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Resumen

El exceso en el uso de insecticidas sintéticos de alta toxicidad, lenta degradacion y
bioacumulacion ha provocado dafios en el ser humano, y el medio ambiente. Por ello
existe la necesidad de aplicar nuevas alternativas a los pesticidas quimicos. La
nanotecnologia ha mostrado un potencial prometedor para promover la agricultura
sostenible. Los nanoplaguicidas mejoran la eficacia insecticida, por su mayor area de
superficie y especificidad, proporcionando un mayor contacto de la sustancia activa con
el insecto. La presente investigacion propone la sintesis de hanocompositos formados
por nanoparticulas de azufre elemental, y aceites esenciales de eucalipto y romero para
el control de ninfas del insecto paratrioza en cultivos de papa. Para la sintesis de los
nanocompositos se redujo una solucién de tiosulfato en azufre cero, y se revistié con
aceite esencial de eucalipto y romero a tres concentraciones: 0.25, 0.5y 0.75%. Los
nanocompositos se caracterizaron por espectroscopia UV-VIS, microscopia electronica
de transmision y microscopia electronica de Barrido. Se evalud la eficacia insecticida de
los nanocompositos de azufre, en ninfas del insecto a las 24, 48 y 72 horas. Se
comparo la eficacia versus un insecticida quimico comercial (40% Tiametoxam) y el
testigo absoluto. Todos los tratamientos con nanocompositos de eucalipto y romero a
las tres concentraciones, presentaron una mayor eficacia insecticida que el quimico de

uso comercial.

Palabras clave:

¢ NANOCOMPOSITOS
e BACTERICELLA COCKERELLI SULC

e NANOPARTICULAS DE AZUFRE
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Abstract

The excess in the use of synthetic insecticides of high toxicity, slow degradation and
bioaccumulation has caused damages in the human being, and the environment.
Therefore, there is a need to apply new alternatives to chemical pesticides.
Nanotechnology has shown promising potential to promote sustainable agriculture.
Nanopesticides improve insecticidal efficacy, due to their greater surface area and
specificity, providing greater contact of the active substance with the insect. The present
research proposes the synthesis of nanocomposites formed by elemental sulfur
nanoparticles, and essential oils of eucalyptus and rosemary for the control of nymphs of
the paratrioza insect in potato crops. For the synthesis of nanocomposites, a thiosulfate
solution was reduced to zero sulfur, and it was coated with essential oil of eucalyptus
and rosemary at three concentrations: 0.25, 0.5 and 0.75%. The nanocomposites were
characterized by UV-VIS spectroscopy, transmission electron microscopy and Scanning
electron microscopy. The insecticidal efficacy of the sulfur nanocomposites was
evaluated in insect nymphs at 24, 48 and 72 hours. Efficacy was compared with a
commercial chemical insecticide (40% Thiamethoxam) and the absolute control. All the
treatments with eucalyptus and rosemary nanocomposites at the three concentrations,

presented a greater insecticidal efficacy than the chemical for commercial use.

Keywords:
e NANOCOMPOSITES

e BACTERICELLA COCKERELLI SULC

e SULFUR NANOPARTICLES
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Capitulo 1

Introduccién

Formulacién del problema

En las zonas elevadas de los Andes de Sudamérica, se encuentra la mayor
variabilidad genética de papa (Solanum tuberosum L.) cultivada y en estado silvestre.
En 1538 Pedro Cieza de Ledn menciona a los tubérculos llamados “papas” por
indigenas del valle del Cuzco en Per( y posteriormente en Quito, Ecuador (Pumisacho

& Sherwood, 2002).

El Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INEC) menciona que en el
Ecuador existen alrededor de 22.000 hectareas de cultivo del tubérculo, con un

rendimiento promedio de 16.28 toneladas por hectarea (ESPAC, 2018).

La papa es una de las principales fuentes de ingresos para las poblaciones
rurales, la mayoria de los productores de papa comercializan hasta el noventa por
ciento de su cosecha (DeWalt & Uquillas, 1989). Es un elemento primordial de la
economia nacional generando un valor total bruto de 60 millones de ddlares por afio

(Pumisacho & Sherwood, 2002).

La papa, cumple un rol fundamental en la seguridad alimentaria, siendo fuente
prioritaria de nutrientes para la poblacion de las zonas altas del pais (Pumisacho &

Sherwood, 2002).

A nivel nacional un 49% de productores de papa son afectados por plagas y
enfermedades en sus cultivos, provocando pérdidas en el rendimiento y la calidad del
tubérculo antes, durante y después de la cosecha (MAG, 2019). Por ello, los cultivos de

papas requieren una gran cantidad de agroquimicos (DeWalt & Uquillas, 1989).
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Han surgido en los ultimos afios varios estudios para el control y prevencion de
las plagas de insectos que afectan a la papa (Pérez & Forbes, 2011). Los principales
insectos que afectan al tubérculo en la zona andina son: paratrioza (B. cockerelli Sulc),
la polilla guatemalteca (Tecia solanivora), el gusano blanco (Premnotrypes vorax), y la

mosca minadora (Liriomyza huidobrensis) (Montesdeoca et al., 2013).

Paratrioza (B. Cockerelli Sulc) causa dafio a los cultivos por alimentacion directa,
succionando la savia o inyectando toxinas y fitoplasmas, causando amarillamiento de
hojas, abultamiento del tallo, entrenudos acortados y tubérculos aéreos (Bujanos &

Ramos, 2015).

Justificacion del problema

La papa (Solanum tuberosum L.), luego del maiz, es el cultivo mas importante y
tradicional en el Ecuador, es el décimo producto mas consumido por la poblacién y junto
con ocho cultivos representan 300 mil toneladas métricas anuales de produccion para el
pais (Sinchi, 2015). Su cadena productiva ha aumentado a tal grado que alrededor de
80 mil agricultores cultivan y comercializan este tubérculo (Pumisacho & Sherwood,

2002).

Por otra parte, varios factores bioticos y abioticos afectan el cultivo de papa en
nuestro pais reduciendo la produccién y calidad. El gusano blanco (Premnotrypes
vorax) es considerada una de las plagas mas importantes mientras que, en menor
medida estan la mosca minadora (Liriomyza huidobrensis) y la polilla guatemalteca

(Tecia solanivora) (Pérez & Forbes, 2011).

Paratrioza (B. cokerelli Sulc) se alimenta de la savia de la planta y ocasiona un

dafio directo por la inyeccién de toxinas transmitida por las ninfas del insecto y un dafio
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indirecto por bacterias transmitidas por los adultos, provocando un desarrollo anormal,
hojas superiores enrolladas, amarillas 0 moradas, ensanchamiento de los peciolos de
las hojas, nudos del tallo gruesos, tubérculos aéreos y muerte temprana de la planta

(Cuesta et al., 2018).

Debido a la susceptibilidad de las variedades de papa cultivadas, la agresividad,
y condiciones de clima propicias para su desarrollo, la plaga de paratrioza (B. cokerelli
Sulc) se ha propagado a varias zonas del pais como las provincias de Carchi, Imbabura,
Tungurahua, Cotopaxi y Pichincha. Ocasionado pérdidas de hasta un 100% de cultivos

de papa (Crizén, 2017).

Los pesticidas quimicos han sido ampliamente empleados para el control de
plagas en los cultivos, pero el uso excesivo e indiscriminado de estos ha ocasionado
diversos problemas en la salud humana, contaminacion del ambiente, y resistencia a los

pesticidas por insectos y microorganismos patdégenos (Kotan et al., 2008).

A causa de los dafios provocados por el uso indiscriminado de agroquimicos; la
nanotecnologia ha surgido como un avance tecnoldgico para la formaciéon de nuevos
bioinsecticidas que combatan plagas de insectos que afectan a cultivos alimenticios e

industriales (Sahoo, 2014).

Varios estudios se han centrado en el uso de aceites esenciales y sus
componentes quimicos bioactivos como posibles alternativas a los insecticidas
sintéticos (Pant et al., 2014). Sus principios activos se caracterizan por mostrar una alta
volatilidad, poca toxicidad para animales endotérmicos, y toxicidad para plagas de
insectos, hongos y microorganismos que causan dafio a los cultivos (Abad, Ansuategui,

& Bermejo, 2007).
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Las nanoparticulas de azufre elemental (NPs) son conocidas por sus
propiedades insecticidas, antifungicas y antibacterianas, actuando sobre enzimas
antioxidantes y desintoxicantes de los insectos, causando estrés oxidativo y muerte
celular. Otros estudios indican interaccion de las NPs con membranas celulares

provocando la desnaturalizacién de los organulos y enzimas en insectos (Benelli, 2018).

Por lo expuesto anteriormente, el uso de nanocompositos formados con
nanoparticulas de azufre elemental y aceites esenciales constituyen una nueva
alternativa para el control de la plaga del insecto paratrioza (B. cockerelli Sulc) en
cultivos de papa. La combinacién de NPs con aceites esenciales le confiere mayor
estabilidad a las NPs, un modo de accion mas especifico, ademas de potenciar las

propiedades insecticidas de los aceites esenciales (Sahoo, 2014).

Objetivos de la investigacion

Objetivo general
Evaluar el efecto insecticida de nanocompositos de azufre con principios activos
de eucalipto (Eucalyptus globulus) y romero (Rosmarinus officinalis) para el control de

paratrioza (Bactericera cockerelli Sulc).

Objetivos especificos

e Preparar nanoparticulas de azufre elemental por el método de precipitacion
controlada.

e Sintetizar nanocompositos de azufre con principios activos de eucalipto
(Eucalyptus globulus) y romero (Rosmarinus officinalis).

e Establecer la concentracion optima de los nanocompositos para el control de

paratrioza (Bactericera cockerelli Sulc) en cultivos de papa (Solanum



tuberosum L.) del campus IASA |, en la parroquia San Fernando, canton

Rumifiahui-Ecuador.

Determinar la eficacia de los nanocompositos para el control de paratrioza

(Bactericera cockerelli Sulc) versus un insecticida de comparacion.

21
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Capitulo 2

Marco Tedrico

Generalidades de la papa (Solanum tuberosum L.)

Origen y domesticacion

Se cree que los tubérculos silvestres fueron domesticados por primera vez hace
7,000 afios, cultivados en la region limite entre Per( y Bolivia al norte del lago
Titicaca. Los tubérculos se adaptaron al clima frio y duro de esta zona y rapidamente su
cultivo se esparcio por los Andes de América del Sur a altitudes de 3500 msnm o mas

(Hawkes, 1992).

Clasificacién Taxonémica de la papa (Solanum tuberosum L.)

La clasificacion taxondmica de la papa se detalla en la siguiente tabla:

Tabla 1.

Clasificacion taxondmica de Solanum tuberosum L.

Calsificacién Descripcién
Reino Plantae
Subreino Traqueofita
Superdivision Espermatofita
Division Magnoliofita
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum L.
Especie Solanum tuberosum L.
Nombre comdn Papa

Nota. Tomado de (Gnanasekaran & Basalingappa, 2018)



23

Descripcion Botanica

La papa es una planta herbacea anual, se reproduce de manera vegetativa por
medio de tubérculos y a veces por semillas de papa. Tiene un tallo erecto en su etapa
inicial que luego se extiende y se postra. Las hojas son compuestas y alternas,
pinnadas irregularmente impares de tamafio y forma irregular. Las valvas pueden ser de
forma ovalada a oblonga y las hojas pueden alcanzar de 10 a30 cm de largoy de 5 a

15 cm de ancho (Patil et al., 2016).

Las yemas formadas en la axila de las hojas producen rizomas que se alargan
rapidamente y desarrollan tubérculos en sus extremidades. El tubérculo de papa es una
porcién agrandada de un tallo subterraneo o estolén. Los ojos del tubérculo son los

brotes de los que surgira el crecimiento de la préxima temporada (Patil et al., 2016).

La papa tiene una fluorescencia terminal que consiste de 7 a 15 flores,
dependiendo del cultivar, con cinco pétalos dan a la flor una forma de estrella, también
tiene un pistilo de color amarillo brillante, las semillas se producen en una baya de color
amarillo (Patil et al., 2016).

Figura 1.

Morfologia de Solanum tuberosum L.

HOJA COMPUESTA
TALLOS
PRINCIPALES
TALLO LATERAL
-

TUBERCULO

ESTOLON
B " MADRE

TUBERCLLO ,/
RAICES

Nota. Tomado de (Huarte & Capezio, 2013).


https://www.newworldencyclopedia.org/entry/Herb
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Produccion, consumo e importancia econdmica de la papa en el Ecuador.

En nuestro pais, el cultivo de papa es una de las principales actividades
agricolas debido a la generacion de ingresos para los productores y la importancia en la

dieta diaria de la poblacion ecuatoriana (MAG, 2019).

La produccién de papa a nivel nacional muestra un rendimiento de 16,28
toneladas por hectarea, una densidad promedio de 19,688 plantas por hectarea y una

produccién anual de 300 mil toneladas métricas (ESPAC, 2018).

Pichincha, Carchi, Bolivar y Tungurahua son las zonas productoras de mayor
rendimiento del cultivo en el pais, con un promedio de 4.9, 2.5, 1.6, y 1.5 t/ha
respectivamente, las variedades de papa mas cultivadas son Superchola, ICA-Unica,

Yema de huevo y Fripapa (MAG, 2019).

La mayoria de los productores de papa, comercializan hasta el noventa por
ciento de la cosecha, siendo su principal fuente de ingreso mensual. La mayor parte de
la produccion comercial del Carchi se destina al mercado de Quito. En las areas
centrales y meridionales, la produccion de papa se envia a los mercados locales y a la
costa. Al mismo tiempo, un porcentaje importante de la produccion se queda en el hogar
del productor para el consumo doméstico o el pago de sus trabajadores (DeWalt &

Uquillas, 1989).

En promedio, un ecuatoriano consume 23 kilos de papa al afio, que le
proporciona alrededor de 1.035 Kcal. de energia y 25 g de proteinas por dia (DeWalt &

Uquillas, 1989).
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Al afio 12.000 toneladas de papa son consumidas por las industrias de papas

fritas en el pais y 84.000 plazas de trabajo son generadas por la agroindustria de la

papa (MAG, 2019).

Plagas que afectan al cultivo de papa
El principal problema del 49% de productores de papa en el pais son las

plagas y enfermedades, afectando severamente el rendimiento y calidad del cultivo

(MAG, 2019).

Paratrioza (B. cockerelli Sulc)

Es un insecto poligafo que ataca principalmente a las especies de plantas de
la familia Sonalaceae, causando dafio al alimentarse del floema de la planta
transmitiendo toxinas y patégenos bacterianos, provocando que la calidad y el
rendimiento del cultivo disminuya significativamente con pérdidas que alcanzan el
100% (INIAP, 2018).

Taxonomia

Tabla 2.

Clasificacion Taxondmica de Bactericella cockerelli Sulc.

Clasificacién Descripcion

Reino Animal

Phylum Artropoda

Clase Insecta

Orden Homoptera

Familia Triozidae

Género Bactericella

Especie Bactericella cockerelli Sulc.
Nombre comudn Paratrioza, Psilido de la papa

Nota. Tomado de (Sacbaja, 2014).
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Ciclo de vida

Los huevos de B. cockerelli Sulc son amarillos, de forma oblonga y unidos a las
hojas de la planta huésped (Figura 2A), presentan una longitud y ancho promedio de 0.3
mm y 0.1 mm, respectivamente. Los huevos pueden tomar de 3 a 15 dias para
eclosionar, y exhiben una proporcién de sexo 1: 1 de hembras a machos (Pletsch,

1947).

B. cockerelli Sulc tiene cinco estadios, y la finalizacién del desarrollo puede
variar de 12 a 44 dias con un promedio de 15 dias. Los primeros cuatro estadios
requieren un promedio de 3 dias para completar el desarrollo, pero el quinto estadio 5
dias en completarse. Las ninfas del primer estadio son de color amarillo palido con una
cabeza y abdomen de color haranja, y a medida que se produce el desarrollo, el color
cambia a un verde amarillento péalido o puede permanecer de color naranja amarillento
(Figura 2B). Las ninfas se encuentran unidas al envés de la hoja y rara vez se mueven

(Butler & Trumble, 2012).

Después de la ultima muda de ninfa, los adultos son inicialmente de color verde
palido o &mbar claro, pero luego se vuelven mas oscuros (Figura 2C Y D). La longitud
del cuerpo adulto puede variar de 1.3 a 1.9 mm La vida adulta puede variar de 16 a 97

dias (Butler & Trumble, 2012).

Las hembras adultas pueden poner huevos tres dias después de la emergencia
con un periodo de preoviposicion que puede variar de 3 a 25 dias. Las hembras pueden

depositar en promedio hasta 500 huevos durante su vida (Knowlton & Janes, 1931).
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Figura 2.

Ciclo de vida de Bactericera cockerelli Sulc

h

Nota. A) huevo B) ninfa C y D) adulto.
Tomado de (Butler & Trumble, 2012).
Dafios causados por B. cockerelli Sulc en cultivos de papa

Punta morada de la papa (PMP)

Es una enfermedad sistémica, causada por ninfas de B. cockerelli Sulc cuando
se alimentan de la savia de la planta succionando el floema e inyectando toxinas

(INIAP, 2018).

Las plantas enfermas presentan una reduccion en el crecimiento, ereccion del
nuevo follaje, clorosis o enrojecimiento de las hojas, entrenudos acortados y
engrosados, ganglios agrandados, tubérculos aéreos (Figura 3), disminucion de nitratos,
nitrégeno, clorofila y caroteno, disminucion del contenido de almidon en los tubérculos,

senescencia prematura y muerte de las plantas (Butler & Trumble, 2012).



28

Figura 3.

Sintomas de Punta Morada en plantas de papa.

Nota. Tomado de (INIAP, 2018).

Zebra chips

Es una enfermedad de la papa causada por la bacteria Candidatus Liberibacter
solanacearum trasmitida al floema de la planta por el vector B.cockerelli Sulc, en estado

adulto (Munyaneza, Crosslin, & Upton, 2007).

La planta enferma presenta sintomas similares a la PMP como: retraso en el
crecimiento, clorosis, entrenudos hinchados del crecimiento superior, proliferacién de
brotes axilares, tubérculos aéreos, brotes débiles, ennegrecimiento del sistema
vascular, abrasion de las hojas y muerte prematura de las plantas (Munyaneza,

Crosslin, & Upton, 2007).

Las papas que se procesan a partir de tubérculos infectados presentan rayas de
color marrén oscuro (Figura 4), de ahi el nombre de "Zebra chips", que provoca el
rechazo de las papas frescas y procesadas para el mercado (Munyaneza, Crosslin, &

Upton, 2007).
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Figura 4.

Papas fritas de un tubérculo sano vs un tubérculo infectado.

Nota. Tomado de (Butler & Trumble, 2012).

Aceites esenciales
Los aceites esenciales son compuestos volatiles, naturales y complejos que se
caracterizan por un fuerte olor y estan formados por plantas aromaticas como
metabolitos secundarios. Son liquidos, volatiles, limpidos y raramente coloreados,
solubles en lipidos y solubles en solventes organicos con una densidad generalmente

mas baja que la del agua (Bakkali et al., 2008).

Pueden ser sintetizados por todos los 6rganos de la planta, es decir, brotes,
flores, hojas, tallos, ramitas, semillas, frutas, raices, madera o corteza, y se almacenan
en células secretoras, cavidades, canales, células epidérmicas o tricomas glandulares

(Bakkali et al., 2008).

Los aceites esenciales se han empleado en gran medida por sus propiedades

antibacterianas, antifingicas e insecticidas (Bakkali et al., 2008).

Aceite esencial de eucalipto (Eucaliptus globulus)
Eucalyptus globulus es un gran arbol de hoja perenne con una copa estrecha

gue se vuelve redondeada para los arboles que crecen al aire libre; por lo general, crece



hasta 55 metros de altura. El tronco cilindrico recto y puede tener hasta 200 cm de

didmetro (Grieve, 2020).

Figura 5.

Morfologia de Eucaliptus globulus

Fuente: (Renobales & Sallés, 2001).

Las hojas son de textura coridcea, cuelgan oblicua o verticalmente, y estan
tachonados con glandulas que contienen un aceite volatil fragante. Las flores en la
yema estan cubiertas con una membrana en forma de copa. El fruto esta rodeado por
un receptaculo lefioso en forma de copa y contiene numerosas semillas diminutas

(Grieve, 2020).

La clasificacién taxon6mica de Eucaliptus globulus se detalla en la

siguiente tabla.
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Tabla 3.

Clasificacion Taxonomica de Eucaliptus globulus.

Clasificacién Descripcién
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Suclase Rosidae
Orden Myrtales
Familia Myrtaceae
Subfamilia Myrtoideae
Tribu Eucalypteae
Género Eucalyptus
Especie Eucalyptus globulus
Nombre comdn Eucalipto

Nota. Tomado de (Tropicos, 2020).

Las hojas contienen aproximadamente 1-3% de aceite volatil. Los componentes
principales del aceite son 1,8-cineol que le otorga el olor balsamico caracteristico del
aceite, también conocido como eucaliptol (63.81%), a-pineno (16.06%), aromadendreno

(3.68%) y o-cimeno (2.35%) (Khan et al., 2012).

Estudios recientes han indicado la eficacia del aceite esencial de eucalipto
contra plagas de plantas como el pulgén del algodon (Aphis gossypii) y el &caro arafia
(Tetranychus cinnabarinus), otros autores mencionan una potencial actividad insecticida
de los componentes del aceite esencial como 1,8-cineol, a-pineno contra las larvas y

pupas de la mosca doméstica Musca domestica L. (Isman, 2000 & Kumar et al., 2012).

Se ha reportado la eficacia del componente 1,8-cineole para el control de la
plaga de Tribolium castaneum de los granos almacenados y para el control de huevos,
larvas y adultos de la mosca Lutzomyia longipalpis (Maciel et al., 2010 & Pant et al.,

2014).



Aceite esencial de Romero (Rosmarinus officinalis)

Es un arbusto generalmente erecto de hasta 2 m de alto, redondeado, con un
tallo cuadrangular, finamente gris pubescente, con pequefias flores de dos labios,

azules blancas, rosadas o moradas y un follaje muy fragante (Guzman, 1999).

Figura 6.

Morfologia de Rosmarinus Officinalis.

Nota. Tomado de (Datiles & Rodriguez, 2014)

Sus hojas perennes, opuestas, aromaticas con forma de aguja de color verde
grisaceo de 1 a5 cm de largoy 1 a 2 mm de ancho, de color verde y blanco, muy

espaciadas en los tallos (Guzman, 1999).

La clasificaciéon taxondmica de Rosmarinus officinalis se detalla en la siguiente

tabla.
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Tabla 4.

Clasificacion taxonémica de Rosmarinus officinalis.

Clasificacién Descripcién

Reino Plantae

Divisién Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales

Familia Lamiaceae

Género Rosmarinus

Especie Rosmarinus officinalis
Nombre comUn Romero

Nota. Tomado de (Datiles & Rodriguez, 2014).

Las hojas contienen alrededor de 1-2% de aceite volatil. El principal componente
es el cineol (32 %) y le otorga el olor fresco al aceite; el borneol (18%) atribuye el olor
acre y alcanforado, el alcanfor (12%) otorga el olor refrescante y de menta, y el alfa-
pineno el aroma célido. Los fenoles timol, carvacrol y eugenol también juegan un papel

importante en las propiedades aromatizantes del aceite (Datiles & Rodriguez, 2014).

Estudios informan la efectividad de los componenetes 1,8-cineol y el alcanfor del
aceite esencial de romero para el control de los insectos Sitophilus
oryzae y Oryzaephilus surinamensis al inhibir la actividad enziméatica, causando

toxicidad y actividad antialimentaria contra estas plagas (Kiran & Prakash, 2015).

Otros estudios reportan la toxicidad del aceite contra la arafia Tetranychus
urticae Koch, en plantas de frijol y tomate ademas de la actividad ovicida del aceite en
los mosquitos Anopheles stephensi, Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus

(Miresmailli et al., 2006 & Prajapati et al., 2005).
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Ademas se ha reportado que la sinergia de los componentes del aceite de
romero como el 1,8-cineol, a-pineno, B-pineno y alcanfor, muestran toxicidad para las
larvas de lepidépteros de Pseudaletia unipuncta y Trichoplusia ni (Murray, Wilson, &

Bradbury, 2008).

Nanoparticulas de azufre
La nanotecnologia es toda tecnologia que trabaja con materiales, procesos y

sistemas a una escala de 1 a 100 nanémetros (Lugo, Garcia, & Ruelas, 2010).

La nanoparticula se define como un material natural o manufacturado que
contiene particulas, en un estado libre o agregado con una o méas de sus dimensiones

de tamafio de 1 a 100 nanémetros (King & Jarvie, 2019).

Las nanoparticulas por su gran superficie presentan mayor reactividad, ademas
su biodisponibilidad, actividad bioldgica, biopersistencia y poder catalitico se
incrementa, el tamafio a escala nanométrica favorece el acceso a células, tejidos y
organos (Lugo, Garcia, & Ruelas, 2010). Estas propiedades permiten su aplicacién en la
agricultura enfocandose en problemas especificos como las interacciones entre plantas
y plagas proporcionando nuevas formas de proteccion de cultivos (El Wakeil, Alkahtani,

& Gaafar, 2017).

El azufre elemental (S) en la escala nano, tiene una amplia gama de
aplicaciones en el area agricola, el azufre ingresa en tejidos, érganos y vias
respiratorias de los insectos causando dafios por su efecto téxico, esta propiedad le

permite actuar como insecticida contra varias pestes en plantas (Suleiman et al., 2013).
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Varios estudios mencionan que las nanoparticulas muestran toxicidad en
insectos al actuar en las enzimas antioxidantes y desintoxicantes provocando estrés
oxidativo, disminucién en la permeabilidad de la membrana, desnaturalizacién de

organulos y enzimas, causando finalmente muerte celular (Benelli, 2018).

Nanocompositos
Un nanocomposito es un nanomaterial formado por dos o mas componentes con
propiedades diferentes pudiéndose identificar cada componente al formarse una

interface entre ellos (Quinzi & Di Francesco, 2020).

Sus dimensiones se encuentran entre 1 a 500 nm. La adicién adecuada de
nanoparticulas para formar un nanocomposito puede mejorar su rendimiento

aprovechando la naturaleza y las propiedades de cada componente (Okpala, 2013).

Se ha visto que la unién de azufre con otros compuestos potencializa su accion
insecticida al controlar insectos chupadores, trips, estados larvales de ninfas de
moscas, psilidos, garrapatas y &fidos (Guillén, 2009).

Hipotesis
Al menos una concentracion de nanocompositos de azufre con principios activos

de eucalipto y romero, presenta un efecto insecticida en el control de paratrioza

(Bactericella cockerelli Sulc).
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Capitulo 3

Metodologia

Participantes

Unidad académica

Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, Departamento de Ciencias de la
Vida y de la Agricultura, Carrera de Ingenieria en Biotecnologia. La investigacion se
llevard a cabo con un financiamiento del 75% por parte del Centro de Nanociencia y
Nanotecnologia (CENCINAT) de la Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE y un

25% financiado por la tesista en mencion.

Responsable del proyecto
Lany Sophia Araujo Yépez, egresada de la carrea de Ingenieria en
Biotecnologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE.

Colaboradores Cientificos

Dr. Vladimir Aguirre Director de tesis/ Departamento de Ciencias

Exactas/ Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE.

Dr. Petronio Gavilanez Codirector de tesis/ Departamento de Ciencias de la
Vida y la Agricultura/ Universidad de las Fuerzas Armadas

— ESPE.

Dr. Jaime Villacis Departamento de Ciencias de la Vida y la

Agricultura/ Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE.
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Dr. Juan Tigrero Departamento de Ciencias de la Vida y la

Agricultura/ Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE.

Zona de Estudio

Trabajo de campo

La evaluacion del cultivo y el muestreo de las ninfas del insecto se realizé en
parcelas de papa contaminadas con la plaga del mismo, ubicadas en el campus IASA |
de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, en la Hacienda el Prado, parroquia
San Fernando, canton Rumifiahui, provincia de Pichincha, con coordenadas 78°24'44"
de Longitud y 2.748 m de altitud, con una temperatura promedio de 14°C, y

precipitacién anual de 1200 mm.

Trabajo de laboratorio

El trabajo de investigacion experimental se realizé en el laboratorio del Centro de
Nanociencia y Nanotecnologia (CENCINAT), de la Universidad de las Fuerzas Armadas
— ESPE, que se encuentra ubicado en el sector Santa Clara, cantén Rumifiahui, en el
Valle de los Chillos, a una distancia de 22 kilémetros al sur - este de Quito a una altitud

de 2.510 metros sobre el nivel del mar (ESPE, 2015).

La evaluacion de la eficacia de los nanocompositos para el control del insecto se
realizara en el laboratorio de entomologia, en el campus IASA | de la Universidad de las
Fuerzas Armadas — ESPE, ubicado en la Hacienda el Prado, parroquia San Fernando,

cantén Rumifiahui, provincia de Pichincha, con coordenadas 78°24'44" de Longitud y
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2.748 m de altitud, con una temperatura promedio de 14°C, y precipitacion anual de

1200 mm.

Duracién de lainvestigacion

La presente investigacion inicié en marzo del 2020 y finalizé en enero del 2021,

con un periodo de duracion de 10 meses.

Metodologia

Extraccién de aceites esenciales

Se recolectd hojas de eucalipto (Eucalyptus globulus), y hojas y tallos de romero
(Rosmarinus officinalis), cada muestra vegetal se pes6 en una balanza previo a la

obtencién del aceite esencial.

Para la obtencidn de los aceites esenciales, se coloco las muestras en el reactor
y se extrajo el aceite esencial de eucalipto y romero mediante el método por arrastre de

vapor durante 3h respectivamente.

Durante la extraccion, A los 45 minutos el agua ebullé, el vapor de agua
generado aumento la temperatura del sistema rompiendo el tejido vegetal de eucalipto y
romero liberando el aceite esencial respectivamente, los vapores condensados se
retuvieron en un embudo de separacion donde se formaron dos fases, aceite e
hidrodestilado, los aceites se colocaron en botellas de vidrio ambar, se midi6 el volumen

del aceite y se almacenaron a 4°C.

Se analiz6 indice de refraccion, rendimiento y densidad de cada aceite esencial.
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Sintesis de nanoparticulas de azufre

A una solucion 0.01M de tiosulfato pentahidratado se afiadioé acido clorhidrico
2M en una proporcion 1:2, luego de 30 minutos la reaccién llego al equilibrio tornandose
de un color violeta, finalImente se afiadié una solucién al 5% de trietanol amina (TEA)

para elevar el pH a 6.5.

La reaccién de 6xido reducciéon se detalla a continuacion:

Na2S203 +2HCI + 5H20 —2NaCl + SO2 + S|+ 6H20 Ecuacion 1.

Sintesis de nanocompositos

Nanocompositos de Eucalipto

Se prepararon soluciones 0,25, 0,5y 0.75 % de etanol-aceite esencial de
eucalipto, a las cuales se afiadi6 25, 18 y 20 mL de la solucién de nanoparticulas de
azufre respectivamente. Finalmente, se agreg6 1 mL de Polietilenglicol (PEG) al 1%

como agente estabilizante.

Nanocompositos de Romero

Se prepararon soluciones 0,25, 0,5y 0.75 % de etanol-aceite esencial de
romero, a las cuales se afiadio 37, 29 y 26 mL de la solucién de nanoparticulas de
azufre respectivamente. Finalmente, se agregd 1 mL de Polietilenglicol (PEG) al 1%

como agente estabilizante.
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Caracterizacion de nanoparticulas de azufre y nanocompositos

Espectroscopia ultravioleta-visible

En el espectrofotbmetro UV-VIS se midié a una longitud de onda UV de 200 a
400 nm, la solucién de nanoparticulas de azufre para caracterizar al no metal. A la
misma longitud de onda UV se midieron las soluciones de nanocompositos de azufre-
eucalipto y azufre-romero respectivamente, para determinar la estabilidad de las

mismas.

Los datos obtenidos en cada ensayo se analizaron en el software ORIGIN 8.

Microscopia electrénica de trasmisién y barrido

Utilizando el microscopio electrénico de transmision (TEM) y de barrido (SEM)
se determind el tamafio promedio y morfologia de las nanoparticulas y nanocompositos

respectivamente.

Empleando el software Fiji-ImageJ se determiné el area, perimetro, diametro y

esfericidad de las nanoparticulas y nanocompositos respectivamente.

Evaluacién del efecto insecticida de los nanocompositos

La evaluacion del efecto insecticida de los nanocompositos se realizé en dos

fases:
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Ensayo en Campo

Monitoreo de la plaga y cultivo infestado
El monitoreo de la plaga se lo realizé desde la orilla hacia el centro de cada
parcela de la plantacion de papa ubicado en el campus IASA | de la Universidad de las
Fuerzas Armadas-ESPE. Se seleccionaron 5 plantas infestadas en el envés de las
hojas con mas de 5 huevos o ninfas del insecto paratrioza (B. cockerelli Sulc) en cada

parcela (105 plantas en total) (Tigrero, 2000; Cuesta, et al., 2018).

Muestreo de las ninfas del insecto
De cada parcela de la plantacion de papa, se recolectaron hojas infestadas con
ninfas del insecto en fundas plasticas y se llevaron al laboratorio de entomologia, en el
campus IASA | de la Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE, para la evaluacion de

la eficacia insecticida de los tratamientos.

Ensayo en laboratorio
Aplicacion de los tratamientos
En tarrinas de 250 mL de polipoprileno con tapa hermética, se colocaron hojas

con 10 ninfas del insecto para cada tratamiento (24 tarrinas en total).

Con un difusor de gota fina, se aplico las tres concentraciones de
nanocompositos de eucalipto y romero (0.25%, 0.5% y 0.75%), y el insecticida de

comparacion Actara GW25 (40% Tiametoxam).
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Evaluacién de la eficacia de los tratamientos para el control de paratrioza (B.
cockerelli Sulc).

Con ayuda del estereomicroscopio, a las 24, 48 y 72 horas de la aplicacion de
los tratamientos, se contabilizé el nimero de ninfas vivas y muertas en la parte media,

alta y baja de la hoja.
El porcentaje de eficacia de los tratamientos se calculé empleando la siguiente
formula de Henderson Titon (Puntener & Zahner, 1981):

b-k
100-k

% Eficacia Ecuacion 2.

Donde:
b= porcentaje de individuos muertos de los tratamientos.

k= porcentaje de individuos muertos del testigo.

Disefio Experimental

Tipo de disefio

Se utiliz6 un Disefio Completamente al azar (DBCA) con ocho tratamientos y 3

repeticiones para cada tratamiento (Tabla 5).
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Tabla 5.

Tratamientos para la evaluacion del efecto insecticida

Tratamiento Nanocomposito Concentracion

T1 Eucalyptus globulus 0,25% aceite-etanol anhidro
T2 Eucalyptus globulus 0,5% aceite-etanol anhidro

T3 Eucalyptus globulus 0,75% aceite-etanol anhidro
T4 Rosmarinus officinalis 0,25% aceite-etanol anhidro
T5 Rosmarinus officinalis 0,5% aceite-etanol anhidro

T6 Rosmarinus officinalis 0,75% aceite-etanol anhidro
Tratamiento Insectida de Comparacion Concentracién

T7 Actara WG25 40% Tiametoxam

T8 Testigo absoluto -

Unidad experimental

La unidad experimental corresponde a cada tarrina de 250 mL de polipoprileno
con tapa hermética, en cada unidad experimental se colocaron 10 ninfas del insecto. El
esquema del ensayo se detalla en la siguiente figura (Figura 7). Un total de 24 unidades

experimentales.

Figura 7.

Esquema del disefio experimental DCA, tratamientos y réplicas.

T1 T2 T3 T2 T7 T8 T6 T6
T5 T1 T2 T4 T8 T5 T4 T4
T3 T5 T7 T1 T6 T3 T8 T7

Variables de respuesta.
La variable de respuesta es la eficacia de los nanocompositos para el control de

paratrioza.
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Factores controlables.
Los factores controlables son: tiempo de ensayo, concentracién y nimero de

tratamientos.

Factores no controlables o de ruido

Los factores no controlables del proyecto son: las variaciones climaticas.

Factores de estudio
Los factores de estudio constituyen las diferentes concentraciones de los

tratamientos y el tiempo de evaluacion del ensayo de eficacia (24, 48 y 72 horas).

Andlisis de varianza
Tabla 6.
Esquema del andlisis de varianza, para la evaluacion del efecto insecticida de

nanocompositos para el control de paratrioza.

Fuente de variacion Grados de Libertad
Total 20

Tratamientos 7

Repeticiones 2

Error experimental 14

a) Coeficiente de variacion

El coeficiente de variacion viene dado por la férmula:

VCME
X

CVo% = X100 Ecuacion 3.

Donde:
CV= Coeficiente de variacion

CME= Cuadrado medio del error experimental



X= Media general del experimento

Andlisis estadistico
Los resultados de los ensayos se analizaron con el software INFOSTAT. Se
empled los Modelos lineales generales y mixtos GLMMs seguido de una prueba de

significancia LSD de Fisher al 0.05 (a=0.05).

45
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Capitulo 4

Resultados
Extraccion de aceites esenciales
Mediante el método por arrastre de vapor se obtuvo los aceites esenciales de

eucalipto y romero (Figura 9 y Tabla 7). El analisis de las propiedades fisicas y quimicas

para la caracterizacion de los aceites esenciales obtenidos, se detalla en la Tabla 7.

Figura 8.

Extraccion de aceites esenciales mediante arrastre por vapor

Nota. A) Hojas de ecualipto B) Hojas de romero C) reactor D) aceites esenciales de eucalipto y

romero

Tabla 7.

Propiedades de los aceites esenciales de eucalipto y romero

Indicadores Aceites esenciales
Eucalipto Romero

Rendimiento de extraccion (%) 1,51% 1,10%

indice de refraccion 1.4512 1.4695

Densidad relativa (g/cm?) 0.8664 0.8111
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Sintesis de nanoparticulas de azufre

Caracterizacion de las nanoparticulas con espectroscopia UV-Vis y

espectroscopia dispersiva de energia (EDS).

La caracterizacion de las nanoparticulas con espectroscopia UV-Vis mostré un
pico de absorcion a los 257 nm dentro del rango correspondiente al azufre cero valente

(Figura 9).

Figura 9.

Espectro de absorcién UV-Vis de SNPs sintetizadas
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El ensayo de espectroscopia dispersiva de energia (EDS) mostro la presencia
de azufre cero valente de las nanoparticulas con una concentracion en peso de 28%,
siendo el mayor elemento presente (Figura 10A). También se encontraron otros
elementos (Na, Cl, N, O) en porcentajes menores (Figura 10B) debido a la presencia de
subproductos de la reaccion de sintesis de las nanoparticulas (Ecuacion 1), la presencia

de carbono se debe al sustrato empleado para la prueba en el TEM.
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Figura 10.

Espectroscopia dispersiva de energia (EDS).
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Nota. A) espectro dispersivo de energia de SNPs sintetizadas B) Porcentaje de los

elementos encontrados en el analisis de EDS.

Caracterizacion de las nanoparticulas con Microscopia Electronica

Las imagenes de las SNPs obtenidas con TEM, mostraron que las mismas
presentan formas esféricas (Figura 11), el andlisis de las imagenes con el software FIJI
mostré una distribucién del tamafio de las nanoparticulas que varia entre 2 a 30 nmy un

tamafo promedio de 10 nm (Figura 12 y Tabla 8).
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Figura 11.

Nanoparticulas de azufre observadas en TEM

Figura 12.
Distribucién del tamafio de nanoparticulas de azufre

NPs de Azufre

31,50+

Frecuencia

-3 3 8 14 19 24 30
Tamaro (nm)

Tabla 8.

Propiedades de las nanoparticulas de azufre sintetizadas

Propiedad Valor
Area (nm?2) 76,683
Perimetro (nm) 25,929
Diametro medio (nm) 9,881

Esfericidad 0,803
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Sintesis de nanocompaositos

Caracterizacion de los nanocompositos con espectroscopia UV-Vis

La caracterizacion con espectroscopia UV-Vis de los hanocompositos de
eucalipto y romero a las tres concentraciones (0.25%, 0.5% y 0.75%), mostré un pico de
absorcion a los 257 nm correspondiente al azufre cero valente (Figura 9). El pico de
absorcion a los 280 nm en los nanocompositos de eucalipto (Figura 13) pueden
corresponder a los taninos condensados (proantocianinas) presentes en el aceite
esencial, mientras que los picos de absorcion entre los 280 y 290 nm de los
nanocompositos de romero (Figura 14) pueden corresponder a los elagitaninos del

aceite esencial (Cadahia et al., 1997 & Sirvaityte et al., 2011 ).

Figura 13.

Espectro de absorcién UV-Vis de nanocompositos de eucalipto a diferentes concentraciones.
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Figura 14.

Espectro de absorcion UV-Vis de nanocompositos de Romero a diferentes concentraciones.
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Caracterizacion de los nanocompositos con Microscopia Electrénica

Las imagenes de STEM y el andlisis con el software FIJI, mostraron que los
nanocompositos de romero a las tres concentraciones (0.25%, 0.5% y 0.75%) son mas
esféricas y presentan mayor tamafio que los nanocompositos de eucalipto (Figura 15,

Figura 16 y Tabla 9).

Figura 15.

Nanocompositos de eucalipto observados con STEM
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Nota. A) Eucalipto 0.25% B) Eucalipto 0.5% C) Eucalipto 0.75
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Figura 16.

Nanocompositos de romero observados con STEM

Nota. A) Romero 0.25% B) Romero 0.5% C y D) Romero 0.75%

Tabla 9.

Propiedades de las nanocompositos de eucalipto y romero

Nanocompositos Area (nm?) Perimetro (nm) Diametro (nm) Esfericidad
Eucalipto 0,25% 8217,32 291,90 86 0,85
Eucalipto 0,5% 157416,10 1231,53 360 0,87
Eucalipto 0,75% 12204,16 362,88 108 0,86
Romero 0,25% 9850,24 310,48 241 0,85
Romero 0,5% 56801,89 718,29 364 0,86
Romero 0,75% 577941,64 2231,72 717 0,98

El andlisis de tamafio de los nanocompositos, mostré que a medida que
incrementa el porcentaje de concentracion de aceite esencial de eucalipto y romero

respectivamente, el tamafio de los nanocompositos también incrementa.

Los nanocompositos de eucalipto a la concentracién de 0,25% mostraron una
distribucion del tamafio en un rango amplio de 14 nm a 218 nm con un diametro medio
de 86 nm (Figura 17). Los nanocompositos de eucalipto a la concentracién de 0,5%
mostraron una distribucion del tamafio en un rango de 26 nm a 1400 nm con un

diametro medio de 360 nm (Figura 18). Los nanocompositos de eucalipto a la
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concentracion de 0,75% mostraron una distribucion del tamafio en un rango de 30 nm a

422 nm con un diametro medio de 108 nm (Figura 19).

Frecuencia

Frecuencia

Figura 17.

Distribucién de tamafio de los nanocompositos de eucalipto 0.25%.
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Figura 18.

Distribucién de tamafio de los nanocompositos de eucalipto 0.5%
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Figura 19.

Distribucién de tamafio de los nanocompositos de eucalipto 0.75%
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Los nanocompositos de romero a la concentracién de 0,25% mostraron una
distribucion del tamafio en un rango amplio de 8 nm a 856 nm con un diametro medio
de 241 nm (Figura 20). Los nanocompositos de romero a la concentraciéon de 0,5%
mostraron una distribucién del tamafio en un rango de 12 nm a 759 nm con un didmetro
medio de 364 nm (Figura 21). Los nanocompositos de romero a la concentracion de
0,75% una distribucién del tamafio en un rango de 189 nm a 1883 nm con un diametro

medio de 717 nm (Figura 22).

Figura 20.

Distribucién de tamafio de los nanocompositos de romero 0,25%
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Figura 21.

Distribucién de tamafio de los nanocompositos de romero 0,5%
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Figura 22.

Distribucién de tamafio de los nanocompositos de romero 0,75%
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Estabilidad de los nanocompositos

Los nanocompositos de eucalipto a la concentracién de 0.25% y 0.5% mostraron
una estabilidad por 30 dias, puesto que no hubo disminucion significativa de los picos

de absorcion del azufre cero valente y de los componentes del aceite esencial
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(proantocianinas) (Figura 23 Ay B). Por otra parte, en los nanocompositos de eucalipto
a la concentracion de 0.75% los picos de absorcion del azufre y de las proantocianinas
disminuyeron significativamente hasta el tercer dia posterior a la sintesis. A partir de
este dia en adelante, los picos se mantuvieron constantes sin una disminucion

significativa (Figura 23C) .

Los nanocompositos de romero a las tres concentraciones: 0.25, 0.5% y 0.75%
mostraron estabilidad por 30 dias, puesto que no hubo disminucién significativa de los
picos de absorcion del azufre cero valente y de los componentes del aceite esencial

(ellagitaninos) (Figura 24).
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Analisis de estabilidad de los nanocompositos de eucalipto a diferentes concentraciones.
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Analisis de estabilidad de los nanocompositos de romero a diferentes concentraciones.
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Evaluacién del efecto insecticida de los nanocompositos.

Los nanocompositos de eucalipto y romero a las tres concentraciones (0.25, 0.5
y 0.75%) presentaron un potencial efecto insecticida para el control de las ninfas del

insecto paratrioza.

A las 24 horas, en los tratamientos con nanocompositos, se diferenciaron las
ninfas muertas de las vivas, por su nula movilidad y el cambio en su apariencia,
tornardénse de un color marrén, indicando la muerte de las mismas (Figura 26 y Figura

27).

El tratamiento con Actara GW25 (40% Tiametoxam), presenté ninfas vivas del

insecto hasta las 72 horas de evaluacion (Figura 28).

El tratamiento del testigo absoluto, present6 el menor nimero de ninfas muertas,
permitiendo diferenciar la eficacia insecticida de los demas tratamientos frente a este

(Figura 29).

Figura 25.

Ninfas de paratrioza vivas




Figura 26. Figura 27.
Evaluacion del efecto insecticida de nanocompositos de Evaluacion del efecto insecticida de nanocompositos de

eucalipto. romero.
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Nota. A) Eucalipto 0,25% B) Eucalipto 0,5% C) Eucalipto 0.75% Nota. A) Romero 0,25% B) Romero 0,5 C) omero 0.75%

Figura 28. Figura 29.

Evaluacion del efecto insecticida de Actara GW?25 Evaluacion del efecto insecticida del testigo absoluto
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El analisis de varianza mostro un efecto significativo de la interaccién tratamiento

x tiempo sobre la variable eficacia insecticida (F = 7,49; p < 0,0001) (Tabla 10).

Tabla 10.
Andlisis de varianza para para los tratamientos y el tiempo sobre la eficacia insecticida para

el control de ninfas de paratrioza.

Grados de F-fisher P-valor
Libertad
Tratamiento 7 253,30 <0,0001
Tiempo 2 27,23 <0,0001
tratamiento x tiempo 14 7,49 <0,0001

El andlisis estadistico muestra que las medias de los tratamientos difieren
estadisticamente. A las 24 horas, los tratamientos T1, T2, T3 Y T5 presentaron los
valores mas altos de eficacia insecticida de 100% a diferencia del resto de tratamientos,
mientras que el tratamiento T8 present6 el menor valor de eficacia de 13,33% (Tabla

11).

Tabla 11.
Promedio * error estandar de la eficacia insecticida de los tratamientos para el control de

ninfas de paratrioza a las 24 horas

Tratamientos Promedio de la eficacia insecticida
T1 = Eucalipto 0.25% 100 abcd

T2 = Eucalipto 0.5% 100 ab

T3 = Eucalipto 0.75% 100 abc

T4 = Romero 0.25 90 bcdef

T5 = Romero 0.5% 100 abc

T6 = Romero 0.75% 96,67 abcde

T7 = Tiametoxam 40% 50 h

T8 = Testigo 13,33

E.E = Error estandar 3,33

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).
Se observa que las eficacias insecticidas de los tratamientos fueron
incrementando con el transcurso del tiempo. A las 48 horas, los tratamientos que

presentaron la mayor eficacia insecticida de 100%, fueron T1, T2, T3, T4 Y T5, mientras
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que, el que presentd el menor porcentaje de eficacia fue el tratamiento T8 de 26,67%

(Tabla 12).

Tabla 12.

Promedio + error estandar de la eficacia insecticida de los tratamientos para el control de

ninfas de paratrioza a las 48 horas.

Tratamientos

Promedio de la eficacia insecticida

T1 = Eucalipto 0.25%
T2 = Eucalipto 0.5%

T3 = Eucalipto 0.75%
T4 = Romero 0.25

T5 = Romero 0.5%

T6 = Romero 0.75%

T7 = Tiametoxam 40%
T8 = Testigo

E.E = Error estandar

100 abcd
100 ab

100 abc
100 ab

100 abcd
96,67 abcde
7049

26,67 i

4,86

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).

A las 72 horas después de la aplicacion, se encontré que las medias de los

tratamientos, difieren estadisticamente, donde los tratamientos T1, T2, T3, T4, TS5y T6

presentaron la mayor eficacia insecticida de 100%, por otra parte, el tratamiento T8

registré el menor valor de eficacia entre los tratamientos de 43,33% (Tabla 13).

Tabla 13.

Promedio + error estdndar de la eficacia insecticida de los tratamientos para el control de

ninfas de paratrioza a las 72 horas.

Tratamientos

Promedio de la eficacia insecticida

T1 = Eucalipto 0.25%
T2 = Eucalipto 0.5%
T3 = Eucalipto 0.75%
T4 = Romero 0.25

T5 = Romero 0.5%

T6 = Romero 0.75%
T7 = Tiametoxam 40%
T8 = Testigo

E.E = Error estandar

100 a
100ab
100 abc
100 abc
100abc
100 abc
83,33 f
43,33 h
1,67

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05).
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Capitulo 5
Discusion

Extraccion de aceites esenciales

Se obtuvo los aceites esenciales de eucalipto y romero mediante el método de
arrastre por vapor (Figura 8). Este proceso emplea el vapor saturado que se burbujea a
través del material vegetal que contiene los aceites esenciales, estos se volatilizan en el
vapor y se arrastran hacia el condensador donde se obtiene dos fases inmiscibles, el

aceite esencial y el hidrodestilado (Zeki, 2018).

Las propiedades de los aceites esenciales concuerdan con la bibliografia, donde
se menciona que los rendimientos de los aceites esenciales varian en el rango de 0.5 a
3 % segun la época de la recoleccion, el lugar geogréafico o pequefios cambios
genéticos de la especie (Achmad et al., 2018). El rendimiento de aceite esencial de
eucalipto (1.51%) y romero (1.10%) obtenidos estan dentro del rango. El indice de
refraccion del aceite de eucalipto (1.4512) concuerda con la bibliografia que menciona
valores en el rango de 1.450 a 1.470 (Patty & Loupatty, 2016). Al igual que el indice de
refraccion del aceite esencial de romero (1.4695) con valores que varian entre 1.4640 a
1.478 (Santos, Rossato, Pauletti, & Fernandes, 2005). La densidad del aceite esencial
de eucalipto (0.8664) y romero (0.8111) obtenidos presentan valores menores a la

unidad como menciona (Dhifi et al., 2016).

Sintesis de nanoparticulas de azufre

El pico obtenido a los a 257 nm indica la exitosa formacion de las SNPs. Tripathi
et al. (2018) menciona que el azufre presenta un pico de absorcidn éptico en el rango

de 250 a 280 nm.
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El andlisis de espectroscopia dispersiva de energia (EDS) mostro la presencia
de azufre cero valente de las nanopatrticulas, y los otros elementos correspondientes a
los subproductos de la reaccién de reduccién de tiosulfato para la sintesis de las

nanoparticulas (Chaudhuri & Paria 2010):

Na2S203 +2HCI + 5H20 —2NaCl + SO2 + S|+ 6H20

El tamafo del diametro promedio de las nanoparticulas (10 nm) y su forma
esférica concuerdan con los resultados obtenidos por Chaudhuri & Paria (2010) quienes

sintetizaron las SNPs por el mismo método de precipitacién controlada.

Sintesis de nanocompositos

Los espectros de absorcion UV de los aceites esenciales muestran la presencia
de taninos, en un pico de absorcién entre los 200 a 300 nm, tipico para el sistema de
anillo de benceno condensado, en el que la conjugacién se realiza entre el grupo
aromatico y el grupo carbonilo, doble enlace o heteroatomo (Sirvaityte, Siugzdaite, &
Valeika, 2011). El pico de absorcion UV obtenido para el aceite esencial de eucalipto a
los 280 nm, corresponde a los taninos condensados (proantocianinas). Cadahia et al.
(1997) indica que a un méaximo de absorcion de 280 nm es caracteristico de las

proantocianidinas, cadenas poliméricas de flavonoides como las catequinas.

El pico de absorcién UV obtenido para el aceite esencial de romero entre los 280
nm y 300nm, corresponde a los taninos (hidrolizables) elagitaninos. Vazquez et al.
(2008) han determinado que el aceite esencial de romero muestra un pico de absorcién

mayor a 270 nm y maximo a 300 nm caracteristico de elagitaninos. Estos compuestos
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son derivados del acido elagico, en particular, hexahidroxidifenilo ésteres con

carbohidratos (Cadahia, et al., 1997).

La estructura de los nhanocompositos corresponde a una nanomicela, compuesta
por dos fases inmiscibles y un cotensoactivo como se observo en las imagenes de
STEM (Figura 15 y Figura 16). La fase acuosa correspondiente a las nanoparticulas de
azufre, y la fase oleosa correspondiente a los aceites esenciales de eucalipto y romero
respectivamente. El etanol empleado actia como un cotensoactivo, ya que al ser una
molécula anfifilica, con una cadena hidrocarbonada y un grupo hidroxilo es capaz de
disminuir la tension interfacial entre las dos fases inmiscibles formandose la micela

(Pavoni, et al., 2020).

Los resultados de tamafio y morfologia mostraron que los nanocompositos de
romero a las tres concentraciones (0.25%, 0.5% y 0.75%) son mas esféricas (Figura
16D) y de mayor tamafio que los nanocompositos de eucalipto. Pavoni et al. (2020)
menciona que por lo general las nanomicelas presentan forma esférica por la reduccion
del area interfacial como consecuencia del pequefio radio y la alta tension interfacial. A
demas la forma esférica o no dependera de la correcta formacién del nanomaterial, del
tipo y la cantidad de cotensoactivo y la cantidad de aceite empleado (Bonacucina,

Cespi, Misici-falzi, & Palmieri, 2009).

Se observé que en todos los nanocompositos sintetizados a medida que
incrementa el % de concentracion de aceite esencial de eucalipto y romero
respectivamente, el tamafo de los nanocompositos también incrementa. Jafari et al.
(2008) indica que el tamafio de los nanocompositos dependera de la presencia de

aceites con baja viscosidad y tensién interfacial. Aziz, Nasir, & Ahmad (2019)
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encontraron que la viscosidad y concentracion en peso del aceite esencial estan
relacionados, la viscosidad de la fase oleosa aumenta a medida que aumenta la
concentracion de aceite esencial. Cuando se compara la viscosidad con el andlisis del
tamaifo, hay un aumento significativo del tamafio de los nanocompositos a medida que
la viscosidad de la fase oleosa aumenta por el aumento del porcentaje de concentracion

de aceite esencial.

Estabilidad de los nanocompositos

La estabilidad de los nanocompositos por 30 dias a temperatura ambiente se
debe al polimero empleado PEG 6000 para su recubrimiento. Como se observé en el
ensayo con espectroscopia UV-Vis (Figura 23 y Figura 24), no hubo disminucion
significativa de los picos de absorcion del azufre cero valente y de los componentes de
los aceites esenciales (proantocianinas y ellagitaninos) en los nanocompositos a las tres
concentraciones (0.25, 0.5y 0,75%). Varias investigaciones han informado que un
recubrimiento de PEG alrededor de los hanomateriales ayuda a mejorar la estabilidad
(Yang et al., 2009). El PEG, es un polimero hidrofilico, facilmente soluble en agua, la
presencia de sus cadenas poliméricas como agentes estabilizantes evita que los
nanomateriales se sedimenten y se aglomeren excesivamente por la creacion de
repulsion estérica y la mejora en la dispersion de las mismas (Diaz, Nufiez, Espinoza, &

Flores, 2016) .

Por otra parte, Diaz et al. (2016) menciona que la nanoencapsulacién aumenta
la estabilidad fisica de los aceites esenciales, disminuye la volatilidad, la degradacion y

la protege de las interacciones ambientales. Yang et al. (2009) obtuvieron resultados
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similares de estabilidad empleando PEG para cubrir aceite esencial de ajo, cargado con

NPs poliméricas.

Evaluacién del efecto insecticida de los nanocompositos.

Los nanocompositos de eucalipto y romero a las tres concentraciones (0.25, 0.5
y 0,75%). presentaron un efecto insecticida 6ptimo para el control de las ninfas de
paratrioza. Salavatierra (2015) menciona que la nanoencapsulacién mejora la eficacia
insecticida, debido a la mayor area de superficie y mayor especificidad, proporcionando

un mayor contacto de la sustancia activa con la superficie del insecto.

El mecanismo de accién de los nanocompositos para el control de las ninfas de
paratrioza puede deberse a la penetracion efectiva de los mismos a través de los poros
y micrifibrillas de la cuticula del insecto, liberandose el aceite esencial y las
nanoparticulas de azufre elemental del nanocomposito, interfiriendo con la biologia,

fisiologia y sistema nervioso del insecto (Benelli, 2018).

Se ha reportado el uso del azufre elemental como insecticida en el control de
ninfas del insecto paratrioza (Zarate, 1988). Otros autores reportan el uso de
nanoparticulas de azufre en la mortalidad de larvas, pupas y adultos de la mosca de la

fruta Drosophila melanogaster (Araj et al., 2015).

Ibrahim (2019) afirma que los aceites nanoencapsulados tienen una actividad
guimica y mayor movilidad, lo que permite la penetracion en los tejidos de los insectos a
través de la cuticula o por ingestion y penetracion a través del tracto digestivo; mejorado

la actividad insecticida del aceite esencial.
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Khoobdel, Ahsaei, & Farzaneh (2017) encontraron que nanoformulaciones
cargadas de aceite esencial de romero muestran una actividad insecticida significativa
para el manejo efectivo del escarabajo rojo Tribolium castaneum. Otro estudio afirmé
gue nanoemulsiones cargadas de aceite esencial de eucalipto presentaron una
actividad insecticida contra Tribolium castaneum y Sitophilus oryzae en cultivos de arroz

(Adak et al., 2020).
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Capitulo 6
Conclusiones

El método de arrastre por vapor, permitié obtener aceites esenciales de eucalipto y
romero con valores de rendimiento (eucalipto 1.51% y romero 1.10%), indice de
refraccion (eucalipto 1.4512 y romero 1.4695) y densidad (eucalipto 0.8664 y romero
0.8111) dentro de los rangos que menciona la bibliografia.
Se sintetizaron nanoparticulas de azufre esféricas y de diametro promedio de 10nm
mediante el método de precipitacion controlada que reduce el tiosulfato
pentahidratado a azufre cero valente.
Se sintetizaron nanocompositos de eucalipto y romero a tres concentraciones
diferentes de aceite esencial (0.25%, 0.5% y 0.75%) respectivamente.
La estructura de los nanocompositos sintetizados corresponden a una hanomicela
compuesta por la fase acuosa (nanoparticulas de azufre), y la fase oleosa (aceites
esenciales de eucalipto y romero), utilizando como cotensoactivo etanol absoluto.
Los nanocompositos de romero a las tres concentraciones (0.25%, 0.5% y 0.75%)
son mas esféricos y de mayor tamafo que los nanocompositos de eucalipto.
Un aumento en la concentraciéon de aceite esencial de eucalipto y romero,
incrementa el tamafo de los nanocompositos, ya que la viscosidad de la fase oleosa
aumenta a medida que aumenta la concentracion del aceite.
Se logré la estabilidad de los nanocompositos de eucalipto y romero a las tres
concentraciones (0.25, 0.5 y 0,75%) durante 30 dias y a temperatura ambiente,
gracias a las cadenas poliméricas del PEG 6000 empleado como agente

estabilizante.
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Los nanocompositos de eucalipto a las tres concentraciones (0.25, 0.5y 0.75%) y de
romero a la concentracién de 0.5%, presentan la mayor eficacia insecticida para el
control de las ninfas del insecto paratrioza, a las 24 horas posterior a su aplicacion.
La eficacia insecticida de los hanocompositos de romero a la concentracion de
0.25% y 0.75% fue incrementando con el transcurso del tiempo, llegando al 100% a
las 24 y 72 horas respectivamente.

Los nanocompositos de eucalipto y romero a las tres concentraciones (0.25, 0.5y
0.75%), presentan mayor eficacia en el control de las de las ninfas del insecto

paratrioza, que el insecticida de uso comercial Actara GW25 (40% Tiametoxam).
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Capitulo 7
Recomendaciones

Se recomienda hacer una caracterizacion para determinar los grupos funcionales y
cuantificar los metabolitos secundarios presentes en los aceites esenciales de
eucalipto y romero.
Se recomienda sintetizar nanocompositos a concentraciones de aceite esencial de
eucalipto y romero menores a las empleadas en esta investigacion. Ademas de la
posterior evaluacion del efecto insecticida de estos.
Se recomienda un mayor estudio de la estabilidad de los nanocompaositos posterior a
los 30 dias de su sintesis, evaluando diferentes temperaturas, humedades relativas y
pH que simule las condiciones de campo.
Es necesario estudios que evallen los posibles efectos toxicos de los
nanocompositos en la planta y su bioacumulacién en el suelo.
Se recomienda ensayos de campo para la evaluacién insecticida de los

Nnanocompositos.
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