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Efecto biocida de extractos de hojas de Peumus boldus Mol. y Quillaja saponaria Mol. sobre
dos hongos de pudricion de la madera y la termita subterranea

RESUMEN

La mayor destruccion de la madera en servicio proviene de la biodegradacion causada por hongos e
insectos cuando este material se encuentra en condiciones favorables para la accion y desarrollo de
los referidos organismos. El presente estudio evalu6 la capacidad fungicida de extractos acuosos de
hojas de Peumus boldus Molina y de Quillaja saponaria Molina por separado sobre dos hongos de
pudricion de la madera, Gloeophyllum trabeum (Pers.) Murrill (pudricién café) y Trametes
versicolor (L.: Fr.) Pilat (pudricién blanca). Ademas, se evalud la capacidad insecticida de extractos
acuosos y etanolicos de hojas de las mismas especies vegetales sobre Reticulitermes flavipes Kollar.
Se evaluaron tres concentraciones de extractos de hojas de boldo, las acuosas fueron 1, 2y 3% p/vy
las etandlicas, 1, 2 'y 4% p/v. En el caso de quillay, las acuosas fueron 1, 3y 6% p/v y las etandlicas,
1, 2 'y 4% plv. Para los bioensayos de hongos, el procedimiento y la evaluacién de los resultados se
encuentran basados en la norma ASTM D1413-07 (2008), considerando 10 probetas de Pinus
radiata D. Don por tratamiento para cada bioensayo. Se hizo un analisis unifactorial
(concentracion) para cada extracto por separado y pruebas de Tukey (p< 0,05) al surgir diferencias
estadisticamente significativas. El extracto acuoso de hojas de P. boldus presentdé mayor efecto
fungicida sobre T. versicolor que sobre G. trabeum, disminuyendo la pérdida de peso desde 26,98%
(testigo) a 19,3% con la concentracion 3% p/v. En el caso del extracto acuoso de hojas de Q.
saponaria, el mejor resultado también se obtuvo sobre T. versicolor, disminuyendo la pérdida de
peso desde 26,98% (testigo) a 10,22% con la méaxima concentracion (6% p/v) siendo este Gltimo
resultado, el mas promisorio para este bioensayo. En el caso de la capacidad insecticida, se evalu6
la mortalidad en unidades experimentales de 10 obreras, con 5 repeticiones por tratamiento y para
cada extracto de manera independiente mediante la humectacién de papel filtro con el extracto
correspondiente, ademas de realizar pruebas de exposicion directas e indirectas. Se hizo el mismo
andlisis de varianza aplicado al bioensayo de hongos. El extracto acuoso de hojas de P. boldus
logr6 mayor mortalidad que el etandlico en ambas pruebas. En el caso de los extractos de Q.
saponaria, el extracto etandlico provoc6 mayor mortalidad que el acuoso en la prueba de
exposicion directa, mientras que en la indirecta fue méas efectivo el extracto acuoso. La menor CLs,
de extracto de hojas de P. boldus fue 1,01% p/v y se logré a los 12 dias en la prueba de exposicion
directa. ElI TLso menor fue de 11,51 dias en la prueba de exposicion directa y se obtuvo con el
extracto acuoso a 1% p/v. En el caso de la CLs, de extractos de hojas de Q. saponaria, la menor
CLs, fue 1% p/v y se logré con el extracto etandlico en la prueba de exposicion directa. EI TLs
menor fue de 10,96 dias y se logrd con el extracto etandlico a 1% p/v. Los resultados obtenidos
sugieren alternativas de desarrollo para biofungicidas a base de hojas de Q. saponaria y de
insecticidas botanicos a base de extractos de hojas de P. boldus y Q. saponaria.

Palabras clave: Biofungicidas, insecticidas botanicos, Peumus boldus, Quillaja saponaria,
Reticulitermes flavipes, pérdida de peso, concentracion letal, tiempo letal.



ABSTRACT

Most destruction of wood in service comes of the biodegradation caused by fungies and insects
when this material is in favorable conditions for the action and development of those organisms.
The aim of the present study was to evaluate the fungicide capacity with aqueous extracts of
Peumus boldus Molina and Quillaja saponaria Molina leaves separated of two fungis of wood rot,
Gloeophyllum trabeum (Pers.) Murrill (Brown rot) and Trametes versicolor (L.: Fr.) Pilat (White
rot). The insecticide capacity of aqueous and ethanolic extracts of leaves of the same vegetables
species over Reticulitermes flavipes Kollar was evaluated too. Three concentrations of boldo were
tested, the aqueous was 1, 2 and 3% w/v and the ethanolics, 1, 2 and 4% w/v. To the fungal
bioassays, procedure and evaluation of results they are based on the norm ASTM D1413-07 (2008),
considering 10 test blocks of Pinus radiata D. Don by treatment for each bioassay. An univariate
analysis was done (concentration) separately for each extract and Tukey test (p< 0.05) the
statistically significant differences arise. The aqueous extract of P. boldus leaves had more
fungicide effect on T. versicolor than G. trabeum, decreasing the weight loss from 26.98% (control
treatment) to 19.3% with the concentration 3% w/v. In the case of the aqueous extract of Q.
saponaria leaves, the best result also was obtained over T. versicolor, decreasing the weight loss
from 26.98% (control treatment) to 10.22% with the maximum concentration (6% w/v), being the
last result the most encourage for this bioassay. In the case of the insecticide capacity, the mortality
was evaluated in experimental units in 10 workers, with 5 repetitions by treatment and for each
extract independently by wetting of filter paper with the corresponding extract, besides testing
direct and indirect exposure. The same analysis of variance applied to bioassay fungus was applied.
The aqueous extract of P. boldus leaves achieved a higher mortality than ethanolic extract in both
tests. For extracts of Q. saponaria, ethanolic extracts reached a higher mortality than aqueous
extract in the testing direct exposure, while the indirect was more effective the aqueous extract.
Lower LCs, (mean lethal concentration) of extracts of P. boldus leaves was 1.01% p/v and reach on
12 d in the testing direct exposure. Lower LT, (mean lethal time) was 11.15 d in the direct
exposure test and it reached with the aqueous extract with 1% w/v. For LCs, of extracts of Q.
saponaria leaves, lower was 1% wi/v and it was obtained with the ethanolic extract in the testing
direct exposure. Lower LTs, was 10.96 d and it was achieved with ethanolic extract with 1% wi/v.
All the results obtained on this study suggest several options to biofungicides from the Q. saponaria
leaves and botanical insecticide done from extracts of P. boldus and Q. saponaria leaves.

Keywords: biofungicides, botanical insecticide, Peumus boldus, Quillaja saponaria, Reticulitermes
flavipes, weight loss, lethal concentration, lethal time



1. INTRODUCCION

Los bosques representan cerca del 27% del &rea terrestre en el mundo, siendo la madera el producto
comercial predominante y de gran valor e importancia en la economia mundial. Esta tiene variados
usos dependiendo de la demanda existente, tales como material estructural, combustible o materia
prima para la industria. Como material estructural la madera tiene una gran resistencia por unidad
de peso. Es una fuente de energia conveniente y una de las mas econémicas fuentes de celulosa y
sus derivados para la industria quimica (Gonzélez, 2012).

La madera se compone principalmente de celulosa (40-50% del peso seco), hemicelulosa (25-40%)
y lignina (20-35%), con muy bajos niveles de azlcares disponibles que pueden ser atacados por
protozoos, bacterias y hongos de diferentes grupos taxondmicos. En latifoliadas generalmente se
encuentran taninos, mientras que en coniferas, compuestos fendlicos como terpenos, estilbenos,
flavonoides y tropolones (Deacon, 2009).

La mayor destruccion de la madera en servicio proviene de la biodegradacion causada por hongos e
insectos cuando este material se encuentra en condiciones favorables para la accion y desarrollo de
los referidos organismos. Los insectos, en especial las termitas subterraneas, forman parte de los
mayores agentes de dafio a la madera, constituyendo plagas en diversos paises del mundo, causando
cuantiosas pérdidas economicas (Karsulovic y Bozo, 2006).

Los hongos, al establecerse en la madera, sea en el estado de rollizo, astilla 0 madera en servicio,
desarrollan hifas de pequefio tamafio que permiten la rapida colonizacion en las paredes y Iimenes
celulares, produciendo una transformacion bioquimica que posteriormente es perceptible al ojo
humano (Kirk y Cullen, 1998).

Los hongos de pudricion de la madera pueden ser agrupados segun el color con que queda la
madera después de un ataque extensivo, lo que se relaciona con el componente quimico de la
madera que preferentemente degradan, en dos categorias: hongos de pudricion blanca y hongos de
pudricidn café (Gonzélez, 2012).

Gloeophyllum trabeum (Pers.) Murrill (Gloeophyllales, Gloeophyllaceae) es un hongo de pudricion
café que por mucho tiempo fue considerado dentro del orden Polyporales, pero actualmente
pertenece al orden Gloeophyllales. Segin United States Department of Agriculture (USDA) (2015),
posee sinonimias tales como Lenzites trabea y Trametes trabea. Se sefiala que pertenece a la clase
Basidiomycetes, por lo que su ciclo reproductivo es sexual.

Estos hongos se caracterizan por degradar principalmente los carbohidratos de la madera y s6lo
modifican la lignina hasta cierto punto. En las primeras etapas de la biodegradacion se realiza una
depolimerizacion de carbohidratos rapida, causando una pérdida acelerada de la resistencia de la
madera (Contreras et al., 2010). Segin Duran et al. (2002), este grupo de hongos representa sélo el
7% de los basidiomycetes causantes de pudricion en la madera.



Los hongos de pudricién café, como G. trabeum, son los mas destructivos, debido a que pueden
causar rapidamente fallas estructurales. Segun Gonzalez (2012), estos hongos remueven
selectivamente celulosa y hemicelulosa de la madera. La madera degradada por ellos pierde
rdpidamente sus propiedades de solidez y experimentan roturas drésticas. En estados avanzados la
madera es reducida a un residuo de trozos amorfos, blandos, castafios, clbicos, compuestos
mayormente de lignina ligeramente modificada. Winandy y Morrel (1993), evaluaron la resistencia
mecénica de madera de Pseudotsuga menziesii frente a G. trabeum y Postia placenta (Fr.) M.J.
Larsen & Lombard, obteniendo pérdidas de peso entre 1y 18%, con disminuciones de la resistencia
entre el 50 y 70% (Herrera et al., 2011).

Trametes versicolor (L.: Fr.) Pilat (Polyporales, Polyporaceae) es un hongo de pudricién blanca.
Posee sinonimias tales como Coriolus versicolor y Polyporus versicolor (USDA, 2015). Es un
basidiomycete que produce tres enzimas ligninoliticas y posee una capacidad de degradacion mas
potente de la lignina que G. trabeum, hidrocarburos aromaticos policiclicos, una mezcla de bifenilos
policlorados y un nimero de colorantes sintéticos (Amado et. al, 2007). Es importante mencionar
gue la pérdida de resistencia causada por este hongo es proporcional a la reduccion de peso (Peredo
e Inzunza, 1985). Segin Gonzélez (2012), este tipo de hongo ataca en igual proporcién a la lignina
y celulosa.

1.1 Agentes de dafo

Los hongos de pudricion blanca, como T. versicolor, producen pérdidas de peso de entre un 5y
14% con respecto al peso de la madera sana, lo cual afecta, por ejemplo, directamente al
rendimiento e incrementa la cantidad de finos durante el proceso Kraft para la obtencion de celulosa
(Kirk y Cullen, 1998).

Este tipo de hongo tiene un sistema de enzimas celulasas y ligninasas que permite degradar todos
los componentes de las paredes celulares de la madera. Algunos, sin embargo, remueven lignina
mas rapido. La madera degradada por estos hongos tiende a perder gradualmente sus propiedades
de solidez y retienen su estructura fibrosa ain en estados avanzados. La madera deteriorada se
vuelve esponjosa, filamentosa o laminada, y usualmente estd manchada y descolorida en relacion a
la madera sana (Webster, 1986).

Segun el Centro de Transferencia Tecnologica de la Madera (CTT) y la Corporacion Chilena de la
Madera (CORMA) (2008), la termita subterranea (aquella que entra a las construcciones de madera
via el suelo), desde el punto de vista econémico, es la plaga mas severa, en términos del posible
dafo estructural que causa a la madera en el pais.

En Chile, Reticulitermes flavipes Kollar (Isoptera, Rhinotermitidae) se distribuye entre las regiones
de Valparaiso y Libertador Bernardo O’Higgins, y tiene su origen en E.E.U.U. Esta especie en
particular es responsable, en una proporcion significativa, del dafio causado a construcciones en
madera (CTT y CORMA, 2008).



Las termitas se caracterizan por presentar metamorfosis incompleta: sus estados son huevo, ninfa 'y
finalmente adulto. Una vez que se encuentran en estado de madurez sexual (desarrollan un par de
alas) emigran desde el nido en periodo estival; después de intensas lluvias se observan grandes
enjambres de estos insectos alados que buscan parejas para colonizar otros lugares (pareja que seré
de por vida). En la etapa del cortejo se conocen dos procesos especiales, uno es la autonomia
(pierden sus alas) y el otro es "tandems" (unién de las antenas del macho al abdomen de la hembra).
Posteriormente la pareja construye el copulario, donde se amputan parcial o totalmente las antenas.
Luego de todas estas etapas comienza la verdadera copulacion y la primera puesta de huevos, donde
se originard una nueva casta (Ramirez y Lanfranco, 2001).

El periodo de vuelo ocurre durante la segunda quincena de agosto hasta fines de septiembre en los
dias de mayor calor y a media tarde en las regiones de Valparaiso y Metropolitana. Esta asociada
principalmente al area urbana, aunque también produce dafios en frutales (citricos, paltos). Los
mayores dafios se encuentran asociados a madera usada en marcos de puertas y ventanas, pisos,
zbcalos, etcétera (Ripa y Luppichini, 2004).

Los dafios mas evidentes causados por la termita subterranea que se han manifestado en la Region
Metropolitana corresponden a viviendas de estratos econdmicos bajos (viviendas sociales,
autoconstruccion y areas de urbanizacién deficientes), donde la situacién se torna en la mayoria de
los casos dramatica, ya que los insectos causan la destruccion practicamente total de las viviendas, o
a lo menos las torna inhabitables (Karsulovic y Bozo, 2006).

El uso continuo e indiscriminado de sustancias quimicas para el control de plagas es el responsable
de la resistencia a insecticidas por parte de los insectos, sin por ello restar importancia a su impacto
sobre la reduccién de parasitoides (Bourguet et al., 2000), predadores naturales y polinizadores,
entre los otros tantos integrantes del ecosistema que han visto alterado su ciclo de vida a causa de
estos productos (Boutin y Freemark, 1995).

Boutin y Freemark (1995) indican que las plantas producen mas de 100.000 sustancias de bajo peso
molecular, conocidas también como metabolitos secundarios. Estos son, normalmente, no-
esenciales para el proceso metabolico basico de la planta. Entre ellos se encuentran terpenos,
lignanos, alcaloides, algunos tipos de azucares, esteroides y diversos tipos de &cidos. Tienen como
ventaja ser naturales y biodegradables, por lo que su impacto al medio ambiente es sustancialmente
menor que el de los biocidas quimicos.

1.2 Especies vegetales evaluadas

El boldo (Peumus boldus Molina) perteneciente al orden Laurales, familia Monimiaceae, es un
arbol siempreverde endémico de Chile. Se distribuye entre la Region de Coquimbo y la Region de
Los Lagos (30° a 40° latitud Sur), presentando una mayor abundancia en la zona mediterranea. En
esa zona se mezcla con otros exponentes del bosque escleréfilo, tales como litre (Lithraea caustica),
quillay (Quillaja saponaria) y peumo (Cryptocarya alba), aunque tiende a formar bosques puros
(Aedo et al., 2005).



Este &rbol es usado tradicionalmente para lefia y carbon, tiene frecuentemente un habito arbustivo,
debido a su capacidad de rebrotar frente a la corta e incendios. El principal interés radica en sus
hojas, cosechadas en verano para su comercializacion y exportacion. Las hojas deshidratadas son
utilizadas en la preparacion de infusiones, a las que se les atribuyen propiedades estimulantes de la
digestion, coleréticas y para afecciones hepaticas (Aedo et al., 2005).

De acuerdo a Aguilar-Medel et al. (2012), los principales compuestos activos de P. boldus son sus
aceites esenciales y alcaloides, los cuales se encuentran en distintas concentraciones en el follaje y
madera dependiendo de la época del afio. Existe evidencia que las hojas molidas (polvo), los
extractos y el aceite esencial de este arbol poseen atributos insecticidas contra Xanthogaleruca
luteola Miller (Macuada, 2013), Sitophilus zeamaiz Mots. (Aguilar-Medel et al. 2012; Pizarro,
2007), Acanthoscelides obtectus Say (Aguilar-Medel, 2012) y larvas de Spodoptera littoralis
Boisd., Spodoptera frugiperda J.E. Smith (Zapata et al., 2006) y Helicoverpa zea Boddie (Silva,
2010), junto con efecto fungicida contra Penicillium spp (Aguilar-Medel et al., 2012), Fusarium
spp (Bittner et al. 2009; Bravo et al. 2000), Aspergillus niger y A. flavus (Aguilar-Medel et al,
2012).

Segun Sfeir (1990), el alcaloide principal del boldo es la boldina, la cual esta presente en mayor
proporcion en la corteza (3,73%), seguido del fuste y ramas (0,09 y 0,2%, respectivamente), y de las
hojas (0,03%). Por otro lado, Carvalho et al. (2008) sefialan que las hojas de boldo contienen entre
un 0,4 y 0,5% de alcaloides de clase benzoquinolinicos, siendo la boldina el principal,
representando entre el 12 a 19% del contenido total de alcaloides. Por ultimo, Silva et al. (2003)
indican que las hojas trituradas de P. boldus tienen actividad insecticida contra plagas de productos
almacenados.

El quillay (Quillaja saponaria Molina) perteneciente al orden Rosales, familia Rosaceae, es un
arbol endémico de Chile que se distribuye desde la provincia de Limari, Region de Coquimbo, hasta
la provincia de Malleco, Regidn de la Araucania, entre los 30° 30" y los 38° latitud sur (INFOR et
al., 2000). Esta presente desde el litoral hasta la Cordillera de los Andes, desde los 15 hasta los
1.600 m.s.n.m. Es una especie muy utilizada como arbol urbano en la zona central de Chile,
también en Europa y E.E.U.U. (Alvarado et al., 2012).

Segln INFOR et al. (2000) y Alvarado et al. (2012), este arbol crece junto a otras especies
forestales tales como litre, peumo, maitén (Maytenus boaria), boldo y otras. En el valle central se
asocia con espino (Acacia caven), litre, trevo (Trevoa trinervis), huingan (Schinus poligamus),
boldo y otras més. Por ultimo, en el sur aparece formando un bosque abierto asociado a boldo.

Quillay es considerada una de las especies mas interesantes que crecen en la zona semiérida de
Chile, por el aprovechamiento de su corteza de la que se extrae saponina de multiples usos (INFOR
et al., 2000). Por otra parte, Ibaca (2001) sefiala que sus partes Utiles son las flores, hojas y corteza
en medicina popular.

Sfeir (1990), sefiala que la saponina al igual que la boldina en boldo, se encuentra en todos los
componentes aéreos de la planta: corteza (11,6%), ramas con corteza (10%), madera (8,8%) y hojas
(6,1%).



Zapata et al. (2006) sefialan que extractos de esta especie ricos en saponinas han resultado efectivos
para controlar enfermedades de plantas y larvas de dipteros. Apablaza et al. (2002) han
experimentado con estos extractos sobre oidios de cucurbitaceas (Erysiphe cichoracearum vy
Sphaerotheca fuliginea) en plantas como pepino de ensalada (Cucumis sativus L.) y zapallo de
guarda (Cucurbita maxima Duch.), indicando que quillay es una planta con actividad antifngica.
Por otro lado, Pelah et al. (2002) sefialan que este arbol posee actividad insecticida en larvas de las
especies Aedes aegypti y Culex pipiens.

Dicho lo anterior, se tiene como objetivo general evaluar el efecto biocida de extractos de hojas de
Peumus boldus y Quillaja saponaria sobre dos hongos de pudricién de la madera y la termita
subterranea.

Como objetivos especificos se plantea determinar el efecto fungicida de los extractos sobre los
hongos de pudricion de la madera Gloeophyllum trabeum (pudricion café) y Trametes versicolor
(pudricion blanca) en probetas de Pinus radiata D. Don y, por otra parte, evaluar la capacidad
insecticida de estos extractos sobre Reticulitermes flavipes.



2. MATERIAL Y METODO

2.1 Material

2.1.1 Material vegetal

El material vegetal utilizado en este estudio correspondio a hojas de Peumus boldus y Quillaja
saponaria colectadas en el Campus Antumapu de la Universidad de Chile (UTM 19 H 348534.85 m
E 6284417.02 m S), entre los meses de junio y agosto de 2014 (Vogel et al., 1997; 1999).

2.1.2 Material biotico

El material animal empleado en este estudio correspondi6 a individuos de Reticulitermes flavipes
colectados en la comuna de Santiago Centro entre los meses de junio y septiembre de 2014,
mientras que el material fungico fue micelio, obtenido a partir de placas Petri, de los hongos
Gloeophyllum trabeum y Trametes versicolor , proporcionados por la Micoteca del Laboratorio de
Biodeterioro y Preservacion, del Departamento de Ingenieria en Maderas y sus Biomateriales,
Facultad de Ciencias Forestales y de la Conservacion de la Naturaleza, Universidad de Chile,
Santiago.

2.2 Método

2.2.1 Recoleccion y preparacion del material vegetal

La recoleccion del material vegetal se realizd dentro del Campus Antumapu de la Universidad de
Chile. Se tomaron hojas al azar de distintos lugares de la copa (1 kg aproximado por especie), y de
al menos tres ejemplares distintos de cada especie vegetal para evitar cualquier efecto indeseado en
la muestra y que haya sido provocado por alguin agente nocivo (fertilizante, fungicida, insecticida
quimico, etc.).

La obtencion de los extractos se llevd a cabo en el Laboratorio de Biodeterioro y Preservacion. Las
hojas de P. boldus y Q. saponaria fueron secadas en una estufa de aire forzado (Memmert® 854) a
37°C hasta que se obtuvo un peso constante. Luego, se trituraron en un mortero de forma manual.
Cabe destacar que cada extracto fue independiente entre especies, es decir, hubo un extracto de
boldo y otro de quillay. El material obtenido (polvo) se mezclé con dos tipos de disolventes, agua
destilada y etanol (96°), en cantidades variables de modo de obtener una solucién con la mayor
concentracion posible. Las soluciones obtenidas se agitaron mecanicamente a 120 rpm por un
periodo de 18 horas. Durante la primera hora las soluciones se calentaron a 37°C y el resto del
tiempo se mantuvieron a temperatura ambiente. Posteriormente fueron llevadas a una centrifuga a
1.500 rpm por un periodo de 15 minutos para filtrar la parte mas liquida (sobrenadante). Una vez
terminada esta etapa, se filtr6 nuevamente la parte liquida de la solucién para obtener el extracto
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base. Las filtraciones se efectuaron empleando un embudo Biichner, matraz Kitasato, papel filtro
N°19,0CM (ADVANTEC MFS ®) y una bomba de vacio. La concentraciéon del extracto base se
calcul6 llevando a sequedad una fraccion de la solucion, y por diferencia de peso se determinaron
los solidos solubles. Finalmente, cuando se obtuvo la concentracion a la que se encontraba la
solucion, se prepararon los extractos mediante dilucion para las distintas concentraciones que se
utilizaron en los tratamientos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Concentraciones (sélidos totales en % p/v) segun especie y disolvente para los ensayos de efecto
biocida.

Especie  Disolvente Sélidos totales (% p/v)

Boldo Agua 1 2 3
Etanol 1 2 4
Agua 1 3 6

Quillay g
Etanol 1 2 4

Preliminarmente se ensayaron distintas concentraciones, selecciondndose tres de ellas bajo el
criterio de rango de mortalidad, entre un 25 y 75%, para poder aplicar el analisis Probit (Robertson
etal., 1984).

2.2.2 Recoleccion y mantencion de agentes bidticos

Los hongos que se utilizaron para este estudio fueron facilitados por la Micoteca del Laboratorio de
Biodeterioro y Preservacion como se mencioné anteriormente. Las placas madres de las cuales se
tomaron las muestras para los cultivos de este ensayo se mantuvieron refrigeradas a una temperatura
de 5°C y una humedad relativa aproximada al 70%.

En el caso de las termitas, se colectaron ejemplares de éstas las que se trasladaron al Laboratorio de
Entomologia Forestal, Departamento de Silvicultura y Conservacion de la Naturaleza, Facultad de
Ciencias Forestales y de la Conservacion de la Naturaleza, Universidad de Chile, en Santiago. Las
colonias se mantuvieron durante el tiempo de duracion del estudio en contenedores de vidrio con
tierra en su base y madera como alimento, en oscuridad y llevando un registro de temperatura y
humedad. La temperatura se mantuvo cercana a los 23°C +/- 2°C y la humedad ambiental entre 35-
45%, adicionando peridédicamente agua destilada para mantener la humedad en el rango
preestablecido.



2.2.3 Bioensayos

2.2.3.1 Hongos de pudricion

Para este bioensayo se utiliz6 sélo disolvente acuoso para la elaboracion de los extractos. Esto se
debe a que el etanol es un disolvente de alta volatilidad que no permitiria una buena fijacion del
extracto en las probetas, por lo que no tendria efecto permanente sobre el hongo (Silva, 2015)".

Este bioensayo se realiz6 sobre la base de la norma ASTM D1413-07 (2008) en el Laboratorio de
Biodeterioro y Preservacion.

Se impregnaron probetas cubicas (bloques) de madera de Pinus radiata, de 19 mm de arista (6,9
cm® cada probeta) con tres concentraciones de extractos (quillay y boldo) en un disolvente (agua),
realizdndose diez réplicas para cada concentracion y para cada especie de hongo (120 probetas).
Cabe mencionar que los materiales, tales como instrumental, frascos, probetas, placas alimentadoras
(feeder strips), medio de cultivo y extractos fueron esterilizados en autoclave a 121°C durante 30
minutos antes de montar los bioensayos. Ademas, se usaron 20 probetas adicionales que fueron las
probetas testigos, 10 para cada hongo de prueba.

Inicialmente, las probetas fueron secadas en una estufa a 105°C por aproximadamente 24 horas
hasta peso constante. Luego se pesaron para obtener el peso seco, que para efectos de céalculos del
bioensayo corresponde a T;.

Luego, las probetas fueron sometidas a un proceso de impregnacion con el extracto hasta obtener
incrementos de peso entre un 80 y 100% del peso inicial. Para esto, primeramente se colocaron en
un desecador conectado a una bomba de vacio (Gast Manufacturing Inc. Modelo DOA-P504-BN,
EE.UU.) durante 30 minutos para extraer el agua remanente. Luego se abrio el acceso de la cAmara
que contenia el extracto, el que fue introducido por presién (2,0 kg/cm?) a las probetas, durante
aproximadamente 30 minutos. Posterior a esto, se dejaron reposar en una sala estéril durante dos
dias para que eliminaran el exceso de extracto y, transcurrido este tiempo, se pesaron ya con el
extracto impregnado; este peso se denominé To,.

Se calculé la retencion del extracto en la probeta como gramos de soluto introducida por centimetro
clbico de madera, utilizando la siguiente relacion:

Retencion [g/em®] = (GC/V) x 100

! Comunicacion personal con el Ingeniero Forestal Ricardo Silva Soto. Fecha de consulta: 23 de diciembre de
2015
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Donde “G” es la diferencia de peso de T,-Ty la cual indica los gramos de solucion absorbida por la

probeta, “C” son los gramos de extracto en 100 g de la solucién y “V” es el volumen de la probeta
3

encm’,

Realizado lo anterior, se procedié a dejar las probetas en condiciones ambientales en el Laboratorio
de Biodeterioro y Preservacion por un periodo de 48 a 72 horas. Pasado este tiempo, se
incorporaron en los frascos de vidrio en los cuales se monto el bioensayo.

Paralelamente a lo anterior, se prepararon los frascos de una capacidad de 1000 ml con un suelo que
consistié en una mezcla de tierra de hoja y tierra de vivero en proporcién 3:7, respectivamente,
ocupando un volumen cercano a un tercio del frasco. Este suelo tenia una capacidad de retencién de
agua del 40%, con un pH entre 5,0 y 8,0 y un peso superior a 90g/120 cm®. Los frascos, con el suelo
ya preparado e introducido en ellos, fueron esterilizados a 121°C durante 30 minutos en la
autoclave.

El medio de cultivo para los hongos correspondié a agar-malta al 3% p/v, es decir, una proporcion
de 3 g de agar-agar y 3 g de extracto de malta, diluidos en 100 ml de agua destilada. Primero, el
agar-agar se disolvio en 1.400 ml de agua caliente contenida en un vaso de precipitado empleando
un mechero Bunsen. A continuacion, y manteniendo la disolucion en constante agitacion se agrego
el extracto de malta. Esta disolucién fue trasladada a la sala de inoculacion y se vertié en placas
Petri, donde se dejo6 enfriar hasta que el medio solidificara. Una vez listas las placas con el medio,
éstas fueron esterilizadas en la autoclave a 121°C durante media hora. Transcurrido este tiempo, se
trasladaron nuevamente a la sala de inoculacién para proceder a la inoculacion de los hongos.

A partir de las placas madre que contenian los hongos, se cortaron cuadrados de aproximadamente 1
cm de lado conteniendo el micelio, ubicandose en el centro de las placas con el medio de cultivo
previamente preparado. Cumplida esta etapa, las placas se sellaron con papel “parafilm” y se
llevaron a la camara de cultivo a 27°C por aproximadamente 10 dias. Una vez que los hongos
colonizaron el medio de cultivo en aproximadamente un 95%, se introdujeron las placas
alimentadoras (Feeder Strips). Estas ultimas, al igual que las probetas de ensayo (Test Blocks),
correspondieron a madera de pino radiata, y su funcién es servir de medio de contacto y
propagacion del hongo a la probeta. Las placas alimentadoras se ubicaron dentro de las placas Petri
con el hongo crecido y fueron llevadas a la cdmara de incubacion, esperandose el tiempo necesario
para que fueran colonizadas por el hongo.

El dltimo paso del montaje del bioensayo fue la introduccién de las placas alimentadoras y de las
probetas en los frascos. Esto se realizd colocando las placas alimentadoras en contacto directo con
el suelo contenido en los frascos (humedad previamente explicada), y sobre ellas las probetas de
ensayo. Ubicadas las probetas sobre las placas alimentadoras se cerraron los frascos con sus tapas,
sin apretarlas, esto con el fin de permitir la entrada de oxigeno. La duracion del bioensayo, es decir,
el tiempo de permanencia de los frascos en la cdmara de incubacién fue de 12 semanas, sin ninguna
intervencion o medicion durante este periodo, tal como estipula la norma empleada mencionada
previamente.



Al final del periodo del bioensayo, las probetas fueron retiradas de los frascos de cultivo y se
cepillaron cuidadosamente para remover el micelio. Realizado lo anterior, se procedio a pesar las
probetas inmediatamente (Ts). Luego se pusieron los bloques sobre bandejas en la estufa a 105°C
hasta que alcanzaron un peso constante (aproximadamente durante 24 h). Finalmente, las probetas
se pesaron nuevamente y se obtuvo Tj.

Para determinar la pérdida de peso de las probetas se empled la siguiente relacion:

Pérdida de peso (%) = (100 X (T3-T4)/T5)

Donde “T3” es el peso de la probeta mas el remanente de extracto después de su exposicion al
ataque del hongo y de haber cepillado el micelio, y “T,” es el peso de la probeta seguido de la
exposicion al hongo y del acondicionamiento final.

Para evaluar el efecto fungicida se utilizé el método descrito en la norma ASTM D: 1413-07
(2008), el cual aborda tres aspectos:

- Umbral de retencion: Determinacion de la minima concentracion de extracto que es efectivo en
la prevencion significativa de la pérdida de peso, bajo condiciones particulares de la prueba, para un
hongo dado. Esta concentracion de preservante, en términos de kilégramos por metro cibico
(kg/m®) o libras por pie ctbico (Ib/ft) de madera, es denominada “umbral de retencién”. EIl umbral
es determinado por la inspeccion visual y por la estimacién del punto en el cual la pérdida de peso
causada por decaimiento no ocurre.

- Evidencia visual de decaimiento: Examen de los bloques después de que hayan sido
acondicionados y pesados hasta el fin del ensayo. Distorsion, contraccion y ablandamiento de los
bloques podria considerarse como evidencia de deterioro. Las anormalidades se hacen mas notorias
generalmente en los bloques con las retenciones inferiores de preservante, pero se vuelven
progresivamente menos evidentes con retenciones méas altas, hasta que ya no son evidentes. La
inspeccion visual no se debe confiar en el decaimiento, ya que a veces no es facilmente visto,
especialmente cerca del umbral de retencion.

- Uso de porcentajes de pérdida de peso: Cuando las pérdidas de peso en las probetas muestran un
aumento, y éste es progresivo como las disminuciones del extracto, ademas de cualquier pérdida
operacional, es efectivo. El valor de umbral es entonces considerado para ser la retencion media en
la cual esta transicion en la pérdida de peso es indicada. Un leve deterioro superficial que no es
progresivo puede ser mostrado por los bloques en que las retenciones estan un poco por encima del
umbral. En tales casos no se consideran pérdidas de decaimiento, sino que conducen a la
determinacion del umbral a ocurrir hasta que haya un aumento definitivo de las pérdidas de peso
por encima de aquellos relativamente bajos que resultan de la descomposicion superficial.

El disefio experimental empleado correspondié a un ensayo unifactorial completamente
aleatorizado, donde la variable de entrada (factor) fue la concentracion de extracto (tres niveles), y
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la variable respuesta fue el porcentaje de pérdida de peso de las probetas. Este modelo fue aplicado
en forma independiente para cada hongo y extracto de especie vegetal, por lo que los analisis se
hicieron por separado comparando las pérdidas de peso de los testigos con aquellas obtenidas de la
aplicacion de las diferentes concentraciones de extracto en cada tratamiento. Cabe destacar que los
hongos empleados corresponden a dos de los listados como utilizables en la norma ya referida.

2.2.3.2 Termita subterranea

Este bioensayo consistio en exponer a las termitas a los extractos de hojas de boldo y quillay por
separado, los cuales se ensayaron en las tres concentraciones ya indicadas previamente en el Cuadro
1, y dos disolventes, con cinco réplicas para cada prueba. La aplicacion del extracto para ambas
pruebas fue por inmersion y posterior aireacion durante 30 minutos.

Para evaluar el efecto insecticida se utilizo el método descrito por Blaske y Hertel (2001):

1. Prueba de exposicion indirecta: Durante la prueba de exposicion indirecta, el disco de
papel filtro de 2 cm de diametro con el extracto aplicado se adjuntd a la tapa de la placa
Petri, por lo que a lo largo del experimento los individuos de R. flavipes no tuvieron
contacto directo con él. En la parte inferior de la placa Petri se adjunt6 un disco de papel
filtro no tratado (sélo humedecido con agua destilada) de 5 cm de didmetro para proveer de
alimentacion y suministro de agua a los individuos de R. flavipes que se introdujeron. Los
extractos fueron ensayados en tres concentraciones de la solucion madre.

Se evaluaron tres tratamientos de control o testigo: control con disco de papel filtro
humedecido con agua, control con disco de papel filtro humectado con etanol y control de
inanicion con 3 g de arena humedecida con agua destilada en la parte inferior de la capsula
Petri en lugar del disco de papel filtro. Se realizaron cinco réplicas para las unidades de
tratamiento y de control. Este experimento se llevé a cabo en alrededor de 15 d, calculando
la mortalidad por dia.

2. Prueba de exposicion directa: Se coloco en la parte inferior de la placa Petri un disco de
papel filtro de 3 cm de didmetro con extracto y humedecido con agua destilada, y se
introdujeron 10 obreras de R. flavipes. Los extractos fueron ensayados en tres
concentraciones de la solucion madre.

Al igual que en la prueba de exposicién indirecta, se evaluaron tres tratamientos control o
testigo: control con disco de papel filtro humedecido con agua, control con disco de papel
filtro tratado con etanol y control de inanicion con 3 g de arena humedecida con agua
destilada en la parte inferior de la capsula Petri en lugar del disco de papel filtro. Se
realizaron cinco réplicas para las unidades de tratamiento y de control. Este experimento fue
Ilevado a cabo en alrededor de 12 d calculando la mortalidad por dia.

Se calcularon los porcentajes de mortalidad promedio y sus respectivos errores tipicos (ET). Estos
se normalizaron mediante grados Bliss (arcosenoVX (N° de obreras muertas/100) para cumplir los
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supuestos de homocedasticidad y normalidad de las pruebas paramétricas. Se hicieron analisis de
varianza (ANDEVA) de un factor (concentracién) para los extractos etandlico y acuoso por
separado considerando la especie vegetal, y pruebas de Tukey para comparaciones multiples de
medias cuando se encontraron diferencias significativas, utilizando el programa SPSS Statistics
22.0 (2014). Los porcentajes de mortalidad total se corrigieron con la férmula de Abbott (1925) MC
= [(X-Y)/(100-Y)]*100 para no sobredimensionar el efecto real de cada tratamiento, eliminando la
mortalidad natural (Silva et al., 2003), donde MC es la mortalidad corregida, X la mortalidad del
tratamiento e Y la mortalidad del testigo.

Ademas, los resultados se ajustaron mediante funciones matematicas para identificar la regresion
con mejor ajuste y determinar la concentracion (CLsp) y el tiempo (TLso) letales medios para
eliminar al 50% de la poblacion, mediante andlisis Probit. El ajuste de este modelo se verifico con
pruebas de ¥* (Chi?).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Determinacion de la capacidad fungicida

3.1.1 Capacidad fungicida de extractos de hojas de P. boldus

3.1.1.1 Efecto fungicida sobre Gloeophyllum trabeum

El andlisis unifactorial para la pérdida de peso en los diferentes tratamientos (concentraciones),
incluido el testigo, no indicd diferencias estadisticamente significativas (F3 1= 0,554; p< 0,05). Sin
embargo, numéricamente se puede observar que la concentracion maxima del extracto (3% p/v)
tuvo un leve efecto fungicida sobre G. trabeum alcanzando una pérdida de peso promedio de
19,04%, mientras que el tratamiento testigo presentd una pérdida de peso promedio de 22,25%. Las
concentraciones 1y 2% p/v permitieron una pérdida de peso promedio similar entre ellas, por lo
que se puede inferir que éstas no tienen mayor diferencia en su efecto fungicida. Ademas, la pérdida
de peso promedio de la concentracién mas baja sdlo varia en un 1% con respecto a la testigo, por lo
que se puede concluir que aquella concentracion tiene un efecto fungicida casi nulo (Cuadro 2,
Apéndice 1).

Cuadro 2. Pérdida de peso promedio (%) de las probetas tratadas con extracto acuoso de hojas de P. boldus
posterior al ataque de G. trabeum

Concentracion (% p/v) Pérdida de peso promedio (%)
Testigo 22,25
1 21,25
2 21,05
3 19,04

No existen estudios anteriores que hayan evaluado el efecto fungicida de los extractos de hojas de
P. boldus sobre G. trabeum. Sin embargo, Bittner et al. (2009), realizaron ensayos de actividad
bioldgica para evaluar la capacidad fungistatica de aceites esenciales de diversas especies del
bosque nativo de Chile durante 21 d (dias), entre ellas el boldo. Las especies fungicas sobre las
cuales se evalué este efecto fueron Rhizoctonia solani, Pythium irregulare, Ceratocystis
pilifera, Phragmidium violaceum y Fusarium oxysporum. Las concentraciones empleadas fueron
diluciones del aceite esencial al 30, 50 y 100%, con las cuales se impregnaron discos de papel filtro
en capsulas Petri; la actividad fungistatica se evalu6 a través de la medicién del halo del hongo del
testigo y, posteriormente, comparada con los resultados obtenidos en los ensayos que fueron
sometidos a algun tratamiento (concentracion). Los resultados obtenidos indican que los aceites
esenciales de boldo fueron poco efectivos sobre P. irregulare inhibiendo su crecimiento sélo un
19%, mientras que el mas alto fue sobre P. violaceum inhibiendo su crecimiento en un 45%.

Por otra parte, Vargas y Encinas (2003) evaluaron la actividad fungicida de los extractos de corteza
de Pinus caribaea var. hondurensis sobre G. trabeum. La actividad antifungica de los extractos, en
disolventes como etanol, tolueno, benceno, acetona y metanol, a concentraciones de 10, 5, 2, 1, 0,5
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y 0,2% pl/v, fue efectiva hasta en su concentracion més baja, provocando mas de un 70% de
inhibicion de crecimiento con el disolvente acetona.

Considerando las dos experiencias expuestas, se puede decir que los resultados obtenidos en el
presente estudio indican que las concentraciones utilizadas no han sido las ideales debido a que son
muy bajas; o bien, P. boldus no tiene potencial fungicida sobre G. trabeum.

Existe evidencia visual de ataque fangico por la separacion entre anillos de crecimiento, lo cual
indica que el hongo penetr6 por los radios lefiosos. Ademas, se observa separacion fibrilar en las
caras de la probeta (Figura 1).

El umbral de retencion, estimado a partir de la linea de tendencia derivada de los datos obtenidos en
el ensayo, fue de 9,9% p/v, lo cual indica que ésta seria la concentracion a la cual se detiene la
pérdida de peso por accion fungica.

Figura 1. Evidencia visual de decaimiento por accién de G. trabeum sobre probetas de pino radiata en
tratamiento con extracto de hojas de P. boldus.

3.1.1.2 Efecto fungicida sobre Trametes versicolor

El anélisis unifactorial para la pérdida de peso de los tratamientos y su testigo no mostré diferencias
estadisticamente significativas (Fs 1s= 0,946; p< 0,05). Sin embargo, numéricamente se puede
observar que la concentracion maxima del extracto (3% p/v) tuvo un efecto fungicida levemente
mayor sobre T. versicolor que sobre G. trabeum, alcanzando una pérdida de peso promedio de
19,3%, mientras que el tratamiento testigo presentd una pérdida de peso promedio de 26,98%
(Cuadro 3, Apéndice I1).

Se observé una tendencia de relacion directa entre la concentracion y la pérdida de peso para todos
los tratamientos, con un aumento poco significativo como respuesta a una mayor concentracion del
extracto (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Pérdida de peso promedio (%) de las probetas tratadas con extracto acuoso de hojas de P. boldus
posterior al ataque de T. versicolor.

Concentracion (% p/v) Pérdida de peso promedio (%0)
Testigo 26,98
1 24,56
2 22,38
3 19,3

No se registran estudios anteriores que hayan evaluado el efecto fungicida de los extractos de hojas
de P. boldus sobre T. versicolor. Sin embargo, Vargas y Encinas (2003) evaluaron la actividad
fungicida de los extractos de corteza de Pinus caribaea var. hondurensis sobre T. versicolor. La
actividad antifingica de los extractos, en disolventes como etanol, tolueno, benceno, acetona y
metanol, a concentraciones de 10, 5, 2, 1, 0,5y 0,2% p/v, fue efectiva hasta en su concentracion
maés baja, provocando méas de un 65% de inhibicidn de crecimiento con el benceno como disolvente.

Probablemente los resultados del presente ensayo no fueron los esperados, debido a las bajas
concentraciones utilizadas. Para efecto de ensayos posteriores, se propone considerar la utilizacién
de concentraciones superiores que pueden ser obtenidas mediante la diferenciacion de hojas nuevas
y maduras.

Con respecto a la evidencia visual de decaimiento, las probetas sometidas al ataque de T. versicolor
presentaron patrones similares de degradacién a las atacadas por G. trabeum (Figura 1).

El umbral de retencién, estimado a partir de la linea de tendencia resultante de la grafica de los
datos obtenidos en el ensayo, indicé que para una concentracién mayor al 100% p/v recién se
lograria que la pérdida de peso consecuencia del ataque fangico fuera nula, ya que con el 100% p/v,
la pérdida de peso promedio seria de 3,28%. Este resultado implica que, dado que es imposible
concentrar este extracto a un valor superior al 100% p/v, deberia trabajarse con un extracto base de
mayor concentracion (mayor cantidad de solidos solubles) que el conseguido en este estudio, lo que
posiblemente podria lograrse modificando el método de extraccion en estudios posteriores.

3.1.2 Capacidad fungicida de extractos de hojas de Q. saponaria

3.1.2.1 Efecto fungicida sobre Gloephyllum trabeum

El andlisis unifactorial para la pérdida de peso obtenida en los diferentes tratamientos, incluido el
testigo, no indicd diferencias estadisticamente significativas (F3 1s= 0,615; p< 0,05). Sin embargo,
en el Cuadro 4 se puede observar que la concentracion méaxima del extracto (6% p/v) tuvo cierto
efecto fungicida sobre G. trabeum, ya que produjo una disminucion en la pérdida de peso promedio
(18,71%) si se compara con la del testigo (22,25%). A pesar de que la concentracion intermedia
(3% p/v) es la mitad de la méas alta, la diferencia entre las pérdidas de peso promedio no es
significativa, variando aproximadamente en un 1% (Cuadro 4, Apéndice Il1).
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Se aprecid una relacion directa entre la concentracion y la pérdida de peso promedio para todos los
tratamientos, a pesar que estadisticamente no se registr6 una diferencia significativa.

Cuadro 4. Pérdida de peso promedio (%) de las probetas tratadas con extracto acuoso de Q. saponaria
posterior al ataque de G. trabeum.

Concentracion (% p/v) Pérdida de peso promedio (%0)
Testigo 22,25
1 21,19
3 19,57
6 18,71

No se encuentran estudios anteriores que hayan evaluado el efecto fungicida de hojas de Q.
saponaria sobre G. trabeum. Sin embargo, Sandoval (2006) evalué el efecto fungicida y
fungistatico de polvos obtenidos de hojas y corteza de Q. saponaria sobre Botrytis cinerea en
concentraciones de 500, 1.000, 2.000 y 4.000 ppm con Agar Papa Dextrosa (APD). Los resultados
obtenidos indicaron que Q. saponaria presentaba actividad fungistatica sobre B. cinerea, pero no
fungicida. A partir de la concentracion de 1.000 ppm, en el caso de los polvos de hojas de quillay,
se logrd un efecto fungistatico importante, mientras que para los polvos de corteza de quillay, las
cuatro concentraciones evaluadas tuvieron un alto efecto inhibitorio sobre el crecimiento del hongo.
Aun asi, Sandoval (2006) considera que este efecto fue relativamente bajo (17%) en comparacion a
los resultados de otros autores, quienes obtuvieron valores cercanos al 25% o superiores para otros
hongos tales como Aspergillus flavus (Montes et al., 1997) y Fusarium moniliforme (Bravo et al.,
2000).

Bajo este criterio, Q. saponaria no podria considerarse una especie con potencial fungicida
importante sobre G. trabeum. Por lo anterior se considera que, al igual que en el caso de boldo, las
concentraciones de extracto de hojas de quillay utilizadas en este ensayo fueron bajas, razon por la
cual se recomienda que, para estudios posteriores que busquen lograr el efecto fungicida de quillay
sobre Gloeophyllum trabeum u otro hongo, se utilicen concentraciones mas altas que las empleadas
en el presente estudio, sin descartar analisis quimicos que permitan detectar los componentes del
extracto de mayor efecto fungicida, tema que no constituye el objetivo del presente trabajo.

Con respecto a la evidencia visual de decaimiento por efecto del ataque fingico, se puede observar
en la Figura 2 que el mecanismo de penetracién del hongo fue a través de los radios lefiosos,
provocando la separacion fibrilar y entre los anillos de crecimiento. La consistencia de la probeta
dejo en evidencia la facilidad para quitar partes de ella sin mayor esfuerzo.

El umbral de retencion, estimado a partir de la linea de tendencia resultante de la grafica de los
datos obtenidos en el ensayo indic6 que para una concentracion infinita o mayor al 100% p/v recién
se lograria que la pérdida de peso consecuencia del ataque fungico fuera nula, ya que con el 100%
p/v, la pérdida de peso promedio seria de 10,58%. Este resultado implica que, dado que es
imposible concentrar este extracto a un valor superior al 100% p/v, deberia trabajarse con un
extracto base de mayor concentracion (mayor cantidad de sélidos solubles) que el conseguido en
este estudio, lo que posiblemente podria lograrse modificando el método de extraccién en estudios
posteriores.
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Figura 2. Evidencia visual de decaimiento por ataque de G. trabeum sobre probetas de pino radiata bajo
tratamiento con extractos de hojas de Q. saponaria.

3.1.2.2 Efecto fungicida sobre Trametes versicolor

El analisis unifactorial para la pérdida de peso obtenida en los diferentes tratamientos, incluido el
testigo, no indicd diferencias estadisticamente significativas (F3 1s= 2,093; p< 0,05). Sin embargo,
la concentracion maxima del extracto (6% p/v) disminuyo la pérdida de peso promedio a un 10,22%
en comparacion con la del testigo (26,98%). Este resultado es el mas relevante en términos de
disminucién en la pérdida de peso promedio en comparacion con los anteriores, por lo que podria
considerarse el mas promisorio. En base a lo anterior, es importante mencionar que, para estudios
posteriores de esta indole, la concentracion a utilizar debiese ser superior a las utilizadas en el
presente estudio (Cuadro 5, Apéndice V).

Se observé una relacién directa entre la concentracion y la pérdida de peso promedio para todos los
tratamientos, a pesar de que estadisticamente no se registr6 una diferencia significativa.

Cuadro 5. Pérdida de peso promedio (%) de las probetas tratadas con extracto acuoso de Q. saponaria
posterior al ataque de T. versicolor.

Concentracion (% p/v) Pérdida de peso promedio (%0)
Testigo 26,98
1 21,58
3 17,59
6 10,22

No existen estudios anteriores que hayan evaluado la capacidad fungicida de hojas de Q. saponaria
sobre Trametes versicolor. Sin embargo, Ribera et al. (2008) experimentaron con extractos acuosos
y etandlicos de brotes in vitro de Q. saponaria sobre B. cinerea obteniendo resultados interesantes,
ya que ambos extractos provocaron una reduccion en la germinacion conoidal y en el crecimiento
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micelial del hongo, siendo més efectivo el extracto etandlico. Las concentraciones utilizadas fueron
0,5, 1y 15% p/v. Los resultados obtenidos por el autor anteriormente mencionado, podrian
explicarse por la concentracion de aceites esenciales y otras sustancias que poseen los brotes de
quillay en comparacion con las hojas de este.

Apablaza et al. (2002) evaluaron el efecto fungicida de las saponinas de quillay contenidas en
extractos naturales en diferentes proporciones sobre Erysiphe cichoracearum y Sphaerotheca
fuliginea. Las dosis con las que trabajaron fueron 784,761, 392 y 380 ppm de saponinas obteniendo
resultados significativos con la concentracion mas alta, logrando reducir la aparicién de los hongos
en un 38%, mientras que, para la concentracion de 761 ppm, tal reducciéon disminuyé a sélo un
16%, sin presentar diferencias significativas con el testigo. En el caso de los ensayos de ataque de
los hongos sobre el zapallo de la guarda (Cucurbita maxima), se probd con concentraciones de
1200, 400 y 32 ppm de saponinas, y todos los tratamientos lograron controlar los hongos.

En la Figura 3 se puede apreciar que el ataque de T. versicolor fue considerable, ya que cubri6 la
totalidad de las probetas. La evidencia visual de deterioro de estas probetas fue mas notoria que la
expuesta en la Figura 1, pero el mecanismo de ataque (colonizacion inicial a través de los radios
lefiosos) fue muy similar presentando los mismos patrones de degradacion.

El umbral de retencion, estimado a partir de la linea de tendencia resultante de la grafica de los
datos obtenidos en el ensayo fue de 12% p/v, lo cual indica que ésta seria la concentracion a la cual
se detiene la pérdida de peso por accion fungica. Esta conclusion es de caracter técnico y no
considera aspectos econdémicos, pues estos no constituyen objetivos del estudio.

Figura 3. Probetas con extractos de hojas de Q. saponaria bajo ataque fungico (T. versicolor) al final del
ensayo.
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3.2 Determinacion de la capacidad insecticida

3.2.1 Porcentaje de Mortalidad Promedio

3.2.1.1 Prueba de Exposicion Indirecta

a. Extractos de hojas de P. boldus. El andlisis unifactorial entre las mortalidades producto de los
tratamientos y sus testigos, tanto con el extracto acuoso (F4 = 6,755; p<0,05) como con el
etandlico (F, 2= 8,847, p< 0,05), indican que tales resultados de mortalidad se debieron al efecto
insecticida de los extractos (Cuadro 6, Apéndice V).

Los tratamientos con el extracto acuoso mostraron tendencias similares a aquellos con el extracto
etanolico, aunque con los primeros se alcanz6 una mortalidad mayor a una menor concentracién
(Cuadro 6). Lo anterior permite inferir que para la elaboracion del extracto acuoso, la cantidad de
masa vegetal necesaria seria menor que para la del etandlico.

Ademas, se verificé una relacién directa entre la concentracion y la mortalidad en ambos
tratamientos, con un aumento significativo como respuesta a una mayor concentracién del extracto.

Cuadro 6. Mortalidad (% + EE) de R. flavipes por efecto de los extractos acuoso y etanélico de hojas de P.
boldus en prueba de exposicion indirecta, al dia 14 de evaluacidn con extracto acuoso y etanélico.

Concentracion (% p/v) Extracto acuoso Extracto etandlico
4 - 66 (59) £4,7b
3 70 (82)+4,6b -
2 54 (68) +£ 3,4 ab 56 (47) £ 3,8 ab
1 47 (60) £ 6,2 a 48 (38) £ 2,6 a
Testigo inanicién 39+53a 41+32a
Testigo agua 34+68a -
Testigo etanol - 41+38a

Entre paréntesis, mortalidad corregida por Abbott (1925). Letras diferentes en columna indican diferencias
significativas entre concentraciones mediante prueba de Tukey (p < 0,05).

No se documentan estudios precedentes que evallen el efecto insecticida de P. boldus sobre R.
flavipes, aunque existen algunos trabajos en relacion a este insecto en los cuales se han empleado
extractos de otras especies vegetales.

Rubio (2014) evalud el efecto insecticida de frutos verdes de Melia azedarach sobre R. flavipes bajo
el mismo método utilizado en el presente estudio. Sus resultados indicaron que el extracto etanolico
en su mayor concentracion (15,3% p/v) provocé un 86% de mortalidad, mientras que con el
extracto acuoso a la misma concentracion se logré una mortalidad de 78%. En su concentracion mas
baja (3,4% p/v), el extracto etandlico logr6 alcanzar una mortalidad del 62%, mientras que con el
acuoso esta fue de 50%.
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Los resultados del presente estudio difieren de los obtenidos por Rubio (2014), probablemente
debido a la resistencia que tiene la termita frente a ciertas sustancias quimicas propias de cada
especie vegetal. Ademas, el extracto mas efectivo en el caso del autor antes mencionado fue el
etandlico, mientras que en este ensayo fue el acuoso. Esto puede deberse a la interaccion entre las
sustancias quimicas presentes en diferentes partes (fuste, hojas, corteza, ramas o frutos) de las
especies vegetales y los disolventes utilizados.

Cabe mencionar que P. boldus, en esta prueba, sigue presentando caracteristicas insecticidas y
puede ser considerado un potencial bioinsecticida.

Con respecto a las mortalidades de obreras de R. flavipes se puede apreciar en la Figura 4, que a
pesar de que se produjo una respuesta mas rapida con el extracto etandlico (B) que con el acuoso
(A), la mortalidad final alcanzada por este ultimo fue mayor. A partir del dia 5 de evaluacion, el
extracto acuoso en todas sus concentraciones present6 linealidad en sus mortalidades, mientras que
las del etandlico tuvieron un aumento progresivo, pero mas lento, destacandose principalmente el
efecto que tuvo la maxima concentracion (4% p/v).
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Figura 4. Mortalidad acumulada (% + EE) de R. flavipes por efecto de la exposicion indirecta a discos de
papel filtro tratados con extracto acuoso (A) y etandlico (B) de hojas de P. boldus en tres concentraciones.
Letras distintas sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas entre concentraciones por

dia, segun prueba de Tukey (p < 0,05).
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b. Extractos de hojas de Q. saponaria. El andlisis unifactorial entre las mortalidades producto de
los tratamientos y sus testigos, tanto con el extracto acuoso (Fs, = 4,02; p< 0,05) como con el
etandlico (Fy4, 0= 7,26; p< 0,05), indican que tales resultados se debieron al efecto insecticida de los
extractos (Cuadro 7, Apéndice V1).

Cuadro 7. Mortalidad (% + EE) de R. flavipes por efecto de los extractos acuoso y etandlico de hojas de Q.
saponaria en prueba de exposicion indirecta, al dia 15 de evaluacién con extracto acuoso y al dia 13 de
evaluacion con extracto etanélico.

Concentracion (% p/v) Extracto acuoso Extracto etanélico
6 69 (61)+4,6Db -
4 - 58 (48)x4,5h
3 50 (44)+ 4,1 ab -
2 - 52 (46)x 2,4 b
1 46 (39)£ 4,6 ab 46 (39)£ 5,7 ab
Testigo inanicién 39+6,9ab 33+26a
Testigo agua 46+706a -
Testigo etanol - 345+33a

Entre paréntesis, mortalidad corregida por Abbott (1925). Letras diferentes en columna indican diferencias
significativas entre concentraciones mediante prueba de Tukey (p < 0,05).

No existen estudios previos que hayan evaluado la capacidad insecticida de Q. saponaria sobre R.
flavipes bajo pruebas de exposicidn indirecta. Sin embargo, considerando el criterio de Paez et al.
(1991) y Lagunes-Tejeda y Vésquez-Navarro (1994), el cual indica que el polvo o extracto vegetal
que logre una mortalidad igual o superior al 40% es promisorio, los extractos de hojas de quillay
presentarian capacidad insecticida y cumplirian con este criterio.

Con respecto a las mortalidades, el extracto acuoso muestra un aumento significativo en su
concentracion mas alta a partir del dia 7, mientras que las dos mas bajas mantienen un efecto similar
hasta el dia 12 de evaluacion, punto a partir del cual la concentracion intermedia (3% p/v) aumenta
significativamente la mortalidad (Figura 5A).

En el caso del extracto etandlico, el tratamiento a una concentracion del 4% p/v se diferencia
significativamente de los otros tratamientos, y de manera constante a partir del dia 8 de evaluacion,
mientras que los otros dos tratamientos presentaron mortalidades similares hasta el dia 10 de
evaluacion, momento en el cual el tratamiento al 2% p/v se diferencid estadisticamente de aquel al
1% p/v (Figura 5B).

Segun Sfeir (1990), la mayor proporcion de saponina se encuentra en la corteza (11,6%) y la menor,
en las hojas (6,1%), por lo que se puede inferir que este triterpeno tan caracteristico del quillay, no
es precisamente el que tendria un efecto insecticida, sino que seria posiblemente otro metabolito
presente en esta especie.
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Figura 5. Mortalidad acumulada (% + EE) de R. flavipes por efecto de la exposicion indirecta a discos de
papel filtro tratados con extracto acuoso (A) y etandlico (B) de hojas de Q. saponaria en tres concentraciones.
Letras distintas sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas entre concentraciones por
dia, segun pruebas de Tukey (p < 0,05).
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3.2.1.2 Prueba de Exposicion Directa

a. Extractos de hojas de P. boldus. El andlisis unifactorial entre mortalidades producto de los
tratamientos y sus testigos detectd diferencias estadisticamente significativas tanto con el extracto
acuoso (F4, 0= 33,456; p< 0,05) como con el etanolico (F4, »= 18,691; p< 0,05), indicando que los
resultados de mortalidad se debieron al efecto del extracto insecticida (Cuadro 8, Apéndice VII).

Se observd una relacion directa entre la concentracion y la mortalidad para ambos tratamientos, con
un aumento significativo de esta Gltima como respuesta a una mayor concentracién del extracto.

Cuadro 8. Mortalidad (% + EE) de R. flavipes por efecto de los extractos acuoso y etanélico de hojas de P.
boldus en prueba de exposicion directa, al dia 11 de evaluacion con extracto acuoso y al dia 14 de evaluacion
con extracto etandlico.

Concentracion (% p/v) Extracto acuoso Extracto etandlico
4 - 72(67)x2d
3 82 (76)+3,7¢c -
2 62(51)+7,4b 58 (50) + 3,7 ¢
1 52 (38)£5,1b 4233 x2b
Testigo inanicién 22+2a 16+25a
Testigo agua 22+2a -
Testigo etanol - 16+25a

Entre paréntesis, mortalidad corregida por Abbott (1925). Letras diferentes en columna indican diferencias
significativas entre concentraciones mediante prueba de Tukey (p < 0,05).

No se registran estudios anteriores que hayan evaluado el efecto insecticida de los extractos de
hojas de P. boldus sobre R. flavipes. Sin embargo, diversos autores han demostrado el efecto
insecticida de P. boldus, ya sea como polvos o extractos de otras partes del arbol.

Pizarro (2007) sefiala que, en ensayos de exposicion directa de polvos de P. boldus sobre adultos de
Sitophilus zeamais, a concentraciones de 1 y 2% p/p, obtuvo mortalidades de 80,8 y 97,5%,
respectivamente. Esto respalda los resultados de mortalidad obtenidos en el presente estudio con
ambos disolventes. A pesar de que el extracto acuoso produjo mayor mortalidad que el extracto
etandlico (Cuadro 8), ambos pueden considerarse prometedores para el control de insectos de
acuerdo al criterio de Péez et al. (1990) y Lagunes-Tejeda y Vasquez-Navarro (1994).

En el caso de la exposicion a aceites esenciales de P. boldus sobre S. zeamais, con las
concentraciones 2 y 4% v/v se lograron mortalidades superiores al 40% a las 24, 48 y 72 h,
mientras que con la concentracion de 1% v/v, solo a las 72 h se logré una mortalidad superior al
40% (Pizarro, 2007).

Por otra parte, Silva (2010) sefiala que el polvo de P. boldus incorporado a la dieta artificial de
Spodoptera frugiperda y Helicoverpa zea, en concentraciones de 8% p/p, produjo una mortalidad
de 65% Yy 67,5% respectivamente. En el caso de H. zea, no hubo diferencias significativas entre la
mortalidad provocada por las concentraciones de 4 y 8% p/p, aunque la de 8% p/p fue
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significativamente diferente del resto de las concentraciones evaluadas. En el estudio también se
ensayaron concentraciones < 2% p/p, las cuales no provocaron una mortalidad mayor al 40%.

Zapata et al. (2006) indican que las hojas de P. boldus en la dieta de Spodoptera littoralis, en
concentraciones de 1% p/p, provocaron una mortalidad cercana al 25% a 12 d del inicio de su
ensayo, mientras que con concentraciones de 4% p/p la mortalidad alcanzada fue cercana al 60% en
la misma cantidad de dias. En el presente estudio, la mortalidad obtenida en este tiempo, a una
concentracion del 3% p/v con el extracto acuoso, es superior al 95%, mientras que con el extracto
etandlico y a la misma concentracion, la mortalidad supera el 70%. En el caso de la concentracion
mas baja utilizada en el presente estudio (1% p/v), las mortalidades con el extracto acuoso y
etanolico a los 12 d son cercanas al 50 y 45%, respectivamente (Figura 6).

Rubio (2014) experimentd con extractos acuosos Y etanélicos de frutos verdes de Melia azedarach
sobre R. flavipes, obteniendo la mayor mortalidad con la concentracion de 15,3% p/v. Para el
extracto acuoso la mortalidad fue de 96%, mientras que para el etanélico alcanzé el 100% en un
total de 12 d de evaluacion. Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que los
extractos acuosos y etanolicos, en concentraciones de 3 'y 4% p/v respectivamente, podrian ser mas
efectivos que los de M. azedarach, considerando que a tales concentraciones las mortalidades se
encuentran cercanas al 100% (Figura 6A) y 80% (Figura 6B), respectivamente. De lo anteriormente
expuesto se puede inferir que los extractos acuosos y etanélicos de hojas de P. boldus poseen mayor
efecto insecticida que los de M. azedarach, esto porque con concentraciones cuatro a cinco veces
menores del extracto de P. boldus se logran mortalidades similares a las obtenidas con los extractos
de M. azedarach.

Macuada (2013) evalué el efecto insecticida de extractos de hojas nuevas y maduras de Peumus
boldus sobre larvas de Xanthogaleruca luteola. En el caso de los extractos de hojas nuevas, obtuvo
mortalidades superiores al 85% con la concentracion mayor (3,4% p/v) al dia 12 de evaluacion, y
mortalidades mayores al 45% a partir de la concentracion mas baja (0,7% p/v) desde el dia 8. Por
otra parte, con las hojas maduras, el extracto etandlico alcanzé una mortalidad promedio superior al
50% a partir de la concentracion mas baja (1,8% p/v) en el dia 7. Los resultados obtenidos en el
presente estudio permiten inferir que la diferenciacion entre hojas nuevas y maduras, permitiria
lograr mortalidades superiores a las obtenidas. De esta forma, el efecto insecticida de P. boldus
sobre R. flavipes podria ser potencialmente mayor al obtenido.

Con respecto al tiempo de respuesta del efecto insecticida de los extractos utilizados en este estudio,
se puede decir que las primeras mortalidades de obreras de R. flavipes para el tratamiento testigo de
inanicion se registraron al dia 5 de evaluacion, observandose un lento aumento de la mortalidad,
alcanzando al dia 12 un porcentaje levemente superior al 40%, sin lograr el 100% al término del
ensayo (Figura 6). Por otra parte, Pizarro (2007) sefiala que una concentracion de 1% v/v de aceites
esenciales de P. boldus, en contacto con S. zeamais, provocd una mortalidad mayor al 40% recién a
partir del segundo dia, mientras que el presente trabajo, tal porcentaje de mortalidad para la
concentracion de 1% p/v se obtuvo a partir del dia 9 con el extracto acuoso, y a partir del dia 10 con
el extracto etandlico.

En la Figura 6 se observan las mortalidades obtenidas en los 12 d de evaluacion para la prueba de
exposicion directa (A). La mayor mortalidad observada con la mayor concentracion del extracto
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acuoso (3% p/v) fue 100%, mientras que con la concentracion mas elevada del extracto etandlico
(4% plv) fue 82%.

En los tratamientos con extracto etandlico se observa una tendencia significativa de diferenciacion
de mortalidad a partir del dia 9 de evaluacién, la que alcanzé el mayor nivel con la concentracion de
4% p/v (Figura 6B).
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Figura 6. Mortalidad acumulada (% + EE) de R. flavipes por efecto de la exposicién directa a discos de papel
filtro tratados con extracto acuoso (A) y etanélico (B) de hojas de P. boldus en tres concentraciones. Letras
distintas sobre las barras indican diferencias estadisticamente significativas entre concentraciones por dia,
segln pruebas de Tukey (p <0,05).
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b. Extractos de hojas de Q. saponaria. El andlisis unifactorial para la mortalidad obtenida en los
diferentes tratamientos, incluidos los testigos, detectd diferencias significativas tanto con el extracto
acuoso (F4, 2= 8,71; p< 0,05) como con el etanolico (F4 2= 39,78; p< 0,05), indicando que los
resultados de mortalidad se debieron al efecto insecticida del extracto (Cuadro 9, Apéndice VIII).

Al igual que los casos anteriores, se detectd una relacion directa entre la concentracion y la
mortalidad en ambos tratamientos, con un aumento significativo de esta Ultima como respuesta a
una mayor concentracion del extracto.

Cuadro 9. Mortalidad (% + EE) de R. flavipes por efecto de los extractos acuoso y etanolico de hojas de Q.
saponaria en prueba de exposicion directa, al dia 14 de evaluacion con extracto acuoso y al dia 10 de
evaluacién con extracto etandlico.

Concentracion (% p/v) Extracto acuoso Extracto etandlico
6 64 (58)+25hb -
4 - 68 (61)+2c
3 59 (52) £39b -
2 - 56 (46) £6,8b
1 47 (39) +5,1ab 46 (34)+25b
Testigo inanicién 37+48a 20+0a
Testigo agua 38+46a -
Testigo etanol - 18+2a

Entre paréntesis, mortalidad corregida por Abbott (1925). Letras diferentes en columna indican diferencias
significativas entre concentraciones mediante prueba de Tukey (p < 0,05).

No existen estudios anteriores que hayan evaluado el efecto insecticida de los extractos de hojas de
Q. saponaria sobre R. flavipes. Sin embargo, Pelah et al. (2002) han demostrado el efecto larvicida
de la saponina comercial de corteza de Q. saponaria disuelta en agua sobre huevos y larvas de
Aedes aegypti y Culex pipiens, obteniendo una mortalidad del 100% después del primer y quinto dia
de evaluacion con las concentraciones de 800 y 1000 mg/L, respectivamente.

Zapata et al. (2006) indican que la corteza triturada de Q. saponaria incluida en la dieta artificial de
larvas neonatas de Spodoptera littoralis, en concentraciones de 1y 4% p/p, provocaron un efecto
insecticida a partir de la segunda semana de vida alcanzando un 15% de mortalidad. En el caso de
las larvas de tercer estadio las concentraciones de 1, 2 y 4% p/p s6lo provocaron un efecto
antialimentario menor, sin manifestarse una mayor mortalidad.

Silva et al. (2005), realizaron ensayos para encontrar plantas con propiedades insecticidas para el
control de Sitophilus zeamais en maiz almacenado, dentro de las cuales se encontraba Q. saponaria.
Polvos de esta especie aplicados a una concentracion de 1% p/p permitieron alcanzar una
mortalidad sélo del 2,9%, por lo que no fue considerada apta para seguir en evaluacion.

Comparando los resultados de los estudios expuestos de Pelah et al. (2002) y Zapata et al. (2006)
con los del presente trabajo, se puede decir que Q. saponaria presenta un mayor efecto insecticida
sobre obreras de R. flavipes con extractos acuosos y etanolicos de hojas que con polvos de corteza
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sobre larvas de Aedes aegypti y Culex pipiens (en el caso de Pelah et al., 2002) y larvas de S.
littoralis (en el caso de Zapata et al., 2006).

El ensayo realizado en el presente estudio indica que los extractos de hojas de Q. saponaria
presentan un efecto insecticida sobre obreras de R. flavipes. Considerando ademas los estudios
expuestos de otros autores que evaluaron el efecto larvicida de esta especie vegetal, se puede
considerar que logra también mortalidades considerables sobre obreras de R. flavipes.

Con respecto a las mortalidades obtenidas (Figura 7), se puede observar que la mayor mortalidad
esta asociada a la concentracion mas elevada del extracto acuoso (6% p/v), la que fue 99,8%,
mientras que para la mayor concentracion del extracto etanélico (4% p/v) fue 98%.

En los tratamientos con extracto etandlico se observo una tendencia significativa de diferenciacion
de mortalidad a partir del dia 10 de evaluacion, la que alcanz6 el mayor nivel con la concentracién
de 4% p/v (Figura 7B). Por su parte, los tratamientos con extracto acuoso presentaron una tendencia
significativa de diferenciacion de mortalidad a partir del dia 3 de evaluacion (Figura 7A).
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Figura 7. Mortalidad acumulada (% + EE) de R. flavipes por efecto de la exposicién directa a discos de papel
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3.2.2 Concentracion letal (CLs)

3.2.2.1 Extractos de hojas de P. boldus

Segun el andlisis Probit, las mortalidades obtenidas con el extracto acuoso al 3% p/v fueron
mayores que las obtenidas con el extracto etandlico al 4% p/v. Lo anterior, aparte de indicar la
mayor eficacia del extracto acuoso, implica que, por necesitarse menor concentracion de este
extracto, las necesidades de masa de material vegetal (hojas en este caso) también seran menores.

Con respecto a la CLs, de la exposicion indirecta para el extracto acuoso, al dia 15 de evaluacion, es
maés efectiva que la del extracto etandlico al mismo periodo, ya que el primero solo requiere una
concentracion de 1,01% p/v, mientras que el segundo, una de 1,1% p/v.

Por otro lado, se evidencia que la mejor CLs, de la exposicion directa es la del extracto acuoso, por
requerir una concentracion de 1,01% p/v en contraposicion con la del etandlico (1,29% p/v). A
pesar de que el extracto acuoso requiere de esta menor concentracion para lograr el efecto
insecticida del 50% de los individuos al dia 12, mientras que el etandlico lo logra al dia 10, se
considera méas efectivo porque se requerira menor masa vegetal para su elaboracion.

Cuadro 10. Efectividad insecticida sobre R. flavipes de los extractos de hojas de P. boldus segln prueba de
exposicion directa e indirecta, en funcion de la CLsx,.

Z;gggiﬁgrf Disolvente Evzl;;:;:)lon Pendiente + EE  CLg (% plv)  y**
Indirecta Agua 13 17,41 £ 6,09 1,85 423
14 19,93+ 7,35 1,30 1,88

15 24,79 £ 9,92 1,01 2,91

Etanol 13 14,58 + 0,12 1,99 4,08

14 16,50 + 0,22 1,50 4,78

15 18,00 + 0,47 1,10 5,13

Directa Agua 10 9,37+1,74 1,19 0,63
11 25,92 +9,17 1,01 5,38

12 42,09 + 10,57 1,01 55

Etanol 8 32,97+1,32 1,71 5,97

9 26,85 + 3,01 1,38 5,4

10 25,23+1,71 1,29 5,93

*E| estimador y° calculado fue menor que el valor tabulado (gl = 2; p < 0,05) = 5,9915, por lo que el modelo
Probit se ajusté a los resultados experimentales (EE: Error estandar).

Con respecto a las pendientes en los resultados de exposicion indirecta, la del extracto acuoso es
mayor que la del etandlico. Esto quiere decir que las concentraciones del extracto acuoso
provocaron mortalidades méas variables dependiendo de la concentracién utilizada que las del
etanolico (Cuadro 10).
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En la Figura 8 se observa que las mortalidades de obreras de R. flavipes alcanzadas por el extracto
acuoso (A), al dia 15 de evaluacién, son mayores que las del extracto etandlico (B) a una
concentracion levemente menor y en el mismo periodo de evaluacién (15 d).

En el caso de las pendientes obtenidas para las pruebas de exposicion directa, estas presentan
variaciones notables, ya que para el extracto acuoso el valor que toma entre los dias de evaluacion
presenta un rango amplio, mientras que las del extracto etan6lico son mayores, pero sin mayor
variacion. Esto explica la variacion de las mortalidades provocadas por el extracto (acuoso o
etandlico) con las potenciales CLs, expuestas en el Cuadro 10.

En la Figura 9 se observa que al dia 11 el extracto acuoso provoca una mayor mortalidad de obreras
de R. flavipes (superior al 80%), a una menor concentracioén que el extracto etanolico al dia 10
(cercana al 70%) a una concentracion mayor.

Rubio (2014) indica que la CLs, de extractos de frutos verdes de M. azedarach sobre R. flavipes, en
pruebas de exposicion directa al dia 6 de evaluacion, fue de 2,64% plv, y que, ademas, los
tratamientos con extracto etanolico presentaron una CLs, menor que 10s acuosos.

Macuada (2013) sefiala que la CLsg del extracto de hojas nuevas y maduras de P. boldus sobre X.
luteola se encuentra entre 0,90 a 1,20% p/v los dias 7 y 9 de evaluacion para los extractos
etandlicos, siendo estos mas efectivos que los acuosos.

En el presente estudio, la CLs, fue menor para los extractos acuosos, tanto para la prueba de
exposicion directa como indirecta. Probablemente esto se deba a que, a diferencia de Macuada
(2013), no se hizo diferencia entre hojas nuevas y maduras de P. boldus las que pueden presentar
concentraciones diferentes de sus componentes quimicos segun su etapa de desarrollo. Ademas,
Sfeir (1990) indica la concentracion de boldina (principal componente del boldo) varia de acuerdo
al lugar geografico en donde se colecten. En su estudio, colectd en el predio Juan Pastor Ledn
(Pantanillos) y en la misma localidad del presente estudio (Antumapu, Santiago), y los resultados
obtenidos indican que la mayor concentracion de este alcaloide es mayor en la primera localidad.
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Figura 8. Representacion grafica del andlisis Probit mediante el parametro CLsy para la mortalidad de R.
flavipes, por efecto de extractos acuoso y etandlico de hojas de P. boldus, segun pruebas de expasicién
indirecta al dia 15 en extracto acuoso (A) y etandlico (B).
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Figura 9. Representacion grafica del andlisis Probit mediante el parametro CLsy para la mortalidad de R.
flavipes, por efecto de extractos acuoso y etanolico de hojas de P. boldus, segun pruebas de exposicion directa
al dia 11 (A) en extracto acuoso y al dia 10 (B) en extracto etandlico.
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3.2.2.2 Extractos de hojas de Q. saponaria

Con respecto a la CLsy de la exposicion indirecta, la del extracto acuoso es menor que la del
extracto etandlico, ya que el primero solo requiere una concentracion de 1,16% p/v, mientras que el
segundo una de 1,24% p/v.

Por otro lado, se observa que la CLsy de la exposicion directa méas efectiva es la del extracto
etanolico. A pesar que la CLs, de ambos extractos es casi idéntica (1% p/v), el tiempo en el que el
extracto etanolico logra el 50% de mortalidad de obreras de R. flavipes es menor que el del acuoso
(Cuadro 11).

Cuadro 11. Efectividad insecticida sobre R. flavipes de los extractos de hojas de Q. saponaria segin prueba
de exposicion directa e indirecta, en funcién de la CLsy.

Z;;?)ts)ﬁzsic’()jr? Disolvente Evzl;;:;:)lon Pendiente + EE  CLg (% plv)  y**
Indirecta Agua 14 11,75+ 5,50 2,90 5,63
15 12,21 + 6,48 1,71 5,65

16 13,03+ 9,20 1,16 5,58

Etanol 12 10,10+ 0,83 3,87 2,28

13 8,49 £ 0,09 1,61 4,71

14 11,06 + 1,35 1,24 2,07

Directa Agua 13 24,45 + 11,86 1,87 2,36
14 22,18 + 8,22 1,35 2,83

15 24,06 + 11,46 1,02 5,94

Etanol 9 9,85+4,99 2,00 2,55

10 13,99 + 5,56 1,42 4,28

11 16,11+ 12,10 1,00 591

*E] estimador x” calculado fue menor que el valor tabulado (gl = 2; p < 0,05) = 5,9915, por lo que el modelo
Probit se ajusté a los resultados experimentales (EE: Error estandar).

Las pendientes en los resultados de exposicion indirecta presentan variaciones similares en la
mortalidad, pero las del extracto acuoso son mayores que las del etandlico (Cuadro 11, Figura 10).

En la Figura 10 se observa que las mortalidades de obreras de R. flavipes alcanzadas por el extracto
acuoso (A) al dia 16 de evaluacion son mayores que la del extracto etandlico (B), a una
concentracion levemente menor al dia 14 de evaluacion.

En el caso de las pendientes en los resultados de exposicion directa, se evidencian variaciones
similares, pero con el extracto etandlico se logré una mayor mortalidad a una concentracién y
tiempo menores a los del extracto acuoso. Esto indica que las CLs, expuestas en el Cuadro 11
provocan mortalidades similares, variando el tiempo de respuesta.
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En la Figura 11 se observa que el extracto etandlico (A) provoca una mayor mortalidad de obreras
de R. flavipes (superior al 80%), a una menor concentracion al dia 11, que la del extracto acuoso (B)
(cercana al 70%), a una concentracion levemente mayor al dia 15.

Constenla (2015) evalué la capacidad insecticida de extractos de hojas nuevas de Schinus molle
sobre R. flavipes bajo el mismo método aplicado en el presente estudio, obteniendo que la CLs
menor se produjo en la prueba de exposicion directa con el extracto etanolico, que requirié una CLsy
de 1,44% plv el dia 6 de evaluacidn, en contraste con 5,14% p/v que requirid el extracto acuoso en
el mismo dia. Considerando lo anterior, el presente estudio revel6 que la CLsg menor es la obtenida
en la prueba de exposicion directa con el extracto etandlico, al igual que Constenla (2015), siendo
de 1% p/v el dia 11 de evaluacidn. Estos resultados indican que la CLsy, mas eficaz seria la obtenida
con el extracto etandlico de hojas nuevas de S. molle, ya que con ella se logré una mortalidad del
50% de obreras de R. flavipes en un tiempo menor y a una concentracion levemente superior en
comparacion con el extracto etanélico de hojas de boldo obtenido en el presente estudio.

Para el caso de la prueba de exposicion indirecta, la CLs, menor fue la obtenida con el extracto
acuoso, que requirié de una ClLsy de 1,16% p/v, en comparacion con el extracto etandlico que
requirié una CLsy de 1,24% p/v. Constenla (2014) indica que, para esta prueba, la concentracion que
produjo el 50% de mortalidad de obreras de R. flavipes fue de 2,94% p/v y se logré6 al dia 11 de
evaluacion con el extracto etandlico, en contraste con el extracto acuoso que demand6 una CLs, de
4,33% p/v en el mismo periodo.

Estos resultados revelan que los extractos de hojas de Q. saponaria tienen un mayor efecto toxico
sobre R. flavipes en ambas pruebas (exposicion directa e indirecta), a pesar de que se logran en
extractos con disolventes distintos. Las CLs, del presente estudio son notablemente menores que las
obtenidas por Constenla (2014), por lo que Q. saponaria se puede considerar como potencial
bioinsecticida y con mayor capacidad insecticida que los extractos de hojas nuevas de S. molle.

Dado que con Q. saponaria se requieren concentraciones menores para obtener las ClLs, en
comparacion con las necesarias en el caso de S. molle, la biomasa requerida para la elaboracion de
los extractos del primero seria menor que la requerida para la de los extractos del segundo,
cumpliendo con el proposito de ser sostenible en el tiempo sin contribuir al sobreuso de la especie
forestal con este producto no maderero.
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Figura 10. Representacion grafica del analisis Probit mediante el parametro CLs, para la mortalidad de R.
flavipes, por efecto de extractos acuoso y etanélico de hojas de Q. saponaria, segun pruebas de expasicién
indirecta al dia 16 (A) en extracto acuoso y al dia 14 (B) en extracto etandlico.
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Figura 11. Representacion grafica del analisis Probit mediante el parametro CLs, para la mortalidad de R.
flavipes, por efecto de extractos acuoso y etandlico de hojas de Q. saponaria, segun pruebas de expasicién
directa al dia 15 (A) en extracto acuoso y al dia 11 (B) en extracto etanélico.
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3.2.3 Tiempo letal (TLsp)

3.2.3.1 Extractos de hojas de P. boldus

Los resultados obtenidos mediante el analisis Probit indicaron que al 1% p/v, el tiempo letal (TLsg)
fue menor (11,51 d) con el extracto acuoso en la prueba de exposicion directa. El TLs, mayor fue
15,71 d y se obtuvo con el extracto acuoso en la prueba de exposicidon indirecta (Cuadro 12).

Cuadro 12. Eficacia insecticida de los extractos de hojas de P. boldus segin prueba de exposicion y
disolvente, en funcién al TLs, sobre R. flavipes.

Pruebas de ;o0\ ente Concentracion (% p/v) Pendiente + EE | L% 1r*

exposicion (d)

Indirecta Agua 1 11,48 + 0,23 15,71 22,94
Etanol 1 9,02+0,14 1496 11,69

Directa Agua 1 14,36 £ 0,52 1151 19,84
Etanol 1 8,73+0,25 11,66 6,49

*El estimador y° calculado fue menor que el valor ” tabulado (gl = 14; p < 0,05) = 23,7, por lo que el modelo
Probit se ajusté a los resultados experimentales.

Los TLsg de los extractos en la prueba de exposicién directa fueron muy similares, mientras que los
de la prueba de exposicion indirecta presentaron una mayor diferencia. Evidentemente, el TLs,
menor se logro en las pruebas de exposicion directa, debido a que las obreras de R. flavipes se
encuentran en contacto directo con el extracto, a diferencia de la prueba de exposicion indirecta, en
la cual el extracto podria estar actuando mediante sustancias volatiles u otro mecanismo que no
afecte tan directamente al insecto o que haga perder efectividad al extracto (Cuadro 12).

Con respecto a los TLs, en las pruebas de exposicion directa, las pendientes fueron similares a partir
del dia 10 de evaluacion con ambos extractos, mientras que en las pruebas de exposicion indirecta,
la pendiente del extracto acuoso fue levemente mayor a la del etandlico, aunque las mortalidades
son muy similares (Figura 12).

Macuada (2013) obtuvo que el TLs, del extracto etandlico de hojas nuevas de P. boldus sobre larvas
de X. luteola fue 4,16 d a una concentracion de 3,4% p/v, mientras que el mayor fue de 9,12 d con
el extracto acuoso de hojas maduras de P. boldus a una concentracion de 2,9% p/v. Los TLsg
obtenidos en el presente estudio son mayores que los determinados por este autor, lo que muy
probablemente se deba a la menor concentracién empleada en el presente trabajo, un 1% p/v. Parece
evidente que tal concentracién es demasiado baja, por lo que se sugiere que para estudios
posteriores se ensaye con concentraciones similares a las empleadas por Macuada (2013) las cuales
se obtuvieron con hojas nuevas.
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Figura 12. Representacion grafica del analisis Probit, mediante el TLs, para la mortalidad de R. flavipes, por
efecto de los extractos acuoso y etanolico de hojas de P. boldus en prueba de exposicidn directa (A) y prueba
de exposicion indirecta (B), a una concentracion de 1% p/v.
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3.2.3.2 Extractos de hojas de Q. saponaria

Los resultados obtenidos mediante el analisis Probit indicaron que al 1% p/v, el tiempo letal menor
(TLsg) se produjo con el extracto etandlico en prueba de exposicion directa (10,96 d). El TLs, mayor
fue 17,74 d y se obtuvo con el extracto acuoso al 1% p/v en la prueba de exposicidn indirecta
(Cuadro 13).

Cuadro 13. Eficacia insecticida de los extractos de hojas de Q. saponaria segin prueba de exposicién y
disolvente, en funcidn del TLso sobre R. flavipes.

Pruebas de Disolvente  Concentracion (% p/v)  Pendiente + EE Tlso 1r*

exposicion (d)

Indirecta Agua 1 12,41 +£0,23 17,74 10,91
Etanol 1 10,74 +£0,18 14,05 4,43

Directa Agua 1 11,65+ 0,35 16,4 12,78

Etanol 1 1,19+0,23 10,96 16,24

*E| estimador y° calculado fue menor que el valor x* tabulado (gl = 14; p < 0,05) = 23,7, por lo que el modelo
Probit se ajusto a los resultados experimentales.

Los TLsg de los extractos en la prueba de exposicion directa fueron menores que los de la indirecta,
lo que probablemente se deba a que en este tipo de prueba las obreras de R. flavipes estan en
contacto directo con el extracto en el disco de papel filtro.

Constenla (2015) experimentd con extractos de hojas nuevas de Schinus molle sobre obreras de R.
flavipes. EI menor TLs lo obtuvo con el extracto etandlico en la prueba de exposicion directa a una
concentracion de 2,9% p/v y a los 5,39 d, en contraste con los 8,80 d que demoro el extracto acuoso
al 3% p/v. En el caso de la prueba de exposicion indirecta, el TLs, menor también se logré con el
extracto etandlico, a una concentracion de 2,9% p/vy a los 11,61 d, mientras que el acuoso lo hizo
al 3,3% p/v en 12,30 d.

Considerando los resultados de Constenla (2015), se puede decir que en ambas pruebas, los
extractos de hojas nuevas de S. molle fueron mas efectivos que los de Q. saponaria. Esto podria
deberse a las concentraciones utilizadas en este estudio, por lo que se recomienda que para estudios
futuros se realice una separacion de hojas nuevas y maduras, ya que la proporcion de aceites
esenciales y sustancias quimicas presentes en el follaje de las especies vegetales varian segun la
edad de las hojas.

El TLso se ve reflejado en la Figura 13, donde se observa que en la prueba de exposicion indirecta
(B) hubo escasas diferencias de mortalidad entre el extracto acuoso y etandlico, mientras que en la
prueba de exposicion directa (A), la diferencia es mas notoria a partir del dia 2 de evaluacion.
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Figura 13. Representacion grafica del analisis Probit, mediante el TLs, para la mortalidad de R. flavipes, por
efecto de los extractos acuoso y etandlico de hojas de Q. saponaria en prueba de exposicion directa (A) y
prueba de exposicidn indirecta (B) a una concentracion de 1% piv.

42



4. CONCLUSIONES

Con respecto a los bioensayos con hongos, el mejor resultado se obtiene con el extracto de hojas de
Q. saponaria sobre T. versicolor, a pesar de que estadisticamente no se detectaron diferencias
significativas. Por lo tanto, se consider6 que el extracto de hojas de quillay es un potencial
biofungicida para estas especies fungicas.

Las concentraciones utilizadas en el presente estudio se consideraron insuficientes para los
bioensayos con hongos, ya que el efecto fungicida de P. boldus y Q. saponaria esta comprobado
sobre otros hongos, pero a concentraciones superiores o con otros disolventes. Ademas,
estadisticamente no se detectaron diferencias significativas entre las pérdidas de peso promedio
consecuencia de los tratamientos aplicados, por lo que la utilizacion de concentraciones con mayor
diferencia entre si podria ser eventualmente una mejor opcion para evaluar el verdadero efecto
fungicida de estas especies vegetales.

Con respecto a los bioensayos con termitas, el extracto acuoso de hojas de P. boldus logr6 mayor
mortalidad que el etandlico en ambas pruebas (exposicion directa e indirecta). En el caso de los
extractos de Q. saponaria, el extracto etandlico provocé mayor mortalidad que el acuoso en la
prueba de exposicion directa, mientras que en la indirecta, fue mas efectivo el extracto acuoso.

La CLs del extracto de hojas de P. boldus, para ambas pruebas, fue menor con el extracto acuoso,
mientras que para el extracto de hojas de Q. saponaria, en la prueba de exposicion directa, la CLs,
fue menor con el extracto etandlico, y en la indirecta, con el extracto acuoso.

El TLsoobtenido con el extracto acuoso de hojas de P. boldus fue menor en la prueba de exposicion
directa, mientras que en la indirecta se logrd con el extracto etanolico. Por lo tanto, el extracto
acuoso de hojas de P. boldus fue més eficaz que el etandlico en la prueba de exposicion directa, a
diferencia de la otra prueba en la que el etandlico entregd el menor TLx.

El TLs, obtenido con el extracto etandlico de Q. saponaria, en ambas pruebas, fue menor que el
logrado con el extracto acuoso. A pesar de que la evaluacion del efecto insecticida del extracto de
Q. saponaria entregé como resultado que el extracto etandlico era mejor (mayor mortalidad) que el
acuoso en la prueba de exposicion directa, y que en la prueba de exposicion indirecta el resultado
fue inverso, el TLsg sOlo representa la evaluacion de una concentracion dada. Dicho lo anterior, se
concluye que el extracto etandlico de hojas de quillay fue més efectivo que el acuoso en términos de
TLso.

Para el caso de los bioensayos con termitas, si bien las concentraciones de los diferentes extractos
empleadas tuvieron un evidente efecto insecticida sobre R. flavipes, se recomienda ensayar con
extractos diferenciando hojas nuevas de maduras, ya que la concentracién de aceites esenciales y
otras sustancias quimicas varia segun la edad de estas.
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I. Analisis estadistico 1

APENDICES

Anédlisis estadistico de un factor (concentracion) de la pérdida de peso promedio causada por ataque
fangico de G. trabeum bajo tratamientos con extracto de hojas de P. boldus.

Concentraciones (% p/v)

Testigo 1 2 3
Pérdida de peso promedio (%) 22,25 21,25 21,05 19,04
Fuentes de variacion gl SC CM Razon F Probabilidad
Entre grupos 3 0,004 0,001 0,554 0,0002
Dentro de los grupos 16 4,523 0,003
Total (Corr.) 19 4,527
Prueba de comparacion de Tukey
Concentraciones (% p/v) Resultados
Testigo a
1 a
2 a
3 a

Concentraciones con igual letra en la columna no tienen diferencia significativa segun la prueba de

Tukey (o= 0,05).
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I1. Andlisis estadistico 2

Anédlisis estadistico de un factor (concentracion) de la pérdida de peso promedio causada por ataque
fangico de T. versicolor bajo tratamientos con extracto de hojas de P. boldus.

Concentraciones (% p/v)

Testigo 1 2 3
Pérdida de peso promedio (%) 26,98 24,56 22,38 19,3
Fuentes de variacion al SC CM Razon F Probabilidad
Entre grupos 3 0,034 0,011 0,946 0,135
Dentro de los grupos 16 0,191 0,012
Total (Corr.) 19 0,225
Prueba de comparacion de Tukey
Concentraciones (% p/v) Resultados
Testigo a
1 a
2 a
3 a

Concentraciones con igual letra en la columna no tienen diferencia significativa segun la prueba de

Tukey (a= 0,05).
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I11. Analisis estadistico 3

Anédlisis estadistico de un factor (concentracion) de la pérdida de peso promedio causada por ataque
fangico de G. trabeum bajo tratamientos con extracto de hojas de Q. saponaria.

Concentraciones (% p/v)

Testigo 1 2 3
Pérdida de peso promedio (%) 22,25 21,19 19,57 18,71
Fuentes de variacion al SC CM Razon F Probabilidad
Entre grupos 3 0,007 0,002 0,615 0,039
Dentro de los grupos 16 0,064 0,004
Total (Corr.) 19 0,071
Prueba de comparacion de Tukey
Concentraciones (% p/v) Resultados
Testigo a
1 a
2 a
3 a

Concentraciones con igual letra en la columna no tienen diferencia significativa segun la prueba de

Tukey (a= 0,05).
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1V. Andlisis estadistico 4

Anédlisis estadistico de un factor (concentracion) de la pérdida de peso promedio causada por ataque
fangico de T. versicolor bajo tratamientos con extracto de hojas de Q. saponaria.

Concentraciones (% p/v)

Testigo 1 2 3
Pérdida de peso promedio (%) 26,98 21,58 17,59 10,22
Fuentes de variacion al SC CM Razon F Probabilidad
Entre grupos 3 0,143 0,048 2,093 0,178
Dentro de los grupos 16 4,234 0,023
Total (Corr.) 19 4,377
Prueba de comparacion de Tukey
Concentraciones (% p/v) Resultados
Testigo a
1 a
2 a
3 a

Concentraciones con igual letra en la columna no tienen diferencia significativa segun la prueba de

Tukey (a= 0,05).
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V. Analisis estadistico 5

Anédlisis estadistico de un factor (concentracion) de la mortalidad causada por el extracto acuoso de
hojas de P. boldus, al dia 14 de evaluacion en prueba de exposicion indirecta.

Concentraciones (% p/v)

Testigo agua  Testigo inanicion 1 2 3
Mortalidad promedio (%) 33,49 38,6 46,5 53,93 69,62
Fuentes de variacion gl SC CM Razén F Probabilidad
Entre grupos 4 0,446 0,111 6,755 0,529
Dentro de los grupos 20 0,33 0,017
Total (Corr.) 24 0,776

Prueba de comparacion de Tukey

Concentraciones (% p/v) Resultados
Testigo agua a
Testigo inanicion a
1 a
2 ab
3 b

Concentraciones con igual letra en la columna no tienen diferencia significativa segun la prueba de
Tukey (o= 0,05).
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Anédlisis estadistico de un factor (concentracion) de la mortalidad causada por el extracto etanolico
de hojas de P. boldus, al dia 14 de evaluacion en prueba de exposicion indirecta.

Concentraciones (% p/v)

Testigo etanol ~ Testigo inanicion 1 2 4
Mortalidad promedio (%) 41,28 40,46 47,94 55,75 66,08
Fuentes de variacion al SC CM Razon F Probabilidad
Entre grupos 4 0,261 0,065 8,847 0,334
Dentro de los grupos 20 0,148 0,007
Total (Corr.) 24 0,409
Prueba de comparacion de Tukey
Concentraciones (% p/v) Resultados
Testigo etanol a
Testigo inanicién a
1 a
2 ab
4 b

Concentraciones con igual letra en la columna no tienen diferencia significativa segun la prueba de

Tukey (o= 0,05).
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V1. Andlisis estadistico 6

Anédlisis estadistico de un factor (concentracion) de la mortalidad causada por el extracto acuoso de
hojas de Q. saponaria, al dia 14 de evaluacion en prueba de exposicion indirecta.

Concentraciones (% p/v)

Testigo agua  Testigo inanicién 1 3 6
Mortalidad promedio (%) 4555 39,3 46,03 50,14 69,42
Fuentes de variacion gl SC CM Razén F Probabilidad
Entre grupos 4 0,295 0,074 4,02 0,404
Dentro de los grupos 20 0,367 0,018
Total (Corr.) 24 0,662

Prueba de comparacion de Tukey

Concentraciones (% p/v) Resultados
Testigo agua a
Testigo inanicion ab
1 ab
3 ab
6 b

Concentraciones con igual letra en la columna no tienen diferencia significativa segin la prueba de
Tukey (a= 0,05).
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Anédlisis estadistico de un factor (concentracion) de la mortalidad causada por el extracto etanolico
de hojas de Q. saponaria, al dia 14 de evaluacion en prueba de exposicién indirecta.

Concentraciones (% p/v)

Testigo etanol ~ Testigo inanicion 1 2 4
Mortalidad promedio (%) 34,5 33,27 45,93 51,93 57,7
Fuentes de variacion gl SC CM Razén F Probabilidad
Entre grupos 4 0,24 0,06 7,26 0,547
Dentro de los grupos 20 0,165 0,008
Total (Corr.) 24 0,405

Prueba de comparacion de Tukey

Concentraciones (% p/v) Resultados
Testigo etanol a
Testigo inanicion a
1 ab
2 b
4 b

Concentraciones con igual letra en la columna no tienen diferencia significativa segun la prueba de
Tukey (o= 0,05).
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VI1. Analisis estadistico 7

Anédlisis estadistico de un factor (concentracion) de la mortalidad causada por el extracto acuoso de
hojas de P. boldus, al dia 11 de evaluacion en prueba de exposicion directa.

Concentraciones (% p/v)

Testigo agua  Testigo inanicion 1 2 3
Mortalidad promedio (%) 22 22 52 62 82
Fuentes de variacion gl SC CM Razén F Probabilidad
Entre grupos 4 1,618 0,405 33,456 0,02
Dentro de los grupos 20 0,242 0,012
Total (Corr.) 24 1,86

Prueba de comparacion de Tukey

Concentraciones (% p/v) Resultados
Testigo agua a
Testigo inanicion a
1 b
2 b
3 c

Concentraciones con igual letra en la columna no tienen diferencia significativa segin la prueba de
Tukey (o= 0,05).
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Anédlisis estadistico de un factor (concentracion) de la mortalidad causada por el extracto etanolico
de hojas de P. boldus, al dia 14 de evaluacion en prueba de exposicion directa.

Concentraciones (% p/v)

Testigo etanol ~ Testigo inanicion 1 2 4
Mortalidad promedio (%) 16 16 42 58 72
Fuentes de variacion al SC CM Razon F Probabilidad
Entre grupos 4 1,937 0,484 18,691 0,252
Dentro de los grupos 20 0,518 0,026
Total (Corr.) 24 2,455

Prueba de comparacion de Tukey

Concentraciones (% p/v) Resultados
Testigo etanol a
Testigo inanicién a
1 b
2 c
4 d

Concentraciones con igual letra en la columna no tienen diferencia significativa segln la prueba de
Tukey (o= 0,05).
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VIII. Andlisis estadistico 8

Anédlisis estadistico de un factor (concentracion) de la mortalidad causada por el extracto acuoso de
hojas de Q. saponaria, al dia 14 de evaluacion en prueba de exposicion directa.

Concentraciones (% p/v)

Testigo agua  Testigo inanicion 1 3 6
Mortalidad promedio (%) 38,2 36,87 46,7 59,39 64
Fuentes de variacion gl SC CM Razén F Probabilidad
Entre grupos 4 0,342 0,085 8,714 0,517
Dentro de los grupos 20 0,196 0,01
Total (Corr.) 24 0,538

Prueba de comparacion de Tukey

Concentraciones (% p/v) Resultados
Testigo agua a
Testigo inanicion a
1 ab
3 b
6 b

Concentraciones con igual letra en la columna no tienen diferencia significativa segun la prueba de
Tukey (a= 0,05).
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Anédlisis estadistico de un factor (concentracion) de la mortalidad causada por el extracto etanélico
de hojas de Q. saponaria, al dia 10 de evaluacion en prueba de exposicién directa.

Concentraciones (% p/v)

Testigo etanol ~ Testigo inanicion 1 2 4
Mortalidad promedio (%) 18 20 46 56 68
Fuentes de variacion gl SC CM Razén F Probabilidad
Entre grupos 4 1,116 0,279 39,788 0,012
Dentro de los grupos 20 0,14 0,007
Total (Corr.) 24 1,256

Prueba de comparacion de Tukey

Concentraciones (% p/v) Resultados
Testigo etanol a
Testigo inanicion a
1 b
2 b
4 o

Concentraciones con igual letra en la columna no tienen diferencia significativa segin la prueba de
Tukey (o= 0,05).
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