ELEGIDO PARA LA OBTENCION DEL ACEITE ESENC IAL,
LUGAR DE PROCEDENCIA.

. NOMBRE
NOMBRE COMUN ) LUGAR DE PROCEDENCIA
CIENTIFICO
TZINSU Tagetes minuta Provincia de Cotopaxi Cantén Latacunga

FUENTE: CRISTIAN COFRE

2.3.3 OBTENCION DE LOS INSECTOS PARA LA DETERMINACION DEA
ACTIVIDAD INSECTICIDA.

Para la realizacion de esta investigacion se précada obtencion de la plaga que

perjudica a los cultivos de frutas producidos eBalador.

CUADRON. 3 INSECTO PLAGA, LUGAR DE PROCEDENCIAY CULT IVO AL QUE AFECTA.

INSECTO PLAGA LUGAR DE CULTIVO AL QUE
PROCEDENCIA AFECTA
Drosophila Donado por el Cultivo de frutales en
melanogaster Departamento de Ciencie general

Bioldgicas de la facultad d
Recursos Naturales de le
ESPOCH.

FUENTE: CRISTIAN COFRE
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OBTENCION DE MATERIALES PARA LA ALIMENTACION DE IOS
INSECTOS.

Para la alimentacion deD. melanogasteren la preparacion de su medio de
alimentacion se utilizaron platano maduro y guireemla, adquiridas en los
mercados de la ciudad de Riobamba en perfectocestad

EQUIPOS

Balanza analitica (Boeco) - Balanza técnicaB(BDO0)

Estufa de secado y esterilizaci#aNem 315 sg - pH metro (JENWAY 430)

Refractometro (WARSZAWA) - Autoclave
Reverbero Eléctrico - Refrigeradora
Computadora Hp (Pavillo dv4) - Camara Digital

MATERIALES DE LABORATORIO

Dean star - Balon de reflujo de 1000 mL
Refrigerante simple - Mangueras

Soporte universal - Probetas

Pipetas volumétricas - Pipetas 1, 5, 10 mL
Pinzas universales - Corchos

Balon de reflujo de 250 mL - Balones de aforados

Balon de Aforo de 50 mL - Vasos de precipitacion
Matraz - Bureta de 50 mL

Pera de succién - Esponjas

Varilla de Agitacion - Pincel N. O

Tijeras - Papel indicadores de acidez

Ollas - Cuchillos
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- Tarrinas plasticas - Cocina a Gas
- Gradilla - Guantes
- Mascarilla - Papel Toalla

2.3.7 REACTIVOS

- Acido Propidnico - Alcohol Etilico al 95%

- Hidroxido de Sodio 0.1 M - Hidréxido de Potagidb%

- Alcohol etilico neutro - Acido Clorhidrico 0N

- Fenolftaleina - Solucién reguladora de pH

- Reactivo de Sudan.

2.4 TECNICAS

2.4.1 OBTENCION Y CUANTIFICACION DE ACEITE ESENCIAL DE TINSU
(Tagetes minuda

La cuantificacion se realizo por un método de &neade vapor en el que se procede de la

siguiente forma:

FOTOGRAFIANLD 1 EQUIPO DE OBTENCION Y CUANTIFICACION DE ACEITES ESENCIALES.
FUENTE: CRISTIAN COFRE
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Utilizando un aparato perfectamente limpio. Un batlie 500mL pesar 30g de planta
previamente troceada e introducir 200mL de agudila@s y algunos fragmentos de

porcelana porosa. Colocar en el aparato de Deane8tal tubo graduado 2mL de

tolueno y proceder a conectar un refrigerante comiente de agua; posteriormente
adaptar el balén al equipo. Calentar el liquidobdédn hasta que se inicie la ebullicion y
proceder al arrastre de vapor hasta el momentd gueese evidencie una ausencia de
liquido en el baldon. Destilar durante al menos 2atioDetener la calefaccion, dejar
transcurrir al menos 10 minutos, leer el volumen Iésuido recogido en el tubo

graduado. Restar el volumen total del volumen et determinado anteriormente. La
diferencia representa la cantidad de aceite edescia muestra. Calcular el resultado en

mililitros por Kilogramo de droga.

V Aceite Esencial =V Tolueno — V Total

2.4.2 TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL ACEITE ESENCIAL DETagetes minuta

2.4.2.1 Reaccion para identificacién de aceites y grasas

Ensayo de Sudan.Para ello, a la alicuota de la fraccion en el siklvele la extraccion,
se aflade 1mL de una solucién diluida en agua detacde Sudan Il o Sudan IV. Se
calienta en bafio de agua hasta evaporacion detrdelvLa presencia de compuestos
grasos se considera positiva si aparecen gotaa palitula coloreada de rojo en el seno

del liquido o en las paredes del tubo de ensagpectivamente. (16)

FOTOGRAFIANL 2 REACCION DE SUDAN Ill PARA IDENTIFICACION DE ACEITES
FUENTE: CRISTIAN COFRE
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2.4.2.2 Reacciones para identificacion de alcaloides

Ensayo de Dragendorff.-Para ello, si la alicuota del aceite esta disweitan solvente
organico, éste debe evaporarse en bafio de aguasidiio redisolver en 1 mL de &cido
clorhidrico al 1% en agua. Si el extracto es acuada alicuota se le afiade 1 gota de
acido clorhidrico concentrado. (Calentar suavememtejar enfriar hasta acidez). Con la
solucion acida se realiza el ensayo, afladiendd&as glel reactivo de Dragendorff, si hay

opalescencia se considera (+), turbidez definidd, (grecipitado (+++). (16)

Ensayo de Mayer.-Se procede de la forma descrita anteriormenteahatstiener la
solucion acida. Afiada una pizca de cloruro de sedipolvo, agite y filtre. Afiada 2 0 3
gotas de la solucion reactiva de Mayer, si se @hsepalescencia se considera (+),
turbidez definida (++), precipitado (+++). (16)

Ensayo de Wagner.-Se procede de la forma descrita anteriormentda r@sener la
solucion &cida, afiadir 2 o 3 gotas de reactivaifcdando los resultados de la misma
forma. (16)

2.4.2.3 Reaccion para identificacion de Lactonas y Cumaring

Ensayo de Baljet.-Para ello, si la alicuota del aceite no se encaestiralcohol debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y redisehar la menor cantidad de alcohol
(ImL). En estas condiciones se adiciona 1mL deitireg considerdndose un ensayo
positivo la apariciéon de coloracion o precipitadr(++ y +++) respectivamente. (16)
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2.4.2.4 Reaccion para identificacion de triterpenos y esteides

Ensayo de Liebermann - Buchard.PPara ello, si la alicuota del aceite no se encaentr
en cloroformo, debe evaporarse el solvente en Hafegua y el residuo redisolverse en
1mL de anhidrido y se mezcla bien. Por la paredutel de ensayo se deja resbalar 2 a 3
gotas de &cido sulfurico concentrado sin agitar. ddeayo positivo se tiene por un

cambio rapido de coloracion. (16)

1.-Rosado - Azul muy rapido.
2.-Verde intenso - Visible aunque rapido

3.-Verde obscuro - Negro final de la reaccion.

2.4.2.5 Reaccion para identificacion de catequinas

Ensayo de Catequinas.Para ello se toma del aceite una gota con la agedesn capilar
se aplica la solucion sobre papel filtro sobre &noma aplique una solucién de carbonato
de sodio. La aparicion de una mancha verde caanalita luz UV indica un ensayo

positivo. (16)

2.4.2.6 Reaccion para identificacion de resinas
Ensayo de Resinas.Para detectar este tipo de compuestos, se adiaiéghal de la

solucion alcohdlica, 10 mL de agua destilada, lariapn de un precipitado indica un

ensayo positivo. (16)

2.4.2.7 Reaccion para identificacion de saponinas

Ensayo de Espuma.El ensayo se considera positivo si aparece espuarntesperficie

del liguido de mas de 2 mm de altura y persisteatenas de 2 minutos.
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2.4.2.8 Reaccion para identificacion de compuestos fendliso

Ensayo de Cloruro Férrico.-Si el aceite de la planta se realiza con alcohansayo
determina tanto fenoles como taninos. A una al&cud®l extracto alcohdlico se le
adicionan 3 gotas de una solucion de tricloruraidéral 5% en solucién salina
fisiologica (Cloruro de sodio al 0,9 % en agua).eSiextracto es acuoso, el ensayo

determina fundamentalmente taninos. (16)

A una alicuota del extracto se le aflade acetatnd® para neutralizar y tres gotas de
una solucion de tricloruro férrico al 5% en solucgalina fisioldégica, un ensayo positivo

puede dar la siguiente informacion general:

1.- Desarrollo de una coloracion rojo — vino compueftoslicos en general.
2.- Desarrollo de una coloracion verde intensa, tanitebsipo pirocatecélicos.

3.- Desarrollo de una coloracion azul, taninos del gpogalactonicos. (16)

2.4.2.9 Reaccion para identificaciéon de aminoacidos

Ensayo de Ninhidrina.- Se toma una alicuota del aceite en alcohol, oséflue de la
concentracion en bafio de agua, si el extracto @geatra en otro solvente organico, se
mezcla con 2 mL de solucién al 2% de Ninhidrinaagna. La mezcla se calienta de 5 a
10 minutos en bafio de agua. Este ensayo se cangidsitivo cuando se desarrolla un
color azul violaceo. (16)

2.4.2.10Reaccion para identificacion de quinonas

Ensayo de Borntrager.-Si la alicuota del aceite no se encuentra en cdaorad, debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y el resdiisplver en 1 mL de cloroformo. Se
adiciona 1 mL de hidroxido de sodio, hidroxido daetgsio o amonio al 5% en la
reaccion. Si la fase alcalina (superior) se colai®aosado o rojo el ensayo se considera

positivo. Coloracion rosada (++), coloracion rofa<). (16)
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2.4.2.11Reaccion para identificacion de flavonoides

Ensayo de Shinoda.Si la alicuota del aceite se encuentra en alcaeotiluye con 1
mL de acido clorhidrico concentrado y un pedaciocthta de magnesio metalico.
Después de la reaccién se espera 5 minutos, se diawl de alcohol amilico, se
mezclan las fases y se deja reposar hasta queareseSi la alicuota del extracto se
encuentra en agua, se procede de igual forma ia gara adicion del acido clorhidrico

concentrado. (16)

El ensayo se considera positivo, cuando el alcamoilico se colorea de amarillo,

naranja, carmelita o rojo: intensos en todos Ispsa

2.4.2.12Reaccion para identificacion de antocianidina
Ensayo de Antocianidina.-Se calientan 2 mL del aceite por 3 min. Con 1 mlH@#

(c). Se agita y se deja separar las 2 fases. Lriiceipade color rojo a marrén en la fase

amilica, es indicativa de un ensayo positivo. (16)

2.4.3 DETERMINACION DE LA PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS

2.4.3.1 Color

Se toma un tubo de ensayo bien limpio y seco Jesa hasta las tres cuartas partes con
la muestra de ensayo y se observa el color, Iggeaancia, la presencia de particulas y

la separacion de capas. Se informa los resultados.
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2.4.3.2 Olor

Se toma un tira de papel secante aproximadametite de ancho por 10 cm de largo y
se introduce un extremo en la muestra de ensayloude y se determina si corresponde

con la caracteristica del producto.

2.4.3.3 Apariencia

Andlisis del aspecto externo.

2.4.3.4 Sabor

Apreciar determinadamente la sensacion que cigtistancias producen en el érgano del

gusto.

2.5 PROPIEDADES FiSICAS.

2.5.1 DENSIDAD RELATIVA

Se entiende por densidad relativa a la relaciéreanaisa de un volumen de la sustancia
a ensayar a 25 °C y la masa de un volumen iguafjda a la misma temperatura. Este

término equivale a peso especifico.

o M1-Mm
PE¥O 3 M
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Donde:
M1: Peso de picnémetro con la muestra (g)
M2: Peso del picnémetro con agua (g)

M: Peso del picnémetro vacio (g)

2.5.1.1 Procedimiento

Primeramente se peso el picndmetro vacio y se®°&2y se llend con la porcion de
ensayo, se mantuvo a temperatura de 25 °C (%) Hurante 15 min. Y se ajusto el
liquido al nivel empleado, con una tira de papeddeajo el exceso y secoO exteriormente

el picnémetro.

Se pes6 cuidadosamente el picndmetro con la poded@nsayo y se repitid la operacion
con el agua destilada a 25 °C, y después se liehpignémetro.

2.5.2 DETERMINACION DE INDICE DE REFRACCION

El indice de refraccibn es una constante caratiterisle cada sustancia, la cual
representa la relacion entre seno del angulo ddeincia de la luz y el seno del angulo

de refraccion cuando la luz pasa oblicuamentevadrdel medio.

Esta relacion viene dada por la ecuacion siguiente:

Seni

n =Senr

Asi los refractometros utilizan como principio dedition, la determinacion del angulo
limite el cual presenta en el campo visual un e@stér claro y otro oscuro. La linea de

separacion entre ambos campos establece el angite dle la luz incidente.
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2.5.2.1 Procedimiento

Se colocd sobre el prisma de medicion un gota de dgstilada, utilizando para ello una
varilla de vidrio que no tenga cantos agudos, gsst@jel equipo seleccionando la zona
del espectro visible que aparecen en la linea tdimél campo visual, moviendo el
compensador croméatico y colocando la interseccéreaticulo sobre la linea limite de

los campos claros y obscuros.

Después se realizd el ajuste del refractometrocdd@ca una gota de la muestra de
ensayo sobre el prisma de medicidn, se cierrarebigrisma y se enfoco hacia la luz por
medio del espejo, de modo tal que la misma indici@inperatura de entrada del prisma

de medicién y se procedié de igual manera quews.ag

2.5.2.2 Expresion de resultados

Se realizaron tres lecturas y se calculé el proméddilas mismas; dos o mas lecturas no

difieren en més de 0.002.

Las determinaciones no se efectuaron a la temparde referencia y se empled la

formula siguiente:

N25 = Nt 4 0.00044(t — 25)
N¢® = Indice de refraccion a 25°C
Ng' = Valor leido en la escala del refractometro taperatura t
t = valor de la temperatura a que se realiza laaited(°C)

0.00044= Factor de correccion por grado Celsius
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2.5.3 DETERMINACION DE pH

El pH es un indice numérico que se utiliza paraesqr la mayor o menos acidez de una
solucion en funcion de los iones hidrogeno. Se utaldedricamente mediante la

ecuacion:
pH = -log a[H]
a[H'] = Actividad de los iones hidrogeno

En la practica, la medicion del pH se lleva a cpbomedio de la lectura de pH en la

escala de un instrumento medidor de pH, ya setabl@analdgico.

Esta lectura esta en funcion de la diferencia denpial establecida entre un electrodo
indicador y un electrodo de referencia usando ceatacion de ajuste de la escala del

medidor de pH, una solucién reguladora del misi2@) (

2.5.3.1 Procedimiento

Se ajusto el equipo con la solucién reguladoraHi@gecuada al rango que se realizé la
determinacion. Posteriormente se determiné el \ddbpH de la muestra. Los resultados

dieron apreciando hasta la decima.

2.5.4 DETERMINACION DE SOLUBILIDAD EN ALCOHOL

Se dice que el aceite esencial es soluble en nideevolimenes (20 como maximo) de
alcohol etilico de determinada graduacion, si édimen minimo de alcohol adicionado

para obtener una solucién limpida es el numercedesvel volumen de aceite esencial.
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2.5.4.1 Procedimiento

Se mide con pipeta 1 mL de aceite esencial previtarenfriado a 20°C, el cual se lleva
una probeta de 25 mL, por medio de una bureta agea@l alcohol de la graduacién a

ensayar gota a gota el aceite, agitando con frecien

Cuando se obtiene una solucion limpida, se registralumen consumido.

2.6 PROPIEDADES QUIMICAS

En los aceites esenciales pueden realizarse desmimnes cuantitativas de grupos y
componentes que corresponden a una misma fundrdmjyendo en porcentaje de los
mismos al componente en particular que presentempaycion.

2.6.1 INDICE DE ACIDEZ

Se peso exactamente 2g del aceite a ensayar. Sk aleohol etilico al 95%
(neutralizado) un volumen igual en mg a 5 vecepeslo de la muestra y 5 gotas de
fenolftaleina. Se agito hasta total disolucion yakero con solucion alcohdlica de KOH
0.1M

FOTOGRAFIAS N.3 DETERMINACION DE INDICE DE ACIDEZ
FUENTE: CRISTIAN COFRE
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El indice de acidez se calcula por la formula sgte:
561V «C
A="" " "
9

Donde

V=mL de KOH mol/L consumidos

C= Concentracion en equivalentes de KOH expresaosg
56.1= mili equivalentes de KOH expresados en mg

g= Peso de la muestra en gramos

2.6.2 INDICE DE ESTERES

Se pesoO exactamente de 2 a 5 g de la muestrafeas@ de saponificacion, se afiade
alcohol etilico al 95%, un volumen igual a 5 veekpeso de la muestra y tres gotas de
solucion indicadora de fenolftaleina, neutralizardspués los acidos con solucién
acuosa de NaOH 0.1mol/mL, se afiade 10 mL de sol@acoholica de KOH 0.5 mol/L
medidos exactamente y algunos fragmentos de piaios@ y se ajusta al condensador de
reflujo al frasco de saponificacién, reflujando leafio Maria durante 1 hora. Se deja
enfriar y se afiade al condensador 10 mL de alcetibto neutro. Se desmonta el
condensador, se afiade 5 gotas de solucién indecattofenolftaleina y se valora con
exceso de alcali con HCI 0.5 mol/mL. Paralelamerte el ensayo de la muestra se

realiza un ensayo en blanco.

El indice de ésteres se calcula por la formulaieige, teniendo en cuenta el indice de

acidez:

E_56.1*(VA—VB)*N
g
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Donde

56.1= mili equivalentes de KOH expresados en mg

Va= mL de KOH 0.1 mol/L consumidos

V= mL de KOH 0.1 mol/L consumido en el ensayo detta
N= Concentracion de la soluciéon de NaOH 0.1 Eq/L

g= Peso de la muestra en gramos

2.6.3 PORCENTAJE DE ESTERES

Se determina mediante la siguiente ecuacion.

56.1 % (V, —Vg)*N

%IE =
%lE 10g

Donde

56.1= mili equivalentes de KOH expresados en mg
Va=mL de KOH 0.1 mol/L consumidos

V= mL de KOH 0.1 mol/L consumido en el ensayo detda
N= Concentracion de la solucién de NaOH 0.1 Eq/L

10g= Peso de la muestra en gramos
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2.7 METODOLOGIA

2.7.1 FASE DE CAMPO

Se realiz6 la recoleccion del material vegetalaedampos de la Latacunga provincia
del Cotopaxi, se recolecté las partes tedricamente una mayor concentracion del
principio activo como son las flores, hojas y dlotaEl material recolectado se hizo
bultos debidamente etiquetados y se trasladad@l@bratorio de Farmacognosia de la

Facultad de Ciencias.

Ademas se realizo la obtencion y el cuidado dectoseadultos para la produccion del

pie de cria de Laboratorio.

2.7.2 FASE DE LABORATORIO

En la fase de laboratorio se realiz6 el siguienbegrimiento para la determinacion de la
actividad insecticida de los aceites esencialesTzlasu, Tagetes minutay Zorrillo,

Tagetes zipaquirensis

e Crianza de los insectos plaga
* Obtencion de los insectos adultosiiianelanogaster.
* Ensayo de la actividad insecticida.

+ Determinacion de la Dy.
También se debi6 realizar un tratamiento estadigiclos datos.

* Analisis de varianza.
» Separacion de medias utilizando la prueba de TakB9b.

* Anadlisis de regresion y correlacion para la deteation de la Dby de los

extractos con actividad insecticida.



2.7.3

-43-

METODOS DE CRIANZA DE INSECTOS

2.7.3.1 Crianza de la mosca de la frutaProsophila melanogaster

1.

Se realizo la captura de los adultos de la mossanismos que se colocaron en
frascos de vidrio que contenian el siguiente mgdm servira para alimentarlas y
desarrollar sus crias.

Para 1 litro de medio se utilizd 250g de madur® @5uineo ceda, 500 mL de
agua destilada, 250 g de levadura seca y desaztiya8 - 4 mL de &cido

propionico

Preparacion:

1.

Para preparar el medio los materiales son estatdz, se pesa los ingredientes,
para luego proceder a licuar el maduro y el gurceo 200 mL de agua y luego
afadir el acido propidnico.

Luego en un recipiente mezclar Bacto agar o sulairgelatina sin sabor, con
300 mL de agua y llevar esta mezcla a ebullicion.

Una vez disuelta le gelatina se agrega la mezaladia anteriormente, y se bate
constantemente evitando que se queme hasta quierdgpuia coloracion café.

Colocar el medio en los frascos esterilizados gespue se solidifique.

5. Aqui ya se puede colocar los adultos de la mosaa pme inicien su

2.7.4

reproducciéon. Se puede identificar las moscas seglaparato reproductor, para
adormecerlos se introduce los frascos a un congelaor unos minutos para

luego sacarlos sobre una superficie de hielo difazmlos.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INSECTICIDA

Una vez obtenidos los aceites esenciales de TZinsminutay Zorrillo T.
Zipaquirensisprocedemos a realizar pruebas preliminares ectmselulto deD.
melanogaster para  comprobar la eficacia de los aceites aratifes

concentraciones.
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Los aceites se administran en las dietas de cawdeitos insectos.

Después se procediéo a colocar 7 moscas adultasraerngb3 mosca adultos
machos.

Se registra la mortalidad, comparado con el comegativo (tratamiento con

agua) y un control positivo con un insecticida coia (Campex).

FOTOGRAFIA N. 4 ESTERILIZACION DE MATERIALES FOT OGRAFIAN. 5 ELABORACION DEL MEDIO DE CULTIVO

FOTOGRAFIA N. 6 REPARTO DE MEDIOS EN FRASCOS FOTOGRAFIA N. 7 DISTRIBUCION DE INSECTOS

FUENTE: CRISTIAN COFRE FUENTE: CRISTIAN COFRE

ol -1

FUENTE: CRISTIAN COFRE FUENTE: CRISTIAN COFRE
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FOTOGRAFIAN. 8 PIE DE CRIA DE Drosophila melanogaster

FUENTE: CRISTIAN COFRE

2.8 DETERMINACION DE LADL 5

La Dosis Letal 50 es una medida estadistica querrdata la capacidad que tienen los
aceites esenciales de inhibir el crecimiento ymiehr la plaga en sus fases de madurez

o reproduccion y se calcula por medio de la cueveedresion lineal.

Para determinar la Bb de vegetales que muestran actividad insecticidatifzo las
distintas concentraciones al 0.5; 1.25; 2.5; 5%ackites esenciales suministradas en la
dieta de las moscas. Se establecié el numero uwladnuertos. Mediante regresién
lineal se determind la concentracién capaz de inklbcrecimiento y/o reproduccion y

eliminar a los insectos en estado reproductivo.

2.9 TIPO DE DISENO EXPERIMENTAL

Se realizé 5 tratamientos de aceite esencidlzitesuT. minutay 5 tratamientos de aceite
esencial de ZorrilloT. zipaquirensiscon 5 repeticiones en cada tratamiento para la
determinacion de la actividad insecticida de lositas esenciales de los vegetales y
ademas se realizaron pruebas en blanco y con aaticida comercial para destacar la

crianza normal del insectBrosophila melanogaster
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CUADRO N. 4 CODIGOS Y TRATAMIENTOS REALIZADOS CON LOS ACEITES
ESENCIALES DE TINSU T. minuta Y ZORRILLO T. zipaquirensis FRENTE A
Drosophila melanogaster. LABORATORIO DE FITOQUIMICA DE LA
FACULTAD DE CIENCIAS Y DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DE LA FACULTAD DE RECURSOS NATURALES. ESPOCH OCTUBRE 2010

TRATAMIENTOS CONTROL POSITIVO MEDIO NATURAL
T1C1R1 T2C1R1 CAR1 CBR1
T1C1R2 T2C1R2 CAR2 CBR2
T1C1R3 T2C1R3 CAR3 CBR3
T1C1R4 T2C1R4 CARA4 CBRA4
T1C1R5 T2C1R5 CAR5 CBR5

T1C2R1 T2C2R1
T1C2R2 T2C2R2
T1C2R3 T2C2R3
T1C2R4 T2C2R4
T1C2R5 T2C2R5
T1C3R1 T2C3R1
T1C3R2 T2C3R2
T1C3R3 T2C3R3
T1C3R4 T2C3R4
T1C3R5 T2C3R5
T1C4R1 T2C4R1
T1C4R2 T2C4R2
T1C4R3 T2C4R3
T1C4R4 T2C4R4
T1C4R5 T2C4R5

2A X 4C x5R =40 UE

FUENTE: CRISTIAN COFRE

2.10 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se tabularon y se determinaron las medidas distintas lecturas para realizar
el analisis de varianza, separacion de mediaslisende regresion y correlacion.

2.10.1 ANALISIS DE VARIANZA

Es un procedimiento estadistico que sirve para mkxdivariacion total de las

observaciones, la que se divide para sus compaaniedando el residuo como error
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experimental. Este analisis indica la relacion eentna variable dependiente (actividad
insecticida) y los factores independientes (comeemines aceites esenciales) aceite

esenciall. minuta T. zipaquirensis

El andlisis de varianza es un método para compdosr 0 mas medias de las
observaciones o de los tratamientos, permite mikedivariacion de las respuestas
numeéricas como valores de evaluacion de diferemtegables nominales. En esta
investigacién de analisis de varianza permitio ldstzr la relacién entre una variable
dependiente (actividad insecticida) y un factodependiente (concentracion de aceites

esenciales) (8)

2.10.2 PRUEBA DE SEPARACION DE MEDIAS PRUEBA DE TUKEY AL%

La prueba de Tukey al 5% es un procedimiento esdpl@ara determinar las diferencias
existentes entre las medias de los tratamienttizadas. (19)(8)

2.10.3 COEFICIENTE DE VARIACION

Indica el nivel de confianza que se puede tendo®uatos, un valor bajo indica que el
ensayo ha sido bien planificado y ha tenido un buanejo, en tanto que un valor alto

puede ser indicador en ciertos casos de lo contr@m)(8)

2.10.4 ANALISIS DE REGRESION Y CORRELACION

La DLso se realizé con la curva de regresion ajustadasiedncentraciones mas activa

del aceite esencial frente a la mortalidad@®sophila melanogaster
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CAPITULO 1l

3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 CUANTIFICACION DE ACEITES ESENCIALES PRESENTES EN EL
TZINSU Tagetes minuta.

3.1.1 CUANTIFICACION DE HOJAS Y TALLOS

En base al método de cuantificacion por arrastnager se tiene:
Masa Muestra = 30g de hojas y tallos
Volumen de tolueno = 2.0 mL

Volumen del Producto Final = 2.32 mL

V Aceite Esencialy =V Total — V Tolueno
V Aceite Esencialyb =2.32 mL - 2MI

V Aceite Esencialyb = 0.32 mL

0.32 mL de aceite esencial 1000g 10.67 mL de aceite esencial
30 ghojasy tallos  ~ 1Kg Kg hojas y tallos
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3.1.2 CUANTIFICACION DE FLORES

En base al método de cuantificacion por arrastnager se tiene:
Masa Muestra = 30 g flores
Volumen de tolueno = 2.0 mL

Volumen del Producto Final =2.73 mL

V Aceite Esencialy =V Total — V Tolueno
V Aceite Esencialy =2.52 mL - 2mL

V Aceite Esencialb = 0.52 mL

0.52 mL de aceite esencial 1000g 7 33 mL de aceite esencial
30 g de flores kg " Kg de flores
Cuadro N.5 Volumen de aceite esencial por Kg de vege tal Tzinsu ( Tagetes minuta)
HOJAS Y TALLOS FLORES
10.67 mL 17.33mL

FUENTE: CRISTIAN COFRE

3.2 TAMIZAJE FITOQUIMICO

En la tabla de los principales grupos fitoquimioasetabolitos secundarios investigados
en el extracto de Tzinsu, se han analizado cushitaente mediante pruebas de reaccion
de coloracion y de precipitacion permitiendo uneantdicacion rapida por medio de

reacciones sensibles y reproducibles.



TABLA N.5 TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL ACEITE ESENCIAL DE TZI NSU (Tagetes minuta)

ENSAYOS RESULTADO
SUDAN I +++
DRAGENDORF Opalescencia + Turbidez +
MAYER Opalescencia + Turbidez +
WAGNER Opalescencia + Turbidez + Precipitado +
BALJET -
LIBERMAN — BUCHARD Triterpenos y/o Esteroides +
CATEQUINAS +
RESINAS -
SAPONINAS +
FeCk Taninos pirocatecolicos (verde intenso)
NINHIDRINA -
BORNTRAGER +
SHINODA +
ANTOCIANIDINAS +
T+ MUY EVIDENTE TTEVIDENTE  +POCO EVIDENTE - NEGATIVO

Fuente: Cristian Cofre

3.2.1 CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL ACEITE ESENCIAIDE
TZINSU Tagetes minutd ZORRILLO Tagetes zipaquirensis

CUADRO N.6 ANALISIS ORGANQLEPTICO DE LOS ACEITES ESENCIALES (MET ODO
HIDRODESTILACION)

CARACTERISTICAS ACEITE ESENCIAL TZINSU ACEITE ESENCIAL

ZORRILLO
COLOR Amarillo Intenso Amarillo rojizo
OLOR Aromatico picante Aromaético picante fuerte
SABOR Amargo mentolado Amargo mentolado picante
ASPECTO Transparente Trasparente

Fuente: Cristian Cofre

El andlisis organoléptico de los aceites defiere toglas las caracteristicas excepto el
color siendo las mas notables en el olor y sabor.
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3.2.2 CARACTERISTICAS FISICAS DEL ACEITE ESENCIAL DEL THISU
(Tagetes minuda

Cuadro N.7 CARACTERISTICAS FiSICAS DEL ACEITE ESENCIAL DE T. minuta

CARACTERISTICAS FISICAS ACEITE ESENCIAL

T. minuta

pH 3.42

DENSIDAD g/mL 0.85

INDICE DE REFRACCION 1.487
SOLUBILIDAD EN ETANOL DE 96° V. (mL) 1:6.7

Fuente: Cristian Cofre

El pH del aceite esencial de Tzinsu obtenido pdrdaiestilacion es literalmente &cido.

3.2.3 RENDIMIENTO DE ACEITE ESENCIAL POR HIDRODESTILACIONDE
TZINSU Tagetes minuta

Cuadro N. 8 Rendimiento del aceite esencial de Tzin  su por hidrodestilacion
ACEITE
MUESTRA ESENCIAL RENDIMIENTO
20 Kg de Vegetal 73.51¢g 0.36 %
Fuente: Cristian Cofre
CuadroN. 9 Rendimiento del aceite esencial de Zorr illo por hidrodestilacién
MUESTRA ACEITE RENDIMIENTO
ESENCIAL

17 Kg de Vegetal 26.81 g 0.16 %

Fuente: Cristian Cofre
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3.3 CARACTERISTICAS QUIMICAS DEL ACEITE ESENCIAL DEL TZ INSU

(Tagetes minuta)

Cuadro N. 10  aceite esencial T. minuta, caracteristicas quimicas (Método Hidrodestilacion )

CARACTERISTICAS QUIMICAS ACEITE ESENCIAL TZINSU  Tagetes minuta

Indice de acidez (mg NaOH 0.1N ) 4.76
Indice de éster (mg KOH 0.1N) 49.09
% Esteres 4.91%

Fuente: Cristian Cofre

3.4 RESULTADOS DE LA CROMATOGRAFIA DE GASES DE ACEITE
ESENCIAL DE TZINSU ( Tagetes minuta)

Cuadro N. 11  Compuestos del aceite esencial  T. minuta.

COMPUESTO NOMBRE DEL COMPUESTO
1 trans — Tagetona
2 trans — Ocimeno
3 2,2- dimetil- &cido isopropanico ciclo pentil éster
4 Eucaliptol

Fuente: Coba Santamaria Pablo coordinador del CIVAB | Universidad Politécnica Salesiana.

Conforme la teoria enmarcada se corroboré la peesenediante la cromatografia de
gases la presencia de la trans - Tagetona, tr@cimeno que son los componente que
da la actividad insecticida al aceite esencialugkgnente también se tienen al 2,2-
dimetil- acido isopropanico ciclo pentil éster ycdaliptol en menores proporciones.
Segun los resultados otorgados por el Centro destigacion y Valoracion de la

Biodiversidad (CIVABI) de la Universidad PolitécaiGalesiana en donde se analiz6 el

respectivo analisis cromatografico.
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3.5 CRIANZA DE INSECTOS ADULTOS DE LA MOSCA DE FRUTA

Drosophila melanogaster

Para realizar los ensayos de actividad insectigida anti alimentaria es necesario

disponer de insectos en estado adulto.

El Departamento de Ciencias Bioldgicas de la fadulte Recursos Naturales facilitd un
namero pequefio de moscas adultas en ovipocis®mues se las alimentaron con un
medio de cultivo a base de guineo y maduro quealablan colocados en frascos de

vidrio.

En este medio se coloco7 moscas hembras y 3 mosad®os, esperando un tiempo de
21 dias para tener un numero suficiente, para sdepor evaluacién de la actividad

insecticida.

Se prepararon los bloques para el ensayo utilizahaooscas hembras y 3 moscos
machos en estado adulto, asi como se inoculé dietialas distintas concentraciones de
aceite esencial, observando a las 3 horas laidaivnsecticida pardagetes minutay

de 30 segundos la actividad insecticida Tagetes zipaquirensisobteniendo los

siguientes resultados.

3.6 RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD INSECTICIDA DE LOS ACEIT ES
ESENCIALES DE TZINSU (Tagetes minujaY ZORRILLO (Tagetes

Zipaquirensiy

Para la determinacion de la actividad insecticifta gnti alimentaria se incorporo los
aceites esenciales por separado con diferentegmaciones para cada tratamiento en
la dieta de la mosca de frutBrpsophila melanogaster) y se evalué la mortalidad y
efectos causados.
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3.6.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INSECTICIDA DE LOS ACEITES
ESENCIALES DE TZINSUT. minutaY ZORRILLO T. zipaquirensisSOBRE
Drosophila melanogaster

Al realizar el porcentaje de mortalidad deDlamelanogaster se logré establecer que el
aceite esencial d&. zipaquirensis al 5% de concentracion presentdo un 98.00 % de
mortalidad, siendo este valor significativamente ghuesto que corresponde a un
conjunto de datos tomados a los 30 segundos dedpuiéaber levantado el ensayo, en
comparacion al porcentaje de mortalidad del 100.0@& presentd el tratamiento con
una concentracion de aceite esencial al 5% de pjuro de datos que tomo a las 3
horas después de haber levantado el ensayo. Siehdaceite esencial dd.

zipaquirensisal 5% mucho més efectivo que el aceite esencidl denuta

CUADRO N. 12 PORCENTAJE MEDIO DE MORTALIDAD DE D. melanog aster AL 1 DIA CRITICO
DE ANALISIS, FRENTE A LOS ACEITES ESENCIALES. DEPARTAMENTO DE
CIENCIAS BIOLOGICAS. FACULTAD DE RECURSOS NATURALES. ESPOCH.
RIOBAMBA OCTUBRE DEL 2010.

ACEITE ACEITE
TRATAMIENTO CODIGO ESENCIAL T. CODIGO ESENCIAL T.
minuta Zipaquirensis

T1 T1C1 30.00% T2C1 12.00%
T2 T1C2 82.00% T2C2 44.00%

T3 T1C3 96.00% T2C3 76.00%
T4 T1C4 100.00% T2C4 98.00%

T5 Cs 0.00% Cs 0%
T6 Ca 100.00% G 100%

Fuente: Cristian Cofre

3.7 ANALISIS DE VARIANZA DE LA ACTIVIDAD INSECTICIDA DE L
ACEITE ESENCIAL DE T. minuta SOBRE D. melanogaster.

En el analisis de varianza correspondiente a laar&s presentado en el Cuadro Ns&3
determin6 que existe diferencia notable en elrnagato T1 y T2, y poca diferencia en

los tratamiento T3 y T4 que existe en los tratatograsi como también se determing el
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coeficiente de variacibn que es del 7.45% indicAndoque el experimento esta
correctamente ejecutado, este valor es consideraomo permisible, al tener como

limite tolerable el 30% de coeficiente de variacion

CUADRO N. 13 ANALISIS DE VARIANZA DE LA ACTIVIDAD INSECTIC IDA DEL ACEITE ESENCIAL
DE T. minuta SOBRE D. melanogaster A LAS 3 HORAS CRITICAS DE ANALISIS. DEPARTAMENTO
DE CIENCIAS BIOLOGICAS. FACULTAD DE RECURSOS NATURALES. ESPOCH . RIOBAMBA
OCTUBRE DEL 2010.

FUENTE,DE GRADOS SUMA DE MED,IA F. F.
VARIACION DE CUADRADOS CUADRATICA CALCULADA TABULAR
LIBERTAD 5% - 1%
Total 29 460.80
Tratamientos 5 454 .80 90.96 363.84 2.62-3.90
Error 24 6 0.25

Coeficiente de Variacion = 7.35 %

FUENTE: CRISTIAN COFRE

Al comparar el valor factor calculado con el fadtaular tenemos que es ampliamente
superado por el valor F. calculado para los nsvéley 1% indicando que el
comportamiento de IBrosophila melanogastegn relacion a la concentracion del aceite
es diferente. El valor de la media cuadréatica detdatamientos (90.96) es mayor que la
media cuadratica del error (0.25) declarando |laultados del experimento como

significativos, otorgando asi que los tratamiemidenecen a poblaciones uniformes.

3.7.1.1 Prueba de Tukey al 5% para la determinar la activichd insecticida del

aceite esencial d&@. minuta sobre Drosophila melanogaster.

Alrededor de la prueba de Tukey al 5% presentadel &rafico N.1 se establece una
comparacion neta entre los 6 tratamientos aplicamloss moscas adultas de.
melanogastera las 3 horas criticas de analisis del cual sevaler niveles o rangos

ordenados acorde a su medida de mortalidad obtenida
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En el Cuadro N. 14 tenemos 4 rangos, donde el tratamiento con bléeoe una

mortalidad del 0.00 mientras que en el tratamidrifgresenta un mortalidad del 3.00
existiendo una diferencia estadistica con en trigtam T2 que presenta una mortalidad
de 8.20, mas no existe tal diferencia con el T3 mpgica una mortalidad de 9.60.
Compartiendo el primer rango o nivel casi sin pmeme diferencia estadistica se
encuentra los T4 y T6 que es el tratamiento coooatrol positivos que es Campex,
desde los tratamientos con Campex y el T2, T3nteseque fueron calificados como

tratamientos capaces de matar los adult®denelanogastern las 3 horas criticas del

andlisis
CUADRO N. 14 PRUEBA DE TUKEY AL 5% DE LA ACTIVIDAD INSECTICI DA DEL ACEITE
ESENCIAL DE T. minuta FRENTE A D. melanogaster. LABORATORIO DE
CIENCIAS BIOLOGICAS. FACULTAD DE RECURSOS NATURALES. ESPOCH.
RIOBAMBA. OCTUBRE 2010.
TRATAMIENTOS RANGOS MORTALIDAD
CAMPEX A 10.00
T4 A 10.00
T3 AB 9.60
T2 B 8.20
T1 C 3.00
BLANCO D 0.00

FUENTE: CRISTIAN COFRE

Mortalidad vs Tratamientos

=

5_ 10,00

= w0

2 600
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= CAMPEX T4 i 2 TI  BLANCO
[ rANGO: A A AB B C D |

CAMPEX | T4 T3 T2 TI | BLANCO
[mSeriesl] 1000 | 1000 9.60 8.20 300 | 000

GRAFICON.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INSECTICIDA DEL ACEITE ESENCIAL DE T.
minuta APLICADAS SOBRE INSECTOS ADULTOS DE D. melanogaster A LA S 3
HORAS DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS FACULTAD DE RECU RSOS

NATURALES ESPOCH, RIOBAMBA OCTUBRE 2010.
FUENTE: CRISTIAN COFRE
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En el grafico N.1 se establece como mejores tratatos al T4 con y al T3 por su alta

mortalidad presentada en los tratamientos, junicet@nsecticida control Campex.

3.7.1.2 Determinacién de Dlsp de los tratamientos mas efectivos sobi@rosophila

melanogaster

De los tratamientos que se realizaron del acegeoctl de Tzinsu a sus diferentes
concentraciones se procedié a indagar la concémtratdnea capaz de matar al 50% de

los insectos adulto d@. melanogaster partiendo del Cuadro N. 15

CUADRO N. 15 DETERMINACION DE LA DL 5o DEL ACEITE ESENCIAL DE Tagetes minuta FRENTE
A Drosophila melanogaster LAS 3 HORAS CRITICAS DEL ANALISIS.
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS FACULTAD DE RECURSOS
NATURALES. ESPOCH. RIOBAMBA OCTUBRE 2010

CODIGO CONCENTRACION DEL ACEITE PORCENTAJE DE
ESENCIALT. minuta MORTALIDAD

T1C1 0.50% 30.00%
T1C2 1.25% 82.00%
T1C3 2.50% 96.00%
T1C4 5.00% 100.00%

Cs 0.00%

Ca 100.00%

Fuente: Cristian Cofre

Al representar el Grafico N. 2 de la relacién islosrespuesta, genera una curva
parabolica que presenta dificultades en la constinade un modelo lineal, por lo que
las tablas de Probit son de utilidad para transforel porcentaje de mortalidad a

unidades Probit, obteniendo una ecuacion de lagorm

Y = a+ bx
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CONCENTRACION Vs % MORTALIDAD
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GRAFICO N.2 CURVA DOSIS EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE T. minuta APLICADAS
SOBRE D. melanogaster A LAS 3 HORAS CRITICAS FRENTE A LOS DOS
CONTROLES. DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS. FACULTAD

DE RECURSOS NATURALES. ESPOCH. RIOBAMBA OCTUBRE 2010
FUENTE: CRISTIAN COFRE

En la Tabla N.1se representa la transformacion de las dosisitogss y del porcentaje
de mortalidad avalores Probit segun tabla de fbamacion.

Tabla N.1 DATOS TRANSFORMADOS A VALORES PROBIT DEL PORCENTAJ E DE
MORTALIDAD DEL ACEITE ESENCIAL DEL T. minuta.
CONCENTRACION _ LOGARITMO MORTALIDAD PROBIT
(%) DOSIS (%)
0.50 0.6989 30.00 4.48
1.25 1.0969 82.00 5.92
2.50 1.3979 96.00 6.75
5.00 1.6990 100.00 8.09

Fuente: Cristian Cofre

La Grafica N.3 describe la linealidad asi como la ecuacion amescionada que se

obtiene por regresion lineal entre el logaritmdaddosis (X) y los valore Probit (Y).

y =3,5281x + 1, 9945
R2 =0, 9935
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Por lo determinado en la ecuacion se establesglonde Dlsg D. melanogastefrente

al aceite de Tzinsu a las 3 horas y correspond®@.@lL% de concentracion del aceite

esencial necesarios para matar el 50% de insettit®s deD. melanogaster

Probit

Log DOSIS Vs PROBIT

9
8
7 y =3,628x + 1,994
6 R2=0,993
f: e
3 Seriesl
2
1 ——Lineal
0 (Seriesl)

0 0,5 1 15 2

Log Dosis

GRAFICO N.3

CURVA DE REGRESION LINEAL PARA LA DL s DEL LOG DE LA DOSIS DEL
ACEITE ESENCIAL DE TZINSU (T. minuta) CONTRA LOS VALORES PROBIT.
APLICADAS SOBRE D. melanogaster A LAS 3 HORAS CRITICAS. DEPARTAMENTO
DE CIENCIAS BIOLOGICAS. FACULTAD DE RECURSOS NATURALES. ESPOCH .
RIOBAMBA OCTUBRE 2010
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CAPITULO IV

4 CONCLUSIONES

1. El aceite esencial de Tzinslagetes minutéiene efecto insecticida por contacto,
dado que los insectos @rosophila melanogastemueren a las 3 horas de ser
colocado en el medio que contiene dicho aceitepcobéndose que la hipotesis
es positiva.

2. El aceite de Tzinsll. minutase obtiene por arrastre de vapor de agua dando un
rendimiento de 0.36%, con pH de 3.32, densidad @.88l indice de refraccion
de 1.487 y solubilidad de 1:6,7 de volumenes emdttal 96%. El tamizaje
fitoquimico determina la presencia de, flavonoifi&sinoda, positivo), aceites y
grasas (Sudan lll, positivo), saponinas (Espuméipo) esteroides (Libermann-
Buchard, positivo), quinonas (Borntrager, positivegtequinas (Verde carmelita
a luz UV positivo).

3. Se determino la actividad insecticida. Adicionar rakdio de cultivo de
reproduccién concentraciones de 0.5; 1.25; 2.8%5de aceite esencial,
obteniendo como resultado la muerte del 1009 sophila melanogastesjos
rojos cuerpos obscuros en la concentracion mas etteel lapso de 3 horas,
concluyendo un efecto es insecticida y descartamdefecto anti alimentario del
aceite.

4. Se utilizé como insecticida control positivo Campeontrol negativo medio de
cultivo natural, y un aceite d@agetes zipaquirensigpara establecer las
respectivas comparaciones aplicando los parameg¢rasntajes de muertes en las
diferentes concentraciones y tiempo de videdbadesophila melanogaster

5. El Disefio Completamente al Azar (DCA). Establecid experimento muy
homogéneo, el material de investigacion no preseat@mciones, el analisis de
varianza de los tratamientos y repeticiones dicagficiente de variacién (C.V)
de 7.35% indica que el ensayo ha sido bienfatado y que ha tenido un buen
manejo siendo el limite de C.V 30 %. De acuerdaa aelgresion lineal se
determino la Dk de 0.76% del aceite esencial necesarios para elaf@% de

D. melanogaster con un nivel de confianza del 95%.
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CAPITULO V

5 RECOMENDACIONES

1. Dada la efectividad insecticida del aceite Thegetes minutae sugiere aplicar en
productos para el control biologico de vegetales.

2. Comprobado el efecto insecticida dlagetes zipaquirensiessugiere realizar un
estudio programado de extraccion, tamizaje fitodguany efecto insecticida primero

in vitro y posterior in vivo.
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CAPITULO VI

6 RESUMENY SUMARY
RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo. &trel aceite esencial de Tzinsu
Tagetes minutamediante destilacion por arrastre de vapor de ,agamprobar su
actividad insecticida y/o anti alimentaria en laste de frutddrosophila melanogaster
0j0s rojos cuerpos obscuros, determinar la dosistigh minima con aplicacién de un

disefio Completamente al azar (DCA) en cultivostiowde Drosophila melanogaster.

La actividad insecticida y/o anti alimentaria séedmino a través del aceite esencial del
Tzinsu extraido por arrastre de vapor de agua corendimiento de 0.36%, pH 3.32,
densidad 0.85 g/ml, indice de refraccion de 1.48& solubilidad de 1:6.7 voliumenes de
alcohol al 96%. Extraido el aceite se suministre@mcentraciones de 0.5, 1.25, 2.5,y 5
% del aceite esencial en la dieta basicddesophila melanogastea fin de evaluar la
mortalidad, como también la disminucion del alinmestiministrado para determinar un

efecto anti alimentario.

Luego se determino los tratamientos mas adecuaddsante la prueba de Tukey al 5%

y la Dosis letal media (D)) se determino mediante el analisis de regresin@ali

Las moscas adultos derosophila melanogaster analizadas a las 3 horas con las
respectivas concentraciones de aceite esenciamoegue la concentracion de 5.0 %
mata el 100% de insectos adultos debido a la acd@®na trans Tagetona y trans
Ocimeno en el aceite. Que se determinaron medinénalisis de cromatografia de
gases. Estableciéndose una sPte.71% necesarios para matar el 50% de insectos

adultos deéD. melanogaster

Estableciéndose que el aceite esencial de Tziresepta una actividad insecticida mas
no anti alimentaria. Propiciando de este modo umdeés sobre la factibilidad de

utilizacion de bio insecticidas.



-63-

SUMARY

The purpose of this investigation was threefold:etdract Tzinsu Tagetes minuja
essential oil by means of water vapor dragginglidson. To verify the insecticide and
anti feeding activity over fruit fly (red eyes addrk body)Drosophila melanogastefio
determine the minimum effective dosis randomly egazplon Drosophila melanogaster

vitro cultivations.

Both the insecticide and the anti feeding actiwgre determined by Tzinsu essential oil
which was extracted by means of water vapor drapgiistillation considering the
following data: Yield 0.36%; density 0.85 g/ml; r&dtion 1.487; solubility 1.6.7; alcohol

volume 96%.

Once the essential oil was extracted the followibrgsophila melanogastegpercentage
concentrations were supplied: 0.5%; 1.25%; 2.5% %8%d which served to evaluate

mortality as well as food diminishing for obtainiag anti feeding effect.

An appropriate 5% treatment was established bygu$urkey's Test; the lethal dosis
mean (Dlg) was obtained by linear regression analysis. Tésetd adult flies
(Drosophila melanogastgr after three hours time observation together wilie
respective essential oil 5% concentrations showat guch concentrations killed 100%
of flies because the oil contained Tegetone andhsT@cimeno, these elements were
found through gas chromatography analysis which algablished a 71% of [ad, the

necessary amount to kill 50% Bfosophila melanogasteadult insects.

This way, it was established that the Tzinsu essleall presents insecticide activity
rather than anti feeding one; therefore, the stpidywides a feasibility oon using bio

insecticides.
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CAPITULO VIII

8 ANEXOS

ANEXO N.1 ACTIVIDAD INSECTICIDA DEL ACIETE ESENCIAL DE TZINSU Tagetes
minuta A LAS 3 HORAS DE ANALISIS. DEPARTAMENTO DE CIENCIAS
BILOGICAS FAC. RECURSOS NATURALES. ESPOCH. ACTUBRE 2010

TRATAMIENTOS NUMERO DE
Tagetes minuta INSECTOS MUERTOS

T1C1R1 3
T1C1R2 4
T1C1R3 2
T1C1R4 3
T1C1R5 3
T1C2R1 9
T1C2R2 9
T1C2R3 8
T1C2R4 7
T1C2R5 8
T1C3R1 10
T1C3R2 10
T1C3R3 9
T1C3R4 9
T1C3R5 10
T1C4R1 10
T1C4R2 10
T1C4R3 10
T1C4R4 10
T1C4R5 10

CA 0

CB

FUENTE: CRISTIAN COFRE

=
o
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ANEXO N.2 ACTIVIDAD INSECTICIDA DEL ACIETE ESENCIAL DE ZORRILL O Tagetes
zipaquirensis A LAS 30 SEGUNDOS DE ANALISIS. DEPARTAMENTO D E
CIENCIAS BILOGICAS FAC. RECURSOS NATURALES. ESPOCH. ACTUBRE
2010
TRATAMIENTOS NUMERO DE
Tagetes zipaquirensis INSECTOS MUERTOS
T2C1R1 2
T2C1R2 1
T2C1R3 2
T2C1R4 1
T2C1R5 0
T2C2R1 3
T2C2R2 4
T2C2R3 5
T2C2R4 6
T2C2R5 4
T2C3R1 8
T2C3R2 9
T2C3R3 6
T2C3R4 8
T2C3R5 7
T2C4R1 10
T2C4R2 10
T2C4R3 10
T2C4R4 10
T2C4R5 10
CA 0
CB 10
FUENTE: CRISTIAN COFRE
ANEXO N.3 ANALISIS DE VARIANZA DE LA ACTIVIDAD INSECTICID A DEL ACEITE ESENCIAL
DE T. zipaquirensis SOBRE D. melanogaster A LOS 30 SEGUNDOS CRITICAS DE
ANALISIS. DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS. FACULTAD DE
RECURSOS NATURALES. ESPOCH. RIOBAMBA OCTUBRE DEL 2010.
FUENTE DE GRADOS SUMA DE MEDIA F. F.
VARIACION DE CUADRADOS CUADRATICA CALCULADA TABULAR
LIBERTAD 5% - 1%
Total 29 479.50
Tratamientos 5 465.50 93.10 160.50 2.62 -3.90
Error 24 14 0.58

Coeficiente de Variacion = 14.03 %

FUENTE: CRISTIAN COFRE
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COMPUESTOS PRESENTES EN EL ACEITE ESENCIAL DE LA ESPECIE Tagetes
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CH

O

H

2

TH, 0

CH,

: CH
2 3 3
(Z)-Ccimenone [E}-Ocimenaone
ANEXO N.5 EQUIVALENCIA ENTRE VALORES "PROBIT" Y PORCENTAJE DE POB LACION
AFECTADA

Pr| % |Pr| % |Pr] % |Pr|%|Pr| % |Pr|%|P| %|Pr| %|Pr| %|Pr| %) Pr|l%
5} O |avz| 10 | 406) 20 | 448 ¥ 1475 40 | 500 50 | 525| &0 | 552 VO | S5E4) 80 | 625 T3 000
26T 1 |AFT] 11 | 449 21 | 450 3 j477| 41 | 504 51 | 528] 61 | 555 Vi | 5.88) a1 | 634 91 | TAT| 561
285 2 3B 12 |42 2 (453 32 [480) 42 )505| 52 | 531 62 | 558 V2 | 502) 82 eV | W2 | T4 | 502
3120 3 |38T) 13 1426 23 (456 W | 452 & | S08) 52 |53 63 | 561| T3 | 555 83 [ 648 53| V46| B03
325) 4 |382) 14 | 420| 24 |£59) 34 [ 485 44 |S90] 54 | 536 o4 | 564 T4 | 559 B4 | 655 4| TS5 4
2380 5 3551 15 | 422 25 461 35 [487| 45 |593] 55 |59 65 | 567| 7S | 604) B5 |66 55 | TAE[ 895
345] 6 J401) 16 | 436) 26 |464) 36 J4090) 46 515 S6 | 541) 65 | STI| 76 | 608) B8 | 675 96 | F65| 096
352] 7 |405] 17 | 439 27 |467| 37 492 4T 518 57 | 544 6F | 574| 77 | 643) AT | 688 OF | FAS| 9T
359 B |408| 18 | £42) 28 | 465 38 |485| 48 | 520 58 | 547 &8 | 577 VA | 698 88 |TO5| | TE3| M2
ZEE| @ |d412) 19 | 445 29 |472| 39 | 457 45 | 523 59 | 550 &9 | s5a1| e | 623 TA3| &2 | 309 598




