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RESUMEN

Uno de los principales problemas que afecta la ganaderia a nivel mundial esta
relacionado con la presencia de parasitos externos. Los ectoparasitos afectan la
productividad pecuaria al disminuir la produccion de carne y leche; ademas son
transmisores de agentes patégenos. La principal parasitosis del ganado bovino es la
garrapata Boophilus microplus. La agricultura se ve afectada por insectos tales como
Spodoptera littoralis y Epilachna paenulata. Los acaricidas e insecticidas quimicos
constituyen mecanismos de control contra estas plagas; sin embargo, el uso de estos

compuestos ha originado problemas de contaminacién y quimioresistencia.

Los productos naturales representan una alternativa interesante y prometedora para el
control integrado de plagas; ademas, son una via amigable con el medio ambiente y

con los productos derivados de estas actividades.

Esta investigacion evalué la actividad deterrente y acaricida de extractos de
variedades de quinuas amargas y tarwi; asi como de aceites esenciales de molle y
mufa. La actividad acaricida fue confrontada frente al pesticida sintético amitraz.
Después de la obtencién de extractos de quinua se estudié la composicion proteica de
las harinas desaponificadas mediante electroforesis, generando conocimiento de su
valor nutricional. Se caracterizaron quimicamente los extractos y aceites esenciales

empleados en los bioensayos.

Sobre E. paunulata resultaron activos los extractos de quinua variedad Markjo y tarwi,
y los aceites esenciales de molle y mufia; siendo los tres ultimos los que mostraron
mayor actividad. Ningun extracto mostréo actividad sobre S. littoralis. Todas las
especies mostraron actividad sobre B. microplus; siendo el aceite esencial de muna y
la quinua Markjo los que mostraron alta bioactividad. Casi todas las muestras
resultaron ser menos activas que el acaricida quimico amitraz; sin embargo, la mufia y
la quinua Markjo mostraron valores cercanos al amitraz. Las harinas de quinua
desaponificadas mostraron similares perfiles polipétidicos; encontrandose bandas con
pesos moleculares entre 7,6 y 61,7 kDa. Se identificaron las proteinas Globulina 11S 'y
Albumina 2S en todas las variedades de quinuas estudiadas. La variedad Markjo
presentd el mayor numero de especies polipeptidicas y el mayor contenido de proteina

soluble.
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LISTA DE ABREVIATURAS

BSA: Estandar de Albumina Bovina

C: Control

CONABIO: Comisién Nacional para el Conocimiento y uso de la Biodiversidad -
México

CONACYT: Consejo Nacional Ciencia y Tecnologia - México

DDT: Diclorodifeniltricloroetano

DGPA: Direccién General de la Produccion Agricola y Ganadera - Espafia

EC: Efecto de la concentracién

FAQ: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y Alimentacion
GC-MS: Cromatografia de Gases acoplada a Espectroscopia de Masas

ha: Hectarea

INDDA: Instituto de Desarrollo Agroindustrial - Peru

INIA: Instituto Nacional de Innovacién Agraria - Peru

IR: Infrarrojo

Ir calculado: indice de retencion calculado

Iz tedrico: indice de retencion tedrico

ISO: Organizacién Internacional de Estandarizacion

Lmarcador: LONgitud recorrida por el marcador de proteinas

Lproteina: LONgitud recorrida por cada una de las proteinas de peso molecular conocido
presentes en el estandar empleado

2-ME: 2-mercaptoetanol

MINAG: Ministerio de Agricultura - Peru

NCDENR: Departamento del Ambiente y los Recursos Naturales de Carolina del Norte
- USA

OMS/ONU: Organizacién Mundial de la Salud/Organizacion de las Naciones Unidas
PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida

PM: Peso Molecular

PSA: Persulfato de amonio

rpm: Revoluciones por minuto

SDS: Dodecilsulfato sddico

STD: Estandar

Sub. Homo: Subgrupo homogéneo

t: Tonelada

T: Tratamiento
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TEMED: Tetrametiletilendiamina
tr: Tiempo de retencion

TRIS: Tris(hidroximetil)Jaminometano
TWEEN 20: Polisorbato 20

U,: Movilidad electroforética

UV: Ultravioleta

VIS: Visible
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[. INTRODUCCION

La globalizacion de la economia, particularmente a nivel del sector agropecuario, ha
establecido como uno de los requisitos internacionales para la comercializacion de la
carne, encontrarla libre de cualquier tipo de sustancias téxicas al organismo humano
como son los biocidas sintéticos [1]. Las garrapatas Boophilus microplus constituyen
los parasitos externos mas perjudiciales para la ganaderia a nivel mundial. Las
pérdidas econdmicas reportadas debido a la presencia de estos acaros son
cuantiosas, se estima que estas alcanzan entre 100 a 150 millones de délares por afo
[2]. Los principales problemas reportados son: disminucién en la produccion de carne y
leche, disminucion en la ganancia de peso y el valor de las pieles, transmision de
agentes patdégenos a animales y humanos; ademas de los elevados costos
ocasionados por campafas sanitarias [1]. Actualmente, los acaricidas quimicos
constituyen el principal mecanismo de control de garrapatas (Figura 1). Los principios
activos mas conocidos son del tipo: organoclorado (DDT), organofosforado (triclorfén),
carbamato (carbaril), amidina (amitraz) y piretroide (cipermetrina); siendo estos dos

ultimos los mas empleados en la actualidad [2].

(d) (e)

Figura 1. Principales acaricidas sintéticos para el control de garrapatas: (a) DDT. (b) Triclorfon

(c) Carbaril. (d) Amitraz (e) Cipermetrina

Tesis publicada con autorizacion del autor

SOME RIGHTS RESERVED Algunos Derechos Reservados. No olvide citar esta tesis



http://www.monografias.com/trabajos6/etic/etic.shtml�
http://www.monografias.com/trabajos11/contabm/contabm.shtml�

3 TENE,

» Ry
3 _T_ - PONTIFICIA
-

TESIS PUCP £ gz%el_r:gﬁmn

DEL PERU

Por otro lado, la agricultura se ve afectada por insectos que causan serios danos en los
cultivos. Las larvas y adultos de Epilachna paenulata se alimentan de hojas de cultivos
de cucurbitaceas, esqueletizandolas. Los fragmentos vegetales no son ingeridos por
las plagas; sino triturados, ellos solamente absorben los liquidos de las hojas. En
algunas oportunidades los dafios se generalizan a todo el cultivo, incluso a los frutos,
ocasionando perjuicios de consideracion. Las larvas de Spodoptera littoralis se
alimentan de todas las partes verdes de plantas horticolas, defoliandolas, atacando
incluso los frutos. Ambas plagas se controlan quimicamente con diversos productos

como: metomilo, clorpirofos, metamidofos, etc [1, 3].

El uso de acaricidas e insecticidas quimicos ha originado problemas de residualidad,
contaminacion y quimioresistencia. Los productos naturales con propiedades biocidas
representan una alternativa prometedora para el control integrado de plagas ya que
alargan el intervalo de aplicacion de los productos sintéticos, reduciendo su uso y el
gasto invertido en ellos, al tiempo que prolongan la vida util de dichos plaguicidas en

los casos de mayor impacto [2].

En la linea de investigacion relacionada con la busqueda de acaricidas naturales
destaca el trabajo de Heimerdinger, Olivo y Molento; quienes evaluaron extractos
etandlicos de Cymbopogon citratos sobre garrapatas Boophilus microplus en vacas
Holstein naturalmente infestadas. Encontraron que a una concentracion del 2,7% se
redujo significativamente las reinfectaciones en un 40%, 47% y 52% durante los dias
3, 7y 14 de postratamiento, respectivamente [4].

Del mismo modo, Borges, Ferri y Silva; evaluaron la eficacia de extractos de Melia
azedarach L. contra garrapatas Boophilus microplus. Todos los extractos ensayados
causaron la mortalidad de las larvas a las 168 horas postratamiento. Los extractos no
mataron a las hembras adultas, pero inhibieron parcial o totalmente la produccién de
huevos [5].

Martins también evalué la accion acaricida del aceite esencial de Cymbopogon
winterianus frente a hembras adultas y larvas de la garrapata Boophilus microplus. No
hubo puesta de huevos cuando las hembras fueron tratadas a una concentracion del
10% y tan poco hubo eclosion a una concentracion del 7% [6].

Otra planta importante, Sapindus saponaria, mostré6 una alta efectividad contra

garrapatas Boophilus microplus en experimentos realizados en Brasil [7].

En relacion a la busqueda de insecticidas naturales destaca el trabajo de Castillo,

Gonzales-Coloma y Gonzales; quienes evaluaron la actividad deterrente de extractos
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de diferentes especies de plantas nativas de Uruguay sobre adultos de Epilachna
paenulata y larvas de Spodoptera littoralis Las especies de plantas pertenecientes a
las familias Solanaceae, Bignoniaceae y Sapindaceae mostraron una actividad

significativa. Ningun extracto mostro actividad significativa sobre S. littoralis [8].

El Peru, pais rico en biodiversidad, tiene en la quinua y en otras especies vegetales,
recursos de alto valor. La quinua, Chenopodium quinoa Willd, ha adquirido importancia
internacional por ser un alimento de origen vegetal rico en proteinas y por poseer la
mayoria de los aminoacidos esenciales para el ser humano [9]. Para algunas de sus
variedades se han encontrado condiciones agrondémicas favorables, lo cual ha
generado diversas aplicaciones en la industria alimentaria tales como: Elaboracion de
productos derivados a partir de sus harinas y elaboracidon de suplementos nutricionales
ricos en proteinas [10]; sin embargo, existe un grupo de especies que no cumple esa
finalidad dado su alto contenido de saponinas que les imprimen un sabor amargo. La
actividad bioldgica de la quinua esta asociada principalmente a la presencia de estos
compuestos, habiéndose identificado hasta diez diferentes tipos de saponinas
presentes en granos de quinua [11, 12]. Las variedades amargas, de alto contenido de
saponinas, crecen frecuentemente sobre 3500 m.s.n.m. en zonas inhéspitas, sin tener

al momento valor econdmico.

Nuestro pais cuenta ademas con otras especies de alto valor nutritivo y biolégico como
son: Lupinus mutabilis Sweet (tarwi), Minthostachys mollis Griseb (mufa) y
Schinus molle L. (molle); siendo estas dos ultimas plantas aromaticas de ancestral uso

pesticida.
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1.1. Especies vegetales en estudio
1.1.1. Quinua (Chenopodium quinoa Willd)
1.1.1.1. Taxonomia

La quinua pertenece al género Chenopodium, familia Chenopodiaceae. El género
Chenopodium es el principal dentro de esta familia y tiene amplia distribucion mundial,
con cerca de 250 especies [13]. Dentro de este género existen cuatro especies
cultivadas como plantas alimenticias: Ch. quinoa Willd. y Ch. pallidicaule Aellen, como
productoras de grano en Sudameérica; y Ch, nuttalliae Safford y Ch. ambrosioides L.,
como verdura en México. Este género también incluye especies silvestres de amplia
distribucion mundial: Ch. album, Ch. hircinum, Ch. murale, Ch. graveolens, Ch.

petiolare, entre otras [14].

La clasificacion de la planta en estudio se muestra a continuacién [13]:

REINO Vegetal

DIVISION Fenerégama

CLASE Dicotiledonea
ORDEN Centrosperma
FAMILIA Chenopodiaceae
GENERO Chenopodium
ESPECIE Chenopodium quinoa
NOMBRE COMUN Quinua

1.1.1.2. Origen

La quinua es un producto originario de los paises andinos, principalmente de la region
del Lago del Titicaca. Su consumo es ancestral en la dieta de la poblacién campesina
ya que ha sido cultivada en el altiplano sudamericano desde la época prehispanica.
Con la introduccién del trigo, la quinua fue desplazada hacia tierras mas altas,
disminuyendo su produccion. El cultivo de este grano fue artesanal en las zonas alto
andinas hasta la década de los 90, tiempo en el que se produjo una importante

demanda de exportacion a los mercados norteamericano y europeo [14].
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1.1.1.3. Descripcién botanica

La quinua es una planta anual que crece a mas de 1900 m.s.n.m. (Figura 2), es muy
resistente a sequias y bajas temperaturas. Se puede clasificar segun su contenido de
saponinas, en dulce a concentraciones inferiores a 0,11%, o amarga a

concentraciones superiores de 0,11% [15].

Es una planta herbacea y erguida. Presenta raices pivotantes y fasciculadas
(Figura 3a). El tallo es redondo cerca del cuello y cuadrangular a la altura de las
ramificaciones, pudiendo tener una altura de 60cm a 2m (Figura 3b). Presenta hojas
alternas de 3-11cm de largo y de 1-5¢cm de ancho. La inflorescencia es paniculada y
de racimos ascendentes apretados de color purpura. El fruto es un aquenio amarillento
aplanado de 2 a 5mm de diametro en promedio, aunque su color puede variar desde

blanco hasta tonalidades amarillo-rojizas [16].

Figura 2. Planta de Chenopodium quinoa Willd.

Fuente: Van den Bos, A. (2004). Base de datos de flores, arboles y hojas [fotografia].
Tomado de: http://www.botanypictures.com/. Revisado: 11/05/2010
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Figura 3. (a) Raiz de Chenopodium quinoa Willd. (b) Tallo de Chenopodium quinoa Willd

Fuente: Fonturbel, F. (2006). Problematica de la produccion y comercializacion de Chenopodium quinoa
W. (Chenopodiaceae) debida a la presencia de las saponinas [fotografia]. Tomado de:
http://cabierta.uchile.cl/revista/21/articulos/pdf/paper6.pdf. Revisado: 20/06/2010

El fruto de la quinua se forma en el perigonio, éste ultimo recubre una sola semilla y se
desprende con facilidad al frotarlo cuando esta seco. La semilla esta conformada por

tres partes bien definidas (Figura 4) [17]:

- [Episperma: Presenta una capa externa conocida como pericarpio (membrana
rugosa, quebradiza y seca que se desprende con facilidad por frotamiento,
contiene las saponinas)

- Perisperma: Ocupa la parte central de la semilla y encierra una masa de
granulos de almidon pequefios.

- Endospermo: Conformado por el embrién, ademas contiene los cotiledones y la

radicula.
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Cotiledones
Perisperma
Episperma

Alveolo

Pericarpio

Radicula

Figura 4. Anatomia del grano de quinua

Fuente: Cultivos Andinos FAO (2009) [imagen].Tomado de:

Regiin de la unidn

http://www.rlc.fao.org/es/agricultura/produ/cdrom/contenido/libro10/images/fig12.jpg. Revisado:11/05/2010

1.1.1.4. Valor nutritivo

Si bien todas las partes de la planta de quinua tienen diferentes usos, el producto

primario es el fruto. El analisis bromatolégico de este grano muestra su alto valor

nutricional (Tabla 1)

Tabla 1. Valores nutricionales del grano de quinua [16]

Parametro % Peso (p/p)
Proteinas 12-16
Humedad 12,6
Carbohidratos 59,7
Fibras 4,1
Cenizas 3,3
Grasas 49

La quinua ha adquirido importancia internacional por ser un alimento de origen vegetal

rico en proteinas y por poseer gran parte de los aminoacidos esenciales para el ser

humano (Tabla 2). Aunque la quinua no tiene un contenido especialmente alto de

proteinas al compararla con otros cereales, su importancia radica principalmente en la
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calidad de sus proteinas. Aporta aminoacidos como: histidina, isoleucina, lisina,
metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina; todos recomendados por la
OMS/ONU [9].

Tabla 2. Aminoacidos presentes en el grano de quinua [16]

Aminoacido % Peso (p/p)
Histidina* 4.6
Isoleucina* 7,0
Leucina* 7.3
Lisina* 8,4
Metionina* 5,5
Fenilalanina*® 5,3
Treonina* 5,7
Triptofano® 1,2
Valina* 7.6
Acido aspartico 8,6
Acido glutamico 16,2
Cisteina 7,0
Serina 4.8
Tirosina 6,7
Arginina* 7.4
Prolina 3,5
Alanina 4.7
Glicina 5,2

* Aminoacidos esenciales para el ser humano segtn la OMS/ONU

Los principales acidos grasos presentes en el grano de quinua son: palmitico,
cis-oleico, cis-linoleico y cis-linolénico (Tabla 3); siendo estos dos ultimos esenciales

para el ser humano [18].
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a 3. Acidos grasos presentes en el grano de quinua [18]

Acido graso % Peso (p/p)
Miristico 14:0 0,2
Palmitico 16:0 9,9
Estearico 18:0 0,8
cis-oleico 18:1 (9) 24,5
cis-linoleico 18:2 (9,12) 50,2
cis-linolénico 18:3 (9,12,15) 54
Araquidico 20:0 2,7
Behénico 22:0 2,7
Lignocérico 24:0 0,7

Con respecto al contenido de vitaminas y minerales (Tablas 4 y 5), se ha reportado la
presencia de cantidades considerables de vitaminas B4, B,, B; y C; asi como de calcio

y hierro; ademas de cantidades menores de fosforo, magnesio y zinc [19].

Tabla 4. Vitaminas presentes en el grano de quinua [16]

Vitamina mg/100g materia seca
Vitamina B; 30
Vitamina B, 28
Vitamina B; 7
Vitamina C 3

Tabla 5. Minerales presentes en el grano de quinua [16]

Mineral mg/100g materia seca
Calcio 11
Hierro 54
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1.1.1.5. Produccion y rendimiento

En el ano 2010, la produccion anual de quinua en nuestro pais fue de 82 185ty el
rendimiento promedio anual alcanzando fue de 2 866 kg/ha. Esta productividad,

aunque baja, es superior a la de Bolivia y Ecuador [20].

Los bajos rendimientos que caracterizan al cultivo de quinua se deben principalmente
al tamano de sus granos, lo que dificulta su recoleccién y procesamiento. El tamafio de
los granos esta estrechamente relacionado con la variedad de quinua; asi, las
variedades dulces se caracterizan por poseer granos pequefios; mientras que las
variedades amargas presentan granos de mayor tamafio. La presencia de saponinas
constituye otro obstaculo para la comercializacién y exportacion de la quinua debido a
su toxicidad y sabor amargo. Por ello, se han planteado algunas opciones para
aprovechar tales sustancias; no habiéndose concretado nada aun con respecto a la

utilizacion de dichos compuestos como subproductos de la quinua [21].

Sin embargo, en los Ultimos afos este pseudo cereal ha adquirido importancia
econdmica por la demanda local y mundial. La exportaciéon anual de quinua para el
afo 2010 fue de 4 838 t. Los principales importadores fueron Estados Unidos,

Holanda, Espafia y Alemania [20].

Los principales departamentos productores de quinua en el Peru son: Puno, productor
por excelencia, donde se concentra mas del 80% de la produccion nacional; seguido

por Junin, Ayacucho y Cusco con 5%, 3% y 2% respectivamente [22].

1.1.1.6. Industrializacion

Como se menciond anteriormente, uno de los principales problemas a los que se
enfrentan los productores de quinua es la presencia de saponinas; estas son las
causantes del sabor amargo del grano, por lo que requieren ser extraidas previamente
a su consumo [16]. Existen tres métodos empleados a escala industrial para la

desaponificacion de los granos de quinua [10]:

- Proceso por via seca: Tratamiento seco del producto por un sistema abrasivo
de paletas.
- Proceso por via humeda: Remojo previo de los granos seguido de un lavado

con agitacion constante.
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- Proceso combinado: Remocién de la mayor parte de saponinas por via seca,
mientras que las saponinas residuales son removidas mediante cortos tiempos

de lavado.

Los granos desaponificados pueden ser transformados en harinas, las cuales tienen
diversas aplicaciones en la industria alimentaria para la elaboracion de panes,

hojuelas, fideos, galletas, bebidas, extruidos, expandidos, etc.

1.1.1.7. Saponinas en quinua

Las saponinas son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en el reino
vegetal. La presencia de saponinas ha sido reportada en mas de 100 familias de

plantas, siendo quillaja y saponaria los géneros mas comunes [23].

Las saponinas son compuestos glicésidicos, poseen una estructura que contiene dos
partes: glicona y aglicona. La parte glicona esta compuesta por azucares sencillos de
1 a 5 unidades; mientras que la parte aglicona, conocida como sapogenina, consta de

un esqueleto del tipo esteroidal (C 27) o triterpenoide (C 30) [24].

Estos compuestos se clasifican segun su estructura en dos tipos [23,24]:

- Saponinas triterpenoides (Figura 5a), ampliamente distribuidas en el reino
vegetal, presentes predominantemente en dicotiledéneas, poseen un esqueleto
formado por la unién de 6 unidades de isopreno, las estructuras pentaciclicas
son mas abundantes y conocidas que las tetraciclicas.

- Saponinas esteroidales (Figura 5b), menos distribuidas en la naturaleza,
presentes predominantemente en monocotiledoneas, poseen una estructura
tetraciclica derivada del ciclopentano fenantreno, son empleadas como materia

prima para la sintesis de hormonas sexuales.
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Glu: D-Glucosa
Ra: L-Ramnosa

(@) (b)

Figura 5. (a) Ejemplo de saponina triterpenoide: Acido oleanolico-D-glucopiranosa.

(b) Ejemplo de saponina esteroidal: Diosgenina-D-glucopiranosa-L-ramnopiranosa

Estas moléculas son solubles en agua y en otros solventes polares de bajo peso
molecular como metanol y etanol. Se caracterizan por producir abundante espuma en
solucién acuosa [25]. Poseen propiedades tensoactivas o surfactantes, producen
efectos hemoliticos, son toxicas para animales de sangre fria y forman complejos con

las proteinas y el colesterol [11].

Se han reportado distintas actividades biolégicas atribuidas a las saponinas, entre las
que destacan: hemolitica, insecticida, antiparasitaria, antimicética y anticancerigena.
Debido a ello, las saponinas cuentan con una gran variedad de aplicaciones a nivel
industrial (Tabla 6) [12].

Tabla 6. Uso de saponinas en la industria [12]

Campos de uso Efectos

- Aditivo de alimentos (mejora la conversion de alimentos y
Industria alimentaria reduce el nivel de colesterol)

- Emulsificante de alimentos

- Vacunas humanas (adyuvante en vacunas para la hepatitis

B y melanomas)

Medicina . o
- Hipocolesterolémico (reduce el colesterol)
- Analisis de sangre (conteo de glébulos blancos)
Agricultura y o .
. - Insecticida natural para cultivos
ganaderia
Cosmeética - Medio dispersante para la disolucidén de aceites esenciales
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La bioactividad de las saponinas esta asociada a la molécula en su conjunto; es decir,
a la parte glicona y aglicona, las cuales al parecer actuan sinérgicamente [26]. Estudios
de la inhibicion de ingesta, conocida también como actividad deterrente, sobre el
insecto Spodoptera litura después del tratamiento con saponinas triterpenoides
presentes en las especies Diploknema butyracea y Sapindus mukorossi permitieron
confirmar que la molécula de azucar unida selectivamente a la aglicona produce una
actividad insecticida mas alta que la producida por su parte aglicona aislada. La
glicosilacién genera que las agliconas apolares sean solubles en agua, facilitando su
ingestion. Para alcanzar una éptima bioactividad, se debe conseguir un apropiado
balance hidrofilico-lipofilico, el cual es obtenido cuando la parte glicona esta

comprendida solo por un numero pequefio de unidades de monosacaridos.

Las saponinas presentes en el grano de quinua son basicamente del tipo triterpenoide.
Se encuentran en la membrana externa del grano, conocida como pericarpio. Por su
toxicidad, protegen a la planta contra aves e insectos y son las causantes del sabor
amargo del grano [27]. Se han reportado la existencia de hasta diez diferentes tipos de
saponinas presentes en granos de quinua (Figura 6), entre las que destacan las

saponinas del acido oleanolico, hederagenina y acido fitolacagénico [28].

Saponina Ry R>

Acido oleandlico-
; CH3 CHs
D-Glucopiranosa

OH Acido fitolacagenico-
COOCH3 | CH20OH
OH D-Glucopiranosa

Hederagenina-
CHs CH,OH

D-Glucopiranosa

Figura 6. Principales saponinas presentes en los granos de quinua
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1.1.2. Tarwi (Lupinus mutabilis Sweet)

1.1.2.1. Taxonomia

La clasificacion actual de la planta en estudio se muestra a continuacion [29]:

REINO Vegetal
DIVISION Fenerégama
CLASE Dicotiledonea
ORDEN Fabales

FAMILIA Fabaceae
GENERO Lupinus
ESPECIE Lupinus mutabilis
NOMBRE COMUN Tarwi

1.1.2.2. Origen

El tarwi es una leguminosa originaria de los Andes de Bolivia, Ecuador y Pera. Ha sido
cultivada en el area andina desde épocas preincaicas. A pesar de su gran valor
nutritivo y resistencia a factores climaticos adversos en las zonas donde se siembra, el
cultivo y consumo de esta especie esta disminuyendo progresivamente debido a la
falta de difusién de sus formas de uso y a la promocion de su consumo. Otro factor
que afecta su consumo es el fuerte sabor amargo que caracteriza a sus granos,
debido a su alto contenido de alcaloides. Por esta razon, se requiere de un proceso de
lavado previo a su consumo para eliminar dichas sustancias; esto constituye una

desventaja frente a otras leguminosas introducidas [30].

1.1.2.3. Descripcién botanica

El tarwi es una planta anual que crece desde los 1500 m.s.n.m. (Figura 7), se
desarrolla en valles templados y areas altoandinas; y es muy resistente al ataque de

insectos.

Es una leguminosa herbacea erecta. Presenta una raiz pivotante profunda que puede
extenderse hasta los 3m de profundidad. Su tallo es robusto y lefioso, alcanzando una
altura de 0,5 a 2m. Sus hojas estan compuestas generalmente por ocho foliolos que
varian entre ovalados a lanceolados. La inflorescencia presenta una corola grande de
1 a 2cm, con cinco pétalos. El color de sus flores varia desde azul a morado. Las

semillas estan incluidas en una vaina y varian de forma (redonda, ovalada a casi
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cuadrangular), miden de 0,5 a 1,5cm. Los colores del grano incluyen blanco, amarillo,

gris, ocre, pardo, castano, marron [29].

Figura 7. Planta de Lupinus mutabilis Sweet

Fuente: Kress,H. (2009). Base de datos de flores, arboles y hojas [fotografia].
Tomado de: http://www.henriettesherbal.com/. Revisado: 21/08/2010

1.1.2.4. Valor nutritivo

El analisis bromatoldgico de este grano muestra su alto valor nutricional (Tabla 7):

Tabla 7. Valores nutricionales del grano de tarwi [29]

Parametro % Peso (p/p)
Proteinas 443
Humedad 7,7
Carbohidratos 28,2
Fibras 7,1
Cenizas 3,3
Grasas 16,5
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Su alto contenido de proteinas y grasas, incluso mayores que los de la soja, lo hacen
una planta de gran interés para la nutricibn humana y animal. Se ha encontrado
correlacion positiva entre el contenido de proteina y alcaloides; y correlacion negativa,
entre proteina y aceite [30]. Los principales acidos grasos presentes en el grano de
tarwi son: palmitico (13%), oleico (40%) y linoleico (37%), siendo éste ultimo esencial

para el ser humano [29].

1.1.2.5. Alcaloides en tarwi

Las semillas de tarwi ocupan uno de los primeros lugares entre los alimentos nativos
con elevado contenido de proteinas y aceites a nivel mundial. Sin embargo, el grano
requiere un tratamiento previo a su consumo para eliminar las sustancias
antinutricionales que contiene, tales como alcaloides. Se han reportado la existencia
de diferentes tipos de alcaloides quinolizidinicos presentes en granos de tarwi
(Figura 8), entre los que destacan: esparteina, lupinina y lupanina; los cuales se

emplean para controlar ectoparasitos y parasitos intestinales de animales [31].

(b)

()

Figura 8. Principales alcaloides presentes en los granos de tarwi. (a) Esparteina. (b) Lupinina.
(c) Lupanina
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1.1.3. Molle (Schinus molle L.)

1.1.3.1. Taxonomia

La clasificacion actual de la planta en estudio se muestra a continuacion [32]:

REINO Vegetal
DIVISION Fenerégama
CLASE Dicotiledonea
ORDEN Sapindales
FAMILIA Anacardiaceae
GENERO Schinus
ESPECIE Schinus molle
NOMBRE COMUN Molle

1.1.3.2. Origen

El molle es oriundo de los valles interandinos del centro del Peri. Se encuentra de
forma endémica, desde el sur de México hasta el norte de Chile y centro de Argentina,

especialmente en el Peru [32].

1.1.3.3. Descripcion botanica

El molle es un arbol de varios metros de altura que crece tanto de manera silvestre
como cultivada en zonas secas de la costa, sierra y parte de la Amazonia, desde el

nivel del mar hasta los 3500 m.s.n.m. (Figura 9).

Presenta un sistema radical extendido y superficial. Su tronco es nudoso y rugoso,
alcanzando una altura de 4 a 15m. Presenta una copa redonda y abierta, con hojas
pecioladas y alternadas, terminadas en punta. Sus flores son muy pequenas, de color
blanquecino o amarillento, y estan dispuestas en un gran ndmero en paniculas
colgantes terminales y axilares. Sus frutos son de color rojo, una vez secos se
asemejan a granos de pimienta. Este fruto contiene una sustancia colorante y un

aceite esencial, el cual produce una resina fragante, impregnada de trementina [33].
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Figura 9. Planta de Schinus molle L.

Fuente: Blog de Vida y Salud MEIQE (2008) [fotografia]. Tomado de: http://www.meige.com/10/el-
molle/. Revisado: 06/07/2010

1.1.3.4. Aceite esencial de molle

El aceite esencial de molle constituye una fuente rica de monoterpenos,
sesquiterpenos vy triterpenos, los cuales se emplean en perfumeria y como fungicidas
naturales. El aceite esencial de esta planta se encuentra principalmente en las hojas y
en los frutos. Las hojas pueden contener hasta 2% de aceite esencial; mientras que
los frutos, hasta 5%. El aceite esencial de Schinus molle estda compuesto
principalmente por: B-mirceno (30,1%), a-felandreno (26,4%), B-pineno (13,5%),
a-pineno (11,9%), limoneno (9,9%) y B-felandreno (5,7%), entre otros [33].
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1.1.4. Muha (Minthostachys mollis Griseb.)
1.1.4.1. Taxonomia

La clasificacion actual de la planta en estudio se muestra a continuacion [34]:

REINO Vegetal

DIVISION Fenerégama

CLASE Dicotiledonea
ORDEN Lamiales

FAMILIA Lamiaceae
GENERO Minthostachys
ESPECIE Minthostachys mollis
NOMBRE COMUN Mufia

1.1.4.2. Origen

La mufia es oriunda de la sierra peruana. Su cultivo es muy difundido en las regiones
andinas, especialmente en Apurimac, Ayacucho, Cuzco, Huancavelica y Puno, donde

se la conoce con diversos hombres como huaycho, coa o ismufa [34].

1.1.4.3. Descripcion boténica

La muna es una planta arbustiva que crece entre los 2500 a 3500 m.s.n.m.
(Figura 10). Este arbusto es frondoso en la parte superior; erecto y pubescente. Su
tallo es ramificado desde la base y alcanza de 80 a 120cm de altura. Posee hojas

pequenas. Sus flores son blancas y se encuentran reunidas en cortos racimos [35].
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Figura 10. Planta de Minthostachys mollis Griseb.

Fuente: Revista Generacion (2008) [fotografia]. Tomado de: http://www.generaccion.com/. Revisado:
09/08/2010

1.1.4.4. Aceite esencial de mufia

El aceite esencial del mufa se emplea para combatir parasitos, como piojos y pulgas;
asi como la gusanera de papas y maiz; la babosa de hortalizas y los piojos del repollo.
El aceite esencial de mufia esta compuesto principalmente por monoterpenos, tales
como: pulegona (19,3%), mentona (18,4%), carvona (1,7%); ademas se han reportado
la presencia de limoneno, a-pineno, B-pineno, acido piperinico, mentol, eucaliptol,

entre otros [35, 36].
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1.2. Especies animales en estudio

1.2.1. Garrapata (Boophylus microplus)

1.2.1.1. Definicion

Las garrapatas son artropodos ectoparasitos hematéfagos pertenecientes, a la clase
aracnida y al orden acari. Actualmente, se encuentran ampliamente distribuidas en las
areas tropicales, subtropicales y templadas del planeta, ocasionando enormes

pérdidas en la ganaderia a nivel mundial.

Estos acaros se alimentan de sangre para sobrevivir y reproducirse. Poseen un
aparato bucal capaz de perforar la piel y succionar la sangre, pudiendo ingerir hasta

3mL de sangre por ciclo de vida (Figura 11) [37].

Son capaces de transmitir numerosas enfermedades a través de su saliva o
deposicion. Las garrapatas son responsables de la enfermedad de Lyme o Borreliosis
y de la enfermedad de Babesiosis. La primera, ocasiona decaimiento y falta de apetito,
en animales; mientras que en personas, ocasiona sintomas parecidos a los de la gripe,
ademas de trastornos de audicion y visién. La segunda, se caracteriza porque entre
sus sintomas se incluyen anemia grave y pérdida de sangre por orina, pudiendo

ocasionar la muerte del animal [38].

Figura 11. Boophylus microplus (adulto)

Fuente: NCDENR USA (2004) [imagen]. Tomado de:
http://www.deh.enr.state.nc.us/phpm/Ticks spn 9-8-04.pdf. Revisado: 13/07/2010
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1.2.1.2. Tipos
Las garrapatas se dividen en dos tipos segun la familia a la que pertenecen [37]:

- Garrapatas duras: Pertenecientes a la familia ixodidae, su cuerpo esta
protegido por un caparazén y atacan a numerosos mamiferos, incluso al
hombre.

- Garrapatas blandas: Pertenecientes a la familia argasidae, no poseen

caparazoén y atacan mayormente a aves.

1.2.1.3. Ciclo devida

Durante su desarrollo, las garrapatas atraviesan periodos exclusivamente como
parasitos, asi como de vida libre en el suelo. Presentan cuatro etapas de crecimiento:

huevo, larva, ninfa y adulto (Figura 12).
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Figura 12. Etapas de crecimiento de la garrapata

Fuente: NCDENR USA (2004) [imagen]. Tomado de:
http://www.deh.enr.state.nc.us/phpm/Ticks spn 9-8-04.pdf. Revisado: 13/07/2010
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El ciclo de vida de una garrapata de un solo huésped se inicia con la eclosién del
huevo (Figura 13). Después de emerger del huevo, la larva busca un animal del cual
alimentarse (huésped), se alimenta y pronto se incorpora a la etapa de ninfa. La ninfa
repleta de sangre se desarrolla en adulto, produciéndose la diferenciacion de sexos,
seguida de la fecundacion de la hembra adulta. Si ésta no es removida, seguira unida
al huespéd por 5 a 7 dias mas. Después de alimentarse, la hembra cae del huésped.
Una semana después, pone alrededor de 3000 huevos y muere. Los huevos nacen
después de una semana, volviéndose a iniciar el ciclo. El total del ciclo dura

aproximadamente 45 dias [39].

Larva repleta Ninfa repleta de Fecundacion de
de sangre sangre muda  hembra antes de la
muda a ninfa a adulto succion de sangre

“ _"I

;{ o/’ .

a>

Larva se
adhiere
al huésped

Hembra
repleta de
sangre cae

- al suelo
Iy

Hembra oviposiciona
en el suelo

Larva emerge
del huevo

Figura 13. Ciclo de vida de la garrapata

Fuente: Sanidad Animal BAYER México (2004 ) [imagen]. Tomado de:
http://www.bayersanidadanimal.com.mx. Revisado: 13/07/2010
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1.2.2. San Antonio (Epilachna paenulata)

Artropodo perteneciente a la clase insecta, orden coledptera y familia Coccinellidae.
Actualmente se encuentra distribuido en gran parte de Sudamérica: Argentina, Brasil,
Colombia, Ecuador, Paraguay, Peru y Uruguay. Ataca especificamente cultivos de
cucurbitaceas (zapallo, zapallito, sandia, melén, pepino y calabaza), ocasionando

serios problemas en la agricultura [1].

La hembra deposita entre 40 y 50 huevos en el envés de la hoja, colocandolos en
grupos y en posicion vertical. Los huevos son alargados y de color amarillento.
Después de una semana emergen las larvas, las cuales tienen seis patas y gran
movilidad, son de color amarillento con algunas manchas oscuras y abundantes pelos
ramificados en el dorso. Las larvas mudan tres veces antes de convertirse en pupas;
estas Ultimas, se adhieren a las hojas, tallos o rocas y son de color anaranjado y
negro. De las pupas emergen los adultos sin tener aun definidos sus colores
caracteristicos, los cuales aparecen unas pocas horas después. El adulto mide de 8 a
10mm de largo, su cuerpo es hemisférico, con cabeza negra y antenas amarillentas. El
protérax es negro con margenes amarillentos y los élitros son amarillentos con 8

manchas negras (Figura 14) [40].

Vagnf

Figura 14. Epilachna paenulata (adulto)

Fuente: Gonzales, G. (2009). Los coccinellidae de Argentina [fotografia]. Tomado de:

http://www.coccinellidae.cl/paginasWebArg/Paginas/Epilachna paenulata Arg.php. Revisado: 26/04/2010
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1.2.3. Rosquilla Negra (Spodoptera littoralis)

Artrépodo perteneciente a la clase insecta, orden lepidéptera y familia Noctuidae.
Actualmente se encuentra distribuido principalmente en zonas del litoral Mediterraneo
y el sur de Espafa. Es una especie altamente polifaga y migratoria. Afecta
principalmente a cultivos horticolas y ornamentales, ocasionando serios problemas en
la agricultura. Presenta notables fluctuaciones en sus poblaciones, alcanzando el
maximo en septiembre-octubre, con tres generaciones al afio. Recibe el nombre de
Rosquilla Negra, por el color oscuro de la larva y por la costumbre de permanecer

enroscada en el suelo durante el dia [3].

Pasan el invierno como pupas en el suelo, dentro de un capullo terroso. Los adultos
aparecen en primavera, poseen una envergadura alar de 3 a 4,5cm y son de color
marron claro con multiples manchas (Figura 15b). Los adultos realizan la puesta de
huevos en el envés de las hojas. Los huevos son casi esféricos y de color amarillento,
se encuentran distribuidos en grupos y estan cubiertos de pelos o escamas. Las larvas
emergen de los huevos, su color varia de gris a pardo, se enrrollan en espiral y se

ocultan durante el dia en el suelo o entre las hojarascas (Figura 15a). Las larvas

completan su desarrollo en 3 semanas, convirtiéndose en pupas [41].

(@) (b)

Figura 15. Spodoptera littoralis. (a) Larva. (b) Adulto

Fuente: DGPA Esparia (2009) [fotografia]. Tomado de:
http://dgpa.besana.es/agentes/info.descripcion.do?id=13. Revisado: 26/04/2010
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Por lo expuesto, las especies vegetales en mencion presentan importantes
propiedades nutricionales debido a su alto contenido de proteinas, acidos grasos y
aceites, contando en muchos casos con componentes esenciales para el ser humano.
Ademas, todas ellas son plantas de ancestral uso pesticida lo cual ha generado
nuestro interés en evaluar su bioactividad sobre insectos y acaros, comparandolas
frente a pesticidas sintéticos; e investigar las caracteristicas proteicas de las harinas
de quinuas desaponificadas, buscando para ellas, aplicacion alimenticia y dandoles

valor agregado.
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Il. PARTE EXPERIMENTAL

La liofilizacion de los extractos crudos de quinua y tarwi fue realizada en los
laboratorios de la Universidad Nacional Agraria de la Molina - INDDA. Los estudios de
bioactividad y el andlisis de GC-MS de los aceites esenciales de molle y mufia fueron
realizados en el Laboratorio de Ecologia Quimica de la Universidad de la Republica de
Uruguay. Los estudios de composicion proteica de las variedades de quinua fueron
realizados en el Laboratorio de Tecnologia de los Alimentos de la Universidad de
Chile.

2.1. Equipos

Universidad Nacional Agraria de la Molina - INDDA:

Liofilizador, LABCONCO

Pontificia Universidad Catolica del Peru:
Verificador de disolucion, VK 7020/7025
Hidrodestilador, Adam AQT 2600
Lampara UV/VIS, Perkin Elmer
Espectrofotometro IR, Perkin Elmer
Espectrofotémetro UV/VIS, Lambda 2 Perkin Elmer

Cromatégrafo de gases, HP - 5890 Il

Universidad de la Republica de Uruguay y Universidad de Chile:
Cromatégrafo de gases acoplado a masas, QP 2010 Plus
Termobalanza, Boeco Germany
Tamizador de 50 mesh, Erweka
pHmetro, HANNA
Microcentrifuga, HERMLE Z160M
Agitador vortex, Thermolyne Maxi MixIl 37600 Mixer

Equipo para electroforesis, Bio - Rad
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2.2. Reactivos

Se emplearon reactivos, acidos y solventes de las marcas Merck y J. T. Baker, sin

purificacion previa:

Reactivos:

Sulfato de sodio anhidro, bromuro de potasio, TWEEN 20, hidréxido de potasio,
hidroxido de sodio, SDS, TEMED, amoniaco, cloruro férrico, nitrato de bismuto
pentahidratado, yoduro de potasio, bicloruro de mercurio, sulfato de potasio
anhidro, azul brillante de Coomasie G-250, TRIS, glicerol, acrilamida, bis-
acrilamida, anhidrido acético, sulfato de cobre pentahidratado, glicina, azul de
bromofenol, 2-ME, PSA, azul de Coomassie R., Amitraz (acaricida concentrado

emulsionable 80%, Amitrec)

Acidos:

Clorhidrico, sulfurico, fosférico, acético glacial, perclorico, nitrico.

Solventes:

Cloroformo, éter de petrdleo, hexano, etanol absoluto, metanol absoluto, éter

etilico, tolueno, propanol.

Estandares:

Estandar de acidos grasos, estandar del indice de Kovats, estandar de proteina

BSA, estandar de proteinas de pesos moleculares de rango medio (Sigma)

2.3. Seleccidn de las especies vegetales en estudio

Se seleccionaron cuatro variedades amargas de Chenopodium quinoa Willd
(Chenopodiaceae, quinua) para asegurar alto contenido de saponinas y comprobar el
caracter promisorio de estos recursos vegetales subestimados. Las muestras fueron
proporcionadas por el Banco de Germoplasma, Cultivos Andinos INIA, Cuzco.
Corresponden a las variedades: Amarillo Sacaca, Amarillo Marangani, Markjo y
Zolapozada. Ademas, se seleccionaron las siguientes especies: Lupinus mutabilis

Sweet (Fabaceae, tarwi), Schinus molle L. (Anacardiaceae, molle) y Minthostachys
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mollis Griseb. (Lamiaceae, muna); siendo estas dos ultimas, plantas aromaticas de

ancestral uso insecticida y acaricida.

2.4. Obtencion de extractos crudos de quinua y tarwi para el estudio de su

bioactividad

Se peso 50g de cada variedad de quinua, adicionandose 500mL de agua destilada en
cada caso. Las mezclas se mantuvieron bajo agitacion constante durante tres horas en
el verificador de disolucion (Figura 16); siendo las condiciones de extraccion: 25°C,
200 RPM. Las soluciones obtenidas fueron sometidas a filtracion simple, obteniéndose
soluciones ricas en saponinas; éstas produjeron abundante espuma y presentaron
coloraciones amarillo - naranja intensas. De la misma forma, se pes6 50g de tarwi y
se adicion6 500mL de agua destilada. La mezcla fue llevada a extraccién acuosa en
caliente durante una hora, la solucidén resultante fue sometida a filtracion simple;
obteniéndose una solucion rica en alcaloides de color amarillo palido. Finalmente,
todas las soluciones fueron liofilizadas, obteniéndose extractos crudos en cada caso
(Figura 17)

Figura 16. Verificador de disolucion empleado para la obtencion de extractos crudos de quinua

Fuente: Zegarra, G. (2009) [fotografia]
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Figura 17. Extractos crudos de quinua y Tarwi

Fuente: Zegarra, G. (2009) [fotografia]

2.5. Caracterizacion quimica de los extractos crudos de quinua y tarwi

2.5.1. Marcha fitoquimica

Se disolvid 0,2g de cada uno de los extractos crudos en 100mL de agua destilada. Se
analizé la presencia de posibles compuestos quimicos en cada una de las soluciones
obtenidas siguiendo el método descrito por Lock [42]. Los compuestos analizados
fueron los siguientes: esteroides / triterpenoides, alcaloides, quinonas, flavonoides,

taninos, leucoantocianidinas, saponinas y cumarinas.

La metodologia para la marcha fitoquimica se halla esquematizada en el ANEXO 1.
Las diferentes soluciones obtenidas fueron sometidas a la identificacion de
compuestos quimicos presentes en ellas mediante reacciones de coloracion y/o de
precipitacion caracteristicas, empleando para ello reactivos estandarizados. La

metodologia para la preparacion de los reactivos se presenta en el ANEXO 2.

2.5.2. Espectroscopia UV/VIS e IR

Los extractos crudos fueron analizados en los espectrofotometros UV/VIS e IR. Para
el analisis UV/VIS se pesé 10mg de cada extracto crudo y se disolvié en 2mL de agua
destilada; mientras que para el analisis IR, cada extracto crudo fue mezclado con
bromuro de potasio en la proporcion 1:10 (extracto:KBr), formandose una pastilla en

cada caso. Finalmente se procedi6 a la lectura de las muestras.
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2.6. Obtencion de aceites esenciales de molle y mufia para el estudio de su

bioactividad

La metodologia usada para la obtencion de aceites esenciales considera las muestras
con una humedad de 15 a 20% al momento de ejecutar la extraccion. Se utilizo el
meétodo de arrastre a vapor. En cada caso, se colocé agua en el compartimento inferior
del equipo, manteniéndolo en contacto con la fuente de calor. Se colocé el material
vegetal haciendo uso de una repisa metalica con fondo perforado en el espacio
superior del equipo. Se procedié a tapar el reactor mediante una tapa con sello de
agua asegurandose que la salida de gases estuviera en contacto con el condensador y
el vaso receptor. Se inici6 al calentamiento logrando que el agua alcance la
temperatura de ebullicion. El vapor de agua cruza la malla divisoria y contacta al
material vegetal. Cuando éste alcanza alta temperatura, los componentes volatiles
emergen del material vegetal y son arrastrados por el vapor hacia el condensador;
ambos, agua y aceite esencial, en el estado liquido son colectados en el vaso
receptor. La mezcla fue separada en una pera de decantacion, eliminado la fase

acuosa y reservando la organica, la cual fue secada sobre sulfato de sodio anhidro.

Finalmente se midié la densidad relativa a 20°C de los aceites esenciales de molle y
mufia obtenidos, para lo cual se utilizé un picnometro de 20mL, permitiéndonos medir

la densidad de cada muestra en referencia al agua.

2.7. Caracterizacidon quimica de los aceites esenciales de molle y mufia

Las muestras fueron solubilizadas en cloroformo (10uL aceite esencial / 1mL
cloroformo) y analizadas en el cromatografo de gases acoplado a masas a las
siguientes condiciones: Columna DB5, temperatura del inyector 250°C, temperatura
del detector 300°C, temperatura de la columna 60°C (1min) / 2°C / min / 200°C / 20°C /
min /280°C (1min), detector FID, gas transportador He, flujo 1mL / min, split 1:100,

volumen inyectado 1pL.

Los porcentajes de area y los tiempos de retencion de cada uno de los componentes
de los aceites esenciales estudiados fueron obtenidos directamente del analisis. Los
indices de retencion calculados fueron determinados aritméticamente en base al
estandar del indice de Kovats (mezcla de hidrocarburos de n-alcanos: 8-22). Los

indices de retencion tedricos, asi como los porcentajes de similitud de los espectros de
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masas de los compuestos analizados fueron determinados de acuerdo a la base de
datos del equipo GC-MS [43].

2.8. Estudios de bioactividad
2.8.1. Actividad deterrente

La actividad deterrente de los extractos crudos y aceites esenciales fue evaluada
siguiendo el protocolo descrito por Castillo et al. [8]. Se evalu6é el parametro de
inhibicion de ingesta sobre dos especies de insectos: S. littoralis y E. paenulata,
empleandose placas petri (9cm x 1cm) con fondo de agar al 2%. Los insectos fueron
aislados, dejandolos sin alimento por 3 horas. Cada insecto fue colocado en una placa
conteniendo cuatro discos equidistantes (1cm?) de sus respectivas hojas hospederas
(C. annuum para S. littoralis y C. pepo para E. paenulata) (Figura 18). Dos de los
discos fueron tratados individualmente con 10uL de la muestra al 10% en su
respectivo solvente, para que actien como tratamiento. Se emplearon como solventes:
etanol:agua (1:2), en el caso de los extractos crudos; y metanol, para los aceites
esenciales. Los otros dos discos fueron tratados con 10uL del solvente empleado en
cada caso, para que actien como control. La actividad deterrente se midié por la
observacion del area de los discos consumidos después de tres horas de iniciado el
ensayo. Solo en el caso de E. paenulata, la observacion del consumo del area de los
discos fue evaluada cada 15 minutos hasta completar las tres horas. Se realizaron 5

réplicas en el caso de S. littoralis y 10-15 para E. paenulata.

Con los porcentajes del area consumida tanto para el control (%C) como para el
tratamiento (%T) se obtuvo el porcentaje de inhibicibn de ingesta a partir de la

siguiente expresion:

I . %T
% Inhibicion deingesta=|1— %C x100%

0
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Figura 18. Evaluacion de la actividad deterrente sobre E. paenulata

Fuente: Zegarra, G. (2009) [fotografia]

2.8.2. Actividad acaricida

La actividad acaricida de los extractos crudos y aceites esenciales fue evaluada
siguiendo el protocolo descrito por Drummond, R.; Ernst, S.; Trevino, J.; Gladney, W. y
Graham, O. [44]. Se evaluaron los parametros de oviposicion y eclosion sobre hembras
de garrapatas adultas ingurgitadas (teledginas). Las cepas de teledginas fueron
proporcionadas por la Division de Laboratorios Veterinarios del Ministerio de
Ganaderia, Agricultura y Pesca de la Republica Oriental del Uruguay. Se realizé un
screening primario a concentraciones de 1% y 10%. Las garrapatas fueron lavadas y
seleccionadas para eliminar teleéginas con dafios o deformaciones. Se formaron
grupos de 10 teledginas, las cuales fueron colocadas en placas petri previamente
pesadas e identificadas. Se pesaron las placas conteniendo las garrapatas, con lo cual
se obtuvo el peso promedio de garrapatas. Cada grupo fue sumergido en las
respectivas soluciones garrapaticidas, agitandose por un minuto. El contenido fue
vertido en un colador, eliminando la solucién. Las teledginas fueron secadas con papel
absorbente y colocadas nuevamente en las placas petri, las cuales se dejaron
incubando durante 14 dias a 27°C y 80% de humedad. El dia 14 post-tratamiento
(Figura 19), las garrapatas fueron retiradas y se pesaron las placas conteniendo los

huevos, con lo cual se obtuvo el peso promedio de huevos. Los huevos fueron puestos
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a incubar durante 25 dias. El dia 39 post-tratamiento, se determind visualmente el
porcentaje de eclosion de los huevos comparando la masa total de huevos
eclosionados versus los no eclosionados. Posteriormente, con las muestras que
mostraron mayor actividad se realizé un screening secundario a concentraciones de
5%, 10% y 15%. En todos los casos, se trabajoé por duplicado y se realizaron controles
empleandose TWEEN 20 al 1%. Ademas, se usaron como referencia soluciones del

acaricida quimico amitraz a todas las concentraciones estudiadas.

Con el peso promedio de huevos y garrapatas, ademas del porcentaje de eclosion se
obtuvo el porcentaje de eficiencia reproductiva de las teledginas y el porcentaje de

eficacia del acaricida a partir de las siguientes expresiones:

peso de huevos
peso de garrapatas

% Eficiencia reproductiva (Er) = x % eclosion

% Eficacia (E) = Er contrcl)_:I - Erttraltamlento «100%
r contro

Figura 19. Oviposicion de teledginas al dia 14 post-tratamiento

Fuente: Zegarra, G. (2009) [fotografia]
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2.9. Caracterizacion quimica de las variedades de quinua

2.9.1. Determinacién del contenido de proteina total

La determinacion del contenido de proteina total de las variedades de quinua se
realizé mediante el método de Kjeldahl descrito en la norma 1SO.5983 [45], el cual se
muestra en el ANEXO 3. Este método se basa en la oxidacién de la materia organica
de la muestra a través de una digestién con &acido sulfurico concentrado y calor.
Producto de esta digestién se forma sulfato de amonio, el cual se convierte en
amoniaco en presencia de exceso de hidroxido de sodio. El amoniaco obtenido es
destilado, determinandose el nitrogeno total de la muestra mediante retrotitulacién. El
factor de conversion de nitrégeno empleado para obtener el contenido proteico total
fue 6,25.

2.9.2. Determinacion de 4cidos grasos

Las variedades de quinua en estudio fueron desaponificadas, secadas, molidas
(molino de bolas) y tamizadas (malla de 50 mesh). Las harinas obtenidas del proceso
anterior fueron desengrasadas con éter de petréleo; contando asi, con fracciones
lipidicas de cada una de las muestras. La determinacion y cuantificacién de los acidos
grasos presentes en las fracciones lipidicas se realizé siguiendo el protocolo descrito
por Lock [42]. Se pesé 100mg de la fraccién lipidica y se la colocé en un vial. Se
agregd 10mL de KOH 0,5N y se calenté a 55°C en bafo maria por 20 minutos. Se
agregd 5mL de HCI 1:1 hasta alcanzar un pH = 2. La solucién obtenida fue extraida
con éter de petrdleo (1 x 10mL). Se lavo la solucidén etérea con agua destilada
(1 x 10mL); ésta fue secada con sulfato de sodio anhidro, filtrada y concentrada bajo
atmosfera de nitrégeno gaseoso. El residuo etéreo obtenido fue redisuelto en 10mL de
HCIO4 5% en metanol y calentado a 55°C en bafo maria por 5 minutos. La solucién
fue nuevamente extraida con éter de petréleo (1 x 10mL). Se lavé la solucion etérea
con agua destilada (1 x 5mL). Posteriormente, ésta fue secada, filtrada y concentrada
bajo atmésfera de nitrégeno gaseoso. El extracto obtenido fue redisuelto en 1mL de

éter de petréleo. Se trabajaron todas las muestras por triplicado.

Finalmente, las muestras fueron analizadas en el cromatdografo de gases a las
siguientes condiciones: Columna DB-225, Temperatura del inyector 250°C,
Temperatura del detector 250°C, Temperatura de la columna 70°C (1min) / 10°C / min
/ 180°C / 3°C / min / 220°C (5min), detector FID, gas transportador He, flujo 1mL / min,
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split 1:100, volumen inyectado 1uL. Se confrontaron las senales frente a estandares

Sigma.

2.10. Obtencién de harinas de quinua desengrasadas para el estudio de sus

proteinas

Se lavé manualmente 50g de cada variedad de quinua con agua a temperatura
ambiente hasta asegurar la remocién total de saponinas (Figura 20a). Los granos
fueron secados en una estufa a 50°C hasta alcanzar una humedad del 15%, la cual
fue ajustada empleando una termobalanza (Figura 20b). Posteriormente, los granos
fueron molidos empleando un molino cuchillo-martillo. Las harinas obtenidas fueron
tamizadas sobre malla de 50 mesh y desengrasadas con hexano en la proporcion 1:10
(harina:hexano) durante 4 horas, en agitacion constante y refrigeracion. Las soluciones
resultantes fueron filtradas al vacio. Finalmente, se dej6 evaporar el solvente
remanente en las harinas a temperatura ambiente y estas fueron homogenizadas

utilizando un mortero para uniformizar el tamafio de las particulas.

(@) (b)

Figura 20. (a) Lavado manual de los granos de quinua (b) Termobalanza para el ajuste de

humedad de los granos de quinua

Fuente: Zegarra, G. (2009) [fotografia]
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2.11. Obtencion de extractos acuosos proteicos a partir de harinas de quinua

desengrasadas

Se peso 1g de harina desengrasada de cada variedad de quinua y se agregé agua en
la proporcion 1:7,5 (harina:agua), manteniéndose las mezclas en agitacién constante.
El pH de cada mezcla fue ajustado a 9 con NaOH 1N. Una vez estabilizado el pH, las
mezclas se mantuvieron en agitacion constante durante una hora. Posteriormente, las
soluciones obtenidas a temperatura ambiente se agitaron a 14 000 rpm durante 30
minutos en microcentrifuga. Se separaron los sobrenadantes, obteniéndose asi los

extractos acuosos proteicos (Figura 21). Se trabajé de la misma formaa pH 10y 11.

Figura 21. Extractos acuosos proteicos a pH 9, 10y 11

Fuente: Zegarra, G. (2009) [fotografia]

2.12. Caracterizacion bioquimica de los extractos acuosos proteicos de las

variedades de quinua

2.12.1. Determinacién del contenido de proteina soluble

La determinacioén del contenido de proteina soluble de los extractos acuosos proteicos
de las variedades de quinua se realizé siguiendo el método descrito por Bradford [46],
el cual se muestra en el ANEXO 4. Este método se basa en la union del colorante
hidrofébico azul brillante de Coomassie G-250 a las proteinas. En presencia de acido
fosfoérico, la disolucién acuosa del colorante presenta un color pardo, el cual se torna

azul al entrar en contacto con el entorno hidrofébico del interior de las proteinas. La
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del

espectrofotométrica a 595nm.

formacioén complejo  colorante-proteina  permite su  determinacion

La metodologia para la preparacion del colorante azul brillante de Coomassie G-250 y

del estandar de proteina BSA empleados en el analisis se muestra en el ANEXO 5.

2.12.2. Electroforesis PAGE

La electroforesis PAGE es una técnica empleada para la separacion de proteinas
segun su movilidad en presencia de un campo eléctrico. Esta técnica se realiza en
funcién del estado de las proteinas a lo largo del proceso electroforético; pudiendo ser

este, nativo o desnaturalizado [47].

En el primer caso, no se altera la conformacion nativa de las proteinas, con lo cual se
mantiene la estructura tridimensional (secundaria, terciaria y cuaternaria) de las
mismas. Las proteinas son separadas en funcién de su carga, tamafio y forma;

permitiéndonos identificar el nimero de especies polipeptidicas presentes [47, 48].

En la electroforesis desnaturalizante, las proteinas son sometidas a un agente
desnaturante (detergente aniénico SDS). EI SDS genera el desplegamiento de las
proteinas, con lo cual estas pierden su conformacion nativa y adoptan una forma
semejante; ademas, adquieren una carga negativa uniforme [47, 48]. Debido a ello, las
proteinas son separadas Unicamente en funcién de su tamafo; permitiéndonos
identificar el perfil polipeptidico en condiciones desnaturantes en presencia o no de un
agente reductor (2-ME), que tiene la funcién de romper los puentes disulfuros

presentes en estas especies, y calcular los pesos moleculares de cada una de ellas.

Electroforesis PAGE desnaturalizante (PAGE-SDS):

Algunas proteinas cuentan con puentes disulfuro (S-S) entre los residuos de cisteina
de una misma cadena polipeptidica (puentes intracatenarios) o de diferentes cadenas
polipeptidicas (puentes intercatenarios). Estos puentes pueden romperse mediante el
tratamiento con determinados agentes reductores como el 2-ME. Bajo estas
condiciones, la PAGE-SDS muestra un cambio en el patrén electroforético debido a
que las proteinas unidas mediante puentes disulfuro se disocian en proteinas de

menor masa molecular [48].
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La metodologia descrita para la preparacion de muestras y reactivos para la
electroforesis PAGE-SDS se muestra en el ANEXO 6.

La caracterizacion bioquimica de los extractos acuosos proteicos de las variedades de
quinua se realiz6 siguiendo el método descrito por Laemmli [49]. Se armé el soporte de
preparacion de los geles. Se lavo las placas de vidrio que sostienen los geles y se las
colocéd en el equipo de electroforesis. Se prepararon los geles de separacion y

concentracion de acuerdo a la Tabla 8.

Tabla 8. Condiciones empleadas para la preparacion de geles de separacién y concentracion

Volumen (pL)

Reactivos
Gel de separacion Gel de concentracién

Agua 2182 4 200
Acrilamida / bis-acrilamida 4 008 1000
Buffer de gel de separacion /

2600 760
concentracion con SDS
SDS 10% 100 60
PSA 100 60
TEMED 10 6

En cada caso, se mezclaron los reactivos anteriormente descritos bajo agitacion
constante. Se colocé aproximadamente 3,5mL del gel de separacién entre los vidrios
utilizando una micropipeta. Se cubrié la superficie con alcohol para eliminar cualquier
burbuja existente. Se dej6 secar el gel por media hora, retirandose posteriormente la
capa de alcohol. Se lavé con agua destilada y se secd con papel absorbente. Luego,
se coloco aproximadamente 1,5mL del gel de concentracion sobre el gel de
separacion formado. Se colocé el peine creando los bolsillos de carga de la muestra.
Se dejo secar el gel por una hora y media. Se retir6 el peine y se colocaron los vidrios
conteniendo el gel en la camara de corrida. Se agrego el buffer de corrida con SDS
hasta cubrir los electrodos. Se cargd el estandar de proteinas y cada una de las
muestras, conectandose la camara a la fuente de poder y corriéndose las muestras a
200 voltios por aproximadamente 50 minutos (Figura 22). Finalmente, se retiraron los
vidrios, se saco cuidadosamente el gel y se lo colocd en una placa petri conteniendo

solucion colorante. Se dejé reposar a temperatura ambiente durante 12 horas. Luego,
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se retird la solucion colorante y se adicion6 solucidn decolorante. Este ultimo proceso
se repitié tres veces. Se empled el estandar de proteinas de pesos moleculares de

rango medio para el analisis correspondiente.

Figura 22. Equipo de electroforesis Bio Rad

Fuente: Zegarra, G. (2009) [fotografia]

La metodologia seguida para la determinacion de los pesos moleculares de las
especies polipeptidicas presentes en las muestras a partir del estudio de sus perfiles

electroforéticos se muestra en el ANEXO 7.
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[ll. DISCUSION Y RESULTADOS

3.1. Caracterizacién quimica de los extractos crudos de quinuay tarwi

Se obtuvo 1g de extracto crudo para cada una de las variedades de quinua,
alcanzando un rendimiento del 2%. En el caso del tarwi se obtuvo 2,5g, con un
rendimiento del 5%. Todos los extractos presentaron consistencia sélida (polvo) y

coloraciones amarillo-naranja.

3.1.1. Marcha fitoquimica

La marcha fitoquimica permitid reconocer los tipos de metabolitos presentes en los

extractos crudos de quinua y tarwi, los cuales se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Metabolitos detectados en extractos crudos de quinua y tarwi

Quinua Quinua Quinua Quinua
Metabolitos variedad variedad variedad variedad Tarwi

A. Sacaca |A. Marangani| Markjo Zolapozada

Esteroides /
++ + +++ ++ ++

Triterpenoides

Alcaloides - - + - +++

Quinonas - - - - -

Flavonoides - - A - T+

Taninos - - = - -

Leucoantocianidinas - - - _ _

Saponinas ++ + +++ ++ -

Cumarinas fijas - - - - -

Cumarinas volatiles - - - - -

En base a reacciones de coloracién y/o precipitacion, clasificadas como:
Abundante:  +++
Moderado:  ++

Escaso: +

Negativo: -
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Todas las variedades de quinua resultaron positivas a la presencia de triterpenoides y
saponinas; siendo la variedad Markjo, la que mostré6 de manera cualitativa el mayor
contenido de dichos metabolitos, ademas de resultar positiva a alcaloides. En el caso
del tarwi, su extracto acuoso resulté positivo a la presencia de triterpenoides,

alcaloides y flavonoides; encontrandose estos dos ultimos en altas concentraciones.
3.1.2. Espectroscopia UV/VIS e IR

Los espectros UV/VIS correspondientes a los extractos crudos de quinua y tarwi se
muestran en el ANEXO 8. Todos los espectros presentaron el mismo patron,
mostrando una sefial de maxima intensidad a una longitud de onda de 197nm para el
caso de los extractos crudos de quinua, la cual corresponderia a la transicion
electrénica n—n probable de un C=0 de aldehido; mientras que para el tarwi, dicha
sefial se presentd a 201nm y corresponderia a la transicion electrénica n—n probable
de un C=0 de éster o acido. Adicionalmente, todas las muestras presentaron una

sefal de menor intensidad alrededor de 280nm, que corresponderia a un carbonilo.

Los espectros IR de los extractos crudos de quinua y tarwi se muestran en el
ANEXO 9. Todos los espectros presentaron el mismo patrén, con sefales de
intensidad y frecuencia similares. En todos los casos se observé una sefial alrededor
de 3400cm™ correspondiente al alargamiento O-H de grupos hidroxilos. Asimismo, se
observé una sefial a 2900cm™ correspondiente al alargamiento C-H de grupos metilos
y una sefial a 1600cm™ caracteristica del alargamiento C=0 de grupos carbonilos. Las
sefiales entre 1100-1000cm™ corresponden al alargamiento C-O de grupos hidroxilos;
mientras que las sefiales a 1300cm™ y 1400cm™ corresponden al alargamiento C-O y

a la flexion O-H de grupos carboxilos, respectivamente.

3.2. Caracterizacién quimica de los aceites esenciales de molle y mufia

El aceite esencial de molle es un liquido viscoso incoloro, de olor caracteristico y con
densidad relativa de 0,869 g/cm® (20°C); mientras que el de mufia es un liquido

viscoso de color amarillo palido, de olor caracteristico y con densidad relativa de
0,928 g/cm®(20°C)
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Se logré identificar un total de 19 componentes del aceite esencial de molle y 45 del
aceite esencial de mufia. Sin embargo, muchos de estos compuestos se encontraron
en cantidades muy pequefas, por lo cual se consideraron solo como componentes
principales a terpenos con porcentajes de areas mayores a 1% y con porcentajes de
similitud de espectros de masas (% similitud MS) mayores a 90%, ademas de
presentar indices de retencion téoricos (I, tedrico) y calculados (I; calculado)

semejantes.
Los principales componentes presentes en el aceite esencial de molle y muia

muestran en la Tabla 10 y 11, respectivamente. Asimismo, sus cromatogramas se

muestran en las Figuras 23 y 24.

Tabla 10. Principales componentes del aceite esencial de molle

t., % Area| I, tebrico I, calculado | % Similitud MS
Componente (min)
a-pineno* 7,5 2,7 932 914 97
B-mirceno* 9,7 25,7 988 985 97
a-felandreno* 10,3 33,5 1002 1003 97
p-cimeno* 11,2 4.8 1020 1018 97
Silvestreno* 11,5 23,5 1025 1023 93
Metil octanoato 16,6 1,1 1123 1114 96
E-Cariofileno 34,8 1,5 1417 1415 95
6-cadineno 411 21 1522 1520 92

* Componentes mayoritarios del aceite esencial de molle.
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Figura 23. Cromatograma GC-MS del aceite esencial de molle

Tabla 11. Principales componentes del aceite esencial de muna

t., % Area| I, tedrico I, calculado | % Similitud MS
Componente (min)
a-pineno 7.5 2,1 932 915 97
Sabineno 9,0 1,5 969 962 97
B-mirceno* 9,7 10,5 988 986 97
a-felandreno 10,3 1,2 1002 1003 97
p-cimeno* 11,2 9,2 1020 1019 97
Limoneno* 11,5 11,5 1024 1024 92
Linalol 15,5 1,4 1095 1089 96
Mentona* 18,2 12,7 1148 1142 97
Pulegona* 234 20,1 1233 1231 98
Espatulenol 44,0 1,2 1577 1570 94
Cariofileno éxido 44,2 1,6 1582 1574 93

* Componentes mayoritarios del aceite esencial de mufia.
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Figura 24. Cromatograma GC-MS del aceite esencial de mufia

Los compuestos mayoritarios encontrados en el aceite esencial de molle fueron:
a-felandreno (33,5%), B-mirceno (25,7%), silvestreno (23,5%), p-cimeno (4,8%) y
a-pineno (2,7%); estos representan mas del 90% de su composiciéon. En el caso del
aceite esencial de muna, los compuestos mayoritarios fueron los siguientes: Pulegona
(20,1%), mentona (12,7%), limoneno (11,5%), B-mirceno (10,5%) y p-cimeno (9,2%);

los cuales representan mas del 60% de su composicion.

Los principales componentes encontrados en el aceite esencial de molle y muia, asi
como sus respectivos contenidos, son comparables con otros resultados reportados en
la literatura para dichas especies [33,50], los cuales sefalan al a-felandreno y
B-mirceno como componentes mayoritarios del molle; mientras que a la pulegona vy
mentona, de la mufa. Estudios de las variaciones de los principales componentes del
aceite esencial de mufa en respuesta a insectos de diferentes habitos alimenticios han
demostrado que la gran actividad de este aceite recae en el monoterpeno pulegona,

siendo un gran obstaculo para muchos insectos herbivoros [36].
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3.3. Estudios de bioactividad

3.3.1 Actividad deterrente

La actividad deterrente es un indicador de la bioactividad de sustancias que logran el
exterminio de los insectos al limitar su proceso alimenticio [8]. Se evalud el porcentaje
de consumo de las especies en estudio sobre sus respectivas hojas hospederas
tratadas con el control (%C) y el tratamiento respectivo (%T), lo cual permitié calcular
el porcentaje de inhibicién de ingesta en cada caso. La Tabla 12 y la Figura 25
muestran los resultados de porcentaje de inhibicion de ingesta de las muestras sobre

las dos especies de insectos estudiadas.

Tabla 12. Inhibicién de ingesta evaluada sobre S. littoralis y E. paenulata

% Inhibicién de ingesta
Muestra
S. littoralis E. paenulata
Quinua variedad A. Sacaca -29,7 414
Quinua variedad A. Marangani 6,8 11,5
Quinua variedad Markjo -7,4 42 1*
Quinua variedad Zolapozada 27,9 25,5
Tarwi 8,2 94 3*
Molle -13,7 69,6*
Muha 30,9 99,1*

* Indica que la muestra es deterrente; es decir, que existe diferencia significativa entre
%T y %C de acuerdo al analisis no paramétrico para dos muestras relacionadas
(Test de Wilcoxon, p<0.05)
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Figura 25. Inhibicién de ingesta evaluada sobre S. littoralis y E. paenulata

Ninguno de los extractos mostro actividad contra S. littoralis, ya que no se observaron
diferencias significativas entre %T y %C. Ademas, los valores de porcentaje de
inhibicion de ingesta obtenidos para esta especie son menores que el valor de
referencia reportado en la literatura como criterio para determinar si una muestra es

fuertemente deterrente sobre S. littoralis (% Inhibicién de ingesta = 75%) [51].

Los extractos de quinua variedad Markjo y tarwi; asi como los aceites de molle y mufa
mostraron actividad significativa contra E. paenulata, ya que en este caso también se
observaron diferencias significativas entre %T y %C. El tarwi y la mufia mostraron
mayor actividad, presentando porcentajes de inhibicidn de ingesta superiores a los
reportados en la literatura para dos quimicos comunmente usados en el control de

esta plaga (nicotina = 82% y rotenona = 87%) [8].

Los resultados del porcentaje de inhibicidon de ingesta obtenidos para ambas especies
en estudio son comparables con otros resultados reportados en la literatura, los cuales
sefialan una alta actividad sobre la especie E. paenulata y una baja actividad sobre S.

littoralis. La diferencia del efecto deterrente entre estos dos tipos de insectos
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masticadores es explicada por las distintas dietas seguidas por dichos herbivoros. Las
especies generalistas, como S. littoralis, ingieren una gran variedad de plantas con lo
cual adquieren una mayor tolerancia a la defensa quimica de las mismas; mientras
que las especialistas, como E. paenulata, se alimentan de un numero reducido de
plantas con lo cual solo toleran metabolitos secundarios propios de las plantas de las

que normalmente se alimentan [8].

Las Figuras 26, 27, 28, 29, 30, 31 y 32 muestran la variacion del porcentaje de
consumo entre el control (%C) y el tratamiento (%T) para cada una de las muestras

sobre la especie E. paenulata a lo largo del tiempo.
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Figura 26. Evaluacién de consumo de la especie E. paenulata para la quinua variedad

A. Sacaca
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Figura 27. Evaluacién de consumo de la especie E. paenulata para la quinua variedad

A. Marangani
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Figura 28. Evaluacién de consumo de la especie E. paenulata para la quinua variedad Markjo
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Figura 29. Evaluacién de consumo de la especie E. paenulata para la quinua variedad

Zolapozada
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Figura 30. Evaluacion de consumo de la especie E. paenulata para el tarwi
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Figura 31. Evaluacién de consumo de la especie E. paenulata para el molle
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Figura 32. Evaluacién de consumo de la especie E. paenulata para la mufa

Las figuras mostradas anteriormente confirman que las especies de mayor actividad
contra E. paenulata son la quinua variedad Markjo, el tarwi, la mufa y el molle; ya que
en las cuatro se observo una diferencia notoria entre el consumo del control frente al
del tratamiento. En estos casos, el consumo del tratamiento fue muy bajo a lo largo del
tiempo, siendo nulo para la muia. El consumo del control se incrementd en todos los

casos a lo largo del tiempo.

Finalmente, se realizé el tratamiento estadistico de los valores de porcentaje de
inhibicion de ingesta obtenidos para las muestras sobre cada especie de insecto
estudiado. Se empled el analisis de comparaciones multiples post-ANOVA (Test de

Tukey, p<0,05) del programa estadistico SPSS 17.0. Los subgrupos con valores
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estadisticamente iguales (Sub. Homo) encontrados en cada caso se muestran en la

Tabla 13.
Tabla 13. Subgrupos homogéneos para la inhibicion de ingesta
% Inhibicién de ingesta
Muestra S. littoralis E. paenulata
Sub. Sub. Sub.
Homo 1 Homo 1 Homo 2
Quinua variedad A. Sacaca -29,7 41,4 41,4
Quinua variedad A. Marangani 6,8 11,5 -
Quinua variedad Markjo -7,4 42,1 42,1
Quinua variedad Zolapozada 27,9 25,5 -
Tarwi 8,2 - 94,3
Molle -13,7 69,6 69,6
Mufa 30,9 - 99,1

La especie S. littoralis presenta un solo subgrupo homogéneo, lo cual nos indica que
los valores de porcentaje de inhibicién de ingesta de todas las muestras evaluadas
para esa especie son estadisticamente iguales. La especie E. paenulata presenta dos
subgrupos homogéneos, indicandonos diferencias significativas en el porcentaje de
inhibicion de ingesta de las muestras evaluadas. Los resultados de todas las
variedades de quinua y el molle son estadisticamente iguales, pero difieren del tarwi y
la mufa; los cuales a su vez, son iguales al molle y las variedades de quinua Markjo y

A. Sacaca.

3.3.2. Actividad acaricida

Conociendo los pesos de: garrapatas, huevos (dia 14 post - tratamiento) y % eclosion
(dia 40 post - tratamiento), se calculd el porcentaje de eficiencia reproductiva de las
garrapatas y el porcentaje de eficacia de los acaricidas naturales empleados en cada

Caso.
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La Tabla 14 y las Figuras 33 y 34 muestran el porcentaje de eficiencia reproductiva y
el porcentaje de eficacia, evaluados a concentraciones del 1% y 10% (screening

primario):

Tabla 14. Eficiencia reproductiva y eficacia obtenidas del screening primario

% Eficiencia ) ]
) % Eficacia
Muestra reproductiva
[1%)] [10%] [1%)] [10%]
Quinua variedad A. Sacaca 39,6 20,1 11,2 45,6
Quinua variedad A. Marangani 448 33,3 0,0 0,0
Quinua variedad Markjo 31,3 10,9 28,4 68,8
Quinua variedad Zolapozada 34,8 27,4 21,6 23,1
Tarwi 39,3 324 11,4 9,2
Molle 43,8 30,9 2,2 14,8
Muna 40,8 2,5 6,8 92,8
Control 44,3 36,3 N/A N/A
Amitraz 0,0 0,0 100,0 100,0
N/A: No aplica
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Figura 33. Eficiencia reproductiva obtenida del screening primario
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Figura 34. Eficacia obtenida del screening primario

Los resultados del screening primario mostraron que para todas las especies
estudiadas, la eficiencia reproductiva disminuye al aumentar la dosis; mientras que la
eficacia aumenta. Ademas, casi todas las muestras presentaron una eficiencia
reproductiva menor con respecto al control a las dos concentraciones estudiadas, con
excepcion de la quinua variedad A. Marangani para la concentracion del 10%. Al
comparar la eficiencia reproductiva y la eficacia de las muestras con los valores
obtenidos para el acaricida quimico amitraz se observé que todas las muestras
presentaron una eficiencia reproductiva mayor y una eficacia menor a dicho acaricida;
siendo la muna la unica especie que presento valores cercanos a los obtenidos para el
amitraz. En todos los casos, el amitraz mostré un porcentaje de eficiencia reproductiva

igual a 0% y una eficacia del 100%.

Los resultados de la eficiencia reproductiva mostraron como posibles especies activas
al aceite esencial de mufia y casi todos los extractos de quinua, con excepcién de la
quinua variedad A. Marangani; siendo la mufa y la quinua variedad Markjo las de
mayor actividad, ya que presentaron una eficacia mayor al 50% a la concentracion del
10%.
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La Tabla 15 y las Figuras 35 y 36, muestran el porcentaje de eficiencia reproductiva y
el porcentaje de eficacia, evaluados a concentraciones del 5%, 10% y 15% (screening

secundario:

Tabla 15. Eficiencia reproductiva y eficacia obtenidas del screening secundario

% Eficiencia
% Eficacia
Muestra reproductiva
[5%] [10%] | [15%] [5%] [10%] | [15%]
Quinua variedad A. Sacaca 37,0 23,2 1,7 0,8 52,5 95,7
Quinua variedad A. Marangani 354 11,7 1,5 7.7 76,3 96,3
Quinua variedad Markjo 17,6 3,4 2,9 58,9 92,8 92,8
Quinua variedad Zolapozada 34,0 9,9 24,3 9,5 78,8 37,9
Muna 36,1 4,6 0,0 3,0 90,7 100,0
Control 38,4 48,1 39,2 N/A N/A N/A
Amitraz 0,0 0,0 0,0 100,0 | 100,0 | 100,0
N/A: No aplica
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Figura 35. Eficiencia reproductiva obtenida del screening secundario
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Figura 36. Eficacia obtenida del screening secundario

Con las muestras que resultaron activas, se realizd un screening secundario a
mayores concentraciones. A estas condiciones, los resultados mostraron que para casi
todas las especies estudiadas, la eficiencia reproductiva disminuye al aumentar la
dosis; mientras que la eficacia aumenta, con excepcion de las variedades de quinuas
Zolapozada y Markjo; esta ultima presenta una misma eficiencia reproductiva y
eficacia a concentraciones del 10% y 15%. Ademas, todas las muestras presentaron
una eficiencia reproductiva menor con respecto al control a todas las concentraciones
estudiadas. Al comparar la eficiencia reproductiva y la eficacia de las muestras con los
valores obtenidos para el acaricida quimico amitraz se observé que todas las muestras
presentaron una eficiencia reproductiva mayor y una eficacia menor a dicho acaricida;
con excepcion de la muna a la concentracion del 15%, pues fue la Unica especie que
presento valores iguales a los obtenidos para el amitraz. A concentraciones del 10%,
la variedad de quinua Markjo y la mufia presentaron valores cercanos a los obtenidos
para el acaricida en mencion; mientras que las variedades de quinuas A. Sacaca,
Marangani y Markjo obtuvieron semejantes resultados a concentraciones del 15%. En
todos los casos, el amitraz mostr6 un porcentaje de eficiencia reproductiva igual a 0%

y una eficacia del 100%.
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Los resultados de la eficiencia reproductiva mostraron como especies activas a todas
las especies estudiadas. La variedad de quinua Markjo mostré la mas alta actividad
acaricida, incluso a dosis bajas (desde 5%), alcanzando eficacias por encima del 50%;
mientras que el aceite esencial de mufa mostré una muy alta actividad a dosis

elevadas (superiores a 10%), alcanzando eficacias superiores al 90%.

Los valores de eficacia obtenidos del screening secundario permitieron evaluar el

efecto de la concentracion (EC) en cada una de las muestras, los cuales se aprecian

en las Figuras 37, 38, 39, 40 y 41.
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Figura 37. Efecto de concentracion para la quinua variedad A. Sacaca
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Figura 38. Efecto de concentracion para la quinua variedad A. Marangani
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Figura 39. Efecto de concentracion para la quinua variedad Markjo
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Figura 40. Efecto de concentracion para la quinua variedad Zolapozada
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Figura 41. Efecto de concentracién para la mufia
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El efecto de la concentracion en las variedades de quinuas A. Sacaca y A. Marangani
mostré una tendencia positiva entre la concentracion y la eficacia; obteniendo mayores
eficacias a concentraciones mas altas. Del mismo modo, la variedad de quinua Markjo
y la mufia mostraron un aumento de la eficacia al pasar de la concentracion del 5% al
10%, para luego mantenerse constante. En el caso de la variedad de quinua
Zolapozada, la eficacia aumenta al pasar de la concentracién del 5% al 10%, para

luego bajar a la concentracion del 15%.

Finalmente, se realizé el tratamiento estadistico de los valores de porcentaje de
eficiencia reproductiva y eficacia obtenidos para las muestras tanto en el screening
primario como en el secundario. Se emple6 el analisis de comparaciones multiples
post-ANOVA (Test de Tukey, p<0,05) del programa estadistico SPSS 17.0. Los
subgrupos con valores estadisticamente iguales (Sub. Homo) encontrados en cada

caso se muestran en las Tablas 16, 17, 18 y 19.

Tabla 16. Subgrupos homogéneos para la eficiencia reproductiva del screening primario

% Eficiencia reproductiva
Muestra [1%)] [10%]
Sub. Sub. Sub. Sub. Sub.
Homo 1 | Homo 2 | Homo 1 | Homo 2 | Homo 3

Quinua variedad A. Sacaca 39,6 - - 20,1 20,1
Quinua variedad A. Marangani| 44,8 - - - 33,3
Quinua variedad Markjo 31,3 - 10,9 10,9 -
Quinua variedad Zolapozada 34,8 - - 27,4 27,4
Tarwi 39,3 - - - 32,4
Molle 43,8 - - - 30,9
Mufa 40,8 - 2,5 - -
Control 44 3 - - - 36,3
Amitraz - 0,0 0,0 - -
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ubgrupos homogéneos para la eficacia del screening primario

% Eficacia
Muestra [1%] [10%]
Sub. Sub. Sub. Sub. Sub.
Homo 1 | Homo 2 | Homo 1 | Homo 2 | Homo 3
Quinua variedad A. Sacaca 11,2 - 45,6 45,6 45,6
Quinua variedad A. Marangani 0,0 - 0,0 - -
Quinua variedad Markjo 28,4 - - 68,8 68,8
Quinua variedad Zolapozada 21,6 - 23,1 23,1 -
Tarwi 11,4 - 9,2 - -
Molle 2,2 - 14,8 14,8 -
Mufa 6,8 - - - 92,8
Amitraz - 100,0 - - 100,0

Los resultados de eficiencia reproductiva y eficacia obtenidos en el screening primario
para las concentraciones del 1% y 10% presentan 2 y 3 subgrupos homogéneos,

respectivamente.

Al evaluar la eficiencia reproductiva a la concentracion del 1% se obtiene que los
resultados de todas las muestras y el control son estadisticamente iguales, con
excepcion del amitraz. Los resultados de las variedades de quinuas A. Sacaca, A.
Marangani y Zolapozada; asi como del tarwi, molle y control son significativamente
iguales para la concentracion del 10%, pero difieren estadisticamente de la quinua
variedad Markjo, mufa y amitraz; siendo estos dos ultimos iguales a la quinua
variedad Markjo, la cual a su vez es igual a las variedades de quinuas A. Sacaca y

Zolapozada.

Al evaluar la eficacia a la concentracion del 1% se obtiene que los resultados de todas
las muestras son estadisticamente iguales, pero difieren del amitraz. Para la
concentracion del 10%, los resultados de las variedades de quinuas A. Sacaca, A.
Marangani y Zolapozada; asi como del tarwi y molle son significativamente iguales,
pero difieren estadisticamente de la quinua variedad Markjo, mufia y amitraz; siendo
estos dos ultimos iguales a las variedades de quinuas A. Sacaca y Markjo, las cuales a

su vez son iguales a la variedad de quinuas Zolapozada y molle.
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ubgrupos homogéneos para la eficiencia reproductiva del screening secundario

% Eficiencia reproductiva

Muestra [5%] [10%)] [15%]
Sub. Sub. Sub. Sub. Sub. Sub. Sub.
Homo 1 | Homo 2 | Homo 1 | Homo 2 | Homo 1 |[Homo 2 | Homo 3

Quinua variedad A. Sacaca 37,0 - 23,2 23,2 1,7 - -
Quinua variedad A. Marangani| 35,4 - 11,7 - 1,5 - -
Quinua variedad Markjo - 17,6 3,4 - 2,9 - -
Quinua variedad Zolapozada 34,0 - 9,9 - - 24,3 -
Mufa 36,1 - 4,6 - 0,0 - -
Control 38,4 - - 48,1 - - 39,2
Amitraz - 0,0 0,0 - 0,0 - -

Tabla 19. Subgrupos homogéneos para la eficacia del screening secundario

% Eficacia
Muestra [5%] [10%)] [15%)]
Sub. Sub. Sub. Sub. Sub. Sub.
Homo 1 | Homo 2 | Homo 1 | Homo 2 | Homo 1 | Homo 2

Quinua variedad A. Sacaca 0,8 - - 52,5 95,7 -
Quinua variedad A. Marangani| 7,7 - - 76,3 96,3 -
Quinua variedad Markjo - 58,9 92,8 - 92,8 -
Quinua variedad Zolapozada 9,5 - - 78,8 - 37,9
Mufa 3,0 - 90,7 - 100,0 -
Amitraz - 100,0 | 100,0 - 100,0 -

Los resultados de eficiencia reproductiva y eficacia obtenidos en el screening
secundario para las concentraciones estudiadas presentan 2 subgrupos homogéneos;
con excepcion de la eficiencia reproductiva evaluada al 15%, que presenta 3

subgrupos.
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Al evaluar la eficiencia reproductiva a la concentracion del 5% se obtiene que los
resultados de todas las muestras y el control son estadisticamente iguales, con
excepcion de la variedad de quinua Markjo y el amitraz, los cuales son iguales entre si.
Los resultados de todas las muestras y el amitraz son significativamente iguales para
la concentracion del 10%, pero difieren estadisticamente del control, que a su vez es
igual a la quinua variedad A. Sacaca. A la concentracion del 15%, todas las muestras
son estadisticamente iguales con excepciéon del control y la quinua variedad

Zolapozada.

Al evaluar la eficacia a la concentracion del 5% se obtiene que los resultados de casi
todas las muestras son estadisticamente iguales, pero difieren de la variedad de
quinua Markjo y el amitraz, los cuales son iguales entre si. Los resultados de la
variedad de quinua Markjo, la mufa y el amitraz son significativamente iguales para la
concentracion del 10%, pero difieren estadisticamente de las variedades de quinuas A.
Sacaca, A. Marangani y Zolapozada, las cuales son iguales entre si. A la
concentracion del 15%, todas las muestras son estadisticamente iguales con

excepcion de la quinua variedad Zolapozada.

3.4. Caracterizacién quimica de las variedades de quinua

3.4.1. Determinacion del contenido de proteina total

Los resultados del contenido de proteina total presente en las variedades de quinua se

muestran en la Tabla 20.

Tabla 20. Contenido de proteina total de las variedades de quinua

Muestra Proteina total (%)
Quinua variedad A. Sacaca 11,7
Quinua variedad A. Marangani 12,6
Quinua variedad Markjo 13,5
Quinua variedad Zolapozada 12,5
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De todas las variedades de quinua estudiadas, la quinua Markjo presentd el mayor
contenido de proteina total. Los resultados de contenido proteico obtenidos para las
quinuas en estudio son comparables con otras variedades de quinuas amargas
descritas en la literatura [47] y son superiores a los valores de contenido proteico
reportados para otros cereales como cebada (11%) y arroz (7,5%); y similares a los
del maiz (13,4%) [48].

Finalmente, se realizd el tratamiento estadistico de los valores de proteina total
obtenidos para las muestras. Se empled el anadlisis de comparaciones multiples
post-ANOVA (Test de Tukey, p<0,05) del programa estadistico SPSS 17.0. Los
subgrupos con valores estadisticamente iguales (Sub. Homo) se muestran en la
Tabla 21.

Tabla 21. Subgrupos homogéneos para el contenido de proteina total

Proteina total (%)
HliEs Sub. | Sub. | Sub.
Homo 1 |Homo 2 | Homo 3
Quinua variedad A. Sacaca 11,7 = -
Quinua variedad A. Marangani - 12,6 -
Quinua variedad Markjo = - 13,5
Quinua variedad Zolapozada - 12,5 -

El contenido de proteina total de las variedades de quinua estudiadas presenta 3
subgrupos homogéneos. Los resultados de las variedades de quinuas A. Marangani y
Zolapozada son significativamente iguales, pero difieren estadisticamente de las

variedades de quinuas A. Sacaca y Markjo.

3.4.2. Determinacion de acidos grasos

Como resultado del andlisis por cromatografia de gases fue posible reconocer los

diferentes tipos de acidos grasos contenidos en las variedades de quinua estudiadas,

logrando también su evaluacion cuantitativa. Los acidos grasos presentes en las

muestras se esquematizan en la Tabla 22.
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a 22. Acidos grasos presentes en las variedades de quinua

Contenido (%)
Acidos Grasos t Quinua Quinua Quinua Quinua

variedad variedad variedad Variedad

A. Sacaca |A. Marangani Markjo Zolapozada
Miristico 14:0 10,4 0,2 0,3 0,2 0,2
Palmitico 16:0 12,4 13,4 12,7 13,4 14,8
Palmitoleico 16:1 (9) 12,6 0,4 - - 0,4
Estearico 18:0 14,9 15,9 13,3 14,1 14,0
cis-oleico 18:1 (9) 15,0 0,8 0,6 0,7 1,3
cis-linoleico 18:2 (9,12) 15,5 42,6 40,6 341 45,4
cis-linolénico 18:3 (9,12,15)| 16,2 7,0 6,7 75 7,8
Araquidico 20:0 18,0 - 0,4 0,4 0,7
Heneicosanoico 21:0 20,4 - 0,2 - -
Behénico 22:0 21,6 0,3 0,2 - 0,6

Se encontraron contenidos de acidos grasos similares para todas las variedades de
quinua en estudio. Los acidos grasos presentes en mayor proporcion fueron:
cis-linoleico, estearico, palmitico y cis-linolénico; siendo el primero el componente
mayoritario, el cual constituye mas del 30% de la fraccion lipidica. Se consideraron los

componentes que presentaron un porcentaje de area mayor a 0,1.

Los principales acidos grasos encontrados en las variedades de quinuas estudiadas,
asi como sus respectivos contenidos, son comparables con otros resultados
reportados en la literatura para dicha especie [52]; observandose similitudes en el caso
de los &acidos cis-linoleico y cis-linolénico, y diferencias para los acidos esteérico,

cis-oleico y palmitico.
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3.5.

variedades de quinua

Caracterizacion bioquimica de los extractos acuosos proteicos de las

3.5.1. Determinacion del contenido de proteina soluble

Los resultados del contenido de proteina soluble presente en los extractos acuosos
proteicos de las cuatro variedades de quinua estudiadas se muestran en la Tabla 23 y

en la Figura 42.

Tabla 23. Contenido de proteina soluble de los extractos acuosos proteicos de las variedades

de quinua
Proteina soluble (mg/mL)
Muestra pH9 pH 10 pH 11
Quinua variedad A. Sacaca 4.6 4.9 52
Quinua variedad A. Marangani 3,4 4.4 49
Quinua variedad Markjo 6,6 5,8 6,6
Quinua variedad Zolapozada 4,2 5,1 5,1
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Figura 42. Contenido de proteina soluble de los extractos acuosos proteicos de las variedades

de quinua
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El contenido de proteina soluble de los extractos acuosos proteicos de las variedades
de quinua estudiadas fluctué entre 3,4 y 6,6 mg/mL; y se puede observar, tanto en la
Tabla 23 como en la Figura 42, que éste aumenta al incrementarse el pH; con
excepcion del extracto proveniente de la variedad de quinua Markjo, en este caso, el
contenido proteico disminuye al pasar de valores de pH 9 a 10, para luego subir a pH
11. De todos los extractos estudiados a distintos valores de pH, la variedad de quinua

Markjo presenté el mayor contenido de proteina soluble.

Los resultados obtenidos en todas las variedades de quinua, con excepcion de la
Markjo, muestran una relacién directamente proporcional entre la solubilidad de las
proteinas y el pH. Las variaciones de solubilidad debidas al pH estan relacionadas con
la carga neta de las proteinas [53]. En la zona cercana al punto isoeléctrico, la carga
neta de las proteinas tiende a cero; lo que aumenta la atraccidon entre las moléculas,
originando que la solubilidad sea minima. En medio alcalino las proteinas tendran una
carga neta negativa, con lo cual las fuerzas repulsivas predominaran sobre las fuerzas
de atraccion; aumentando la solubilidad. El punto isoeléctrico reportado para harina de

quinua es pH =6 [19].

Finalmente, se realizd el tratamiento estadistico de los valores de proteina soluble
obtenidos para las muestras. Se empled el andlisis de comparaciones multiples
post-ANOVA (Test de Tukey, p<0,05) del programa estadistico SPSS 17.0. Los

subgrupos con valores estadisticamente iguales (Sub. Homo) se muestran en la

Tabla 24.
Tabla 24. Subgrupos homogéneos para el contenido de proteina soluble
Proteina soluble (mg/mL)
Muestra pH 9 pH 10 pH 11
Sub. Sub. Sub. Sub. Sub. Sub. Sub.
Homo 1 |Homo 2 | Homo 3 | Homo 1 | Homo 2 | Homo 1 | Homo 2
Quinua variedad A. Sacaca - 4,6 - 49 49 5,2 -
Quinua variedad A. Marangani| 3,4 - - 4.4 - 4.9 -
Quinua variedad Markjo - - 6,6 - 5,8 - 6,6
Quinua variedad Zolapozada - 4,2 - 5,1 5.1 5,1 -
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El contenido de proteina soluble de las variedades de quinua estudiadas a pH 9
presenta 3 subgrupos homogéneos; mientras que 2 subgrupos para valores de pH 10
y 11. A pH 9, los resultados de las variedades de quinuas A. Sacaca y Zolapozada son
significativamente iguales, pero difieren estadisticamente de las variedades de quinuas
A. Marangani y Markjo. A valores de pH 10 y 11, casi todas las variedades de quinuas
son iguales entre si; con excepcion de la variedad de quinua Markjo, esta ultima es a

su vez igual a las variedades A. Sacaca y Zolapozada a pH 10.

3.5.2. Electroforesis PAGE

Electroforesis PAGE desnaturalizante (PAGE-SDS):

La PAGE-SDS de los extractos acuosos proteicos de las variedades de quinua se
realiz6 en condiciones reductoras (SDS + 2-ME) y no reductoras (SDS), lo cual
permitié distinguir subunidades que se mantenian juntas mediante puentes disulfuro o
mediante fuerzas no covalentes. Ademas, todas las muestras se trabajaron a distintos
valores de pH (9, 10 y 11). Las bandas obtenidas fueron comparadas frente al

estandar de proteinas de pesos moleculares de rango medio (STD)

Los perfiles polipeptidicos desnaturalizantes de todas las variedades de quinua en
estudio se presentan en el ANEXO 8; estos no mostraron diferencias en funcién del pH
y presentaron un patrén similar tanto en condiciones reductoras como no reductoras.
El perfil polipetidico desnaturalizante de la variedad de quinua Markjo se muestra en la
Figura 43.
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Figura 43. Perfil polipeptidico desnaturalizante de la quinua variedad Markjo

Debido a que las muestras no presentaron diferencias en funcién del pH, se calcularon
los pesos moleculares promedio para cada una de las especies polipeptidicas
presentes en las variedades de quinua, tanto en condiciones reductoras como no

reductoras. Los resultados se muestran en la Tabla 25:
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a 25. Pesos moleculares de las especies polipeptidicas presentes en las variedades de quinua

PM (kDa)
Quinua variedad Quinua variedad Quinua variedad Quinua variedad
A. Sacaca A. Marangani Markjo Zolapozada

SDS | SDS+2-ME | SDS SDS + 2-ME SDS |SDS+2-ME| SDS | SDS + 2-ME
61,7 - 61,0 - 60,4 - 60,4 -
54,3 - 54,4 - 55,3 - 54,2 -
40,7 41,9 40,5 40,9 39,6 39,8 39,9 39,9
34,9 35,3 35,1 35,1 33,9 34,1 35,5 34,7
28,9 30,2 29,0 28,7 28,5 28,6 28,7 29,0
20,4 20,9 20,4 20,6 25,4 24,2 18,8 20,9
14,5 14,5 13,9 14,0 23,6 22,7 13,9 14,6
8,2 8,3 8,0 7,8 20,8 20,6 10,0 10,1

- - £ - 13,9 14,3 8,1 8,1

- - - - 7,6 8,5 - -

Los pesos moleculares de las especies polipeptidicas presentes en las cuatro
variedades de quinua estudiadas fueron semejantes, encontrandose en un rango de
7,6 - 61,7 kDa.

En condiciones no reductoras, las variedades de quinuas A. Sacaca y A. Marangani
presentaron 8 bandas polipeptidicas; mientras que las variedades Markjo y
Zolapozada presentaron 10 y 9, en cada caso. En condiciones reductoras dichas
variedades presentaron 6, 8 y 7 bandas, respectivamente. Este cambio en el perfil
electroforético permitié identificar la presencia de proteinas estabilizadas por puentes

disulfuro.

Las proteinas de quinua estan compuestas principalmente por dos tipos de
polipéptidos: albiminas 2S, de PMs menores a 20 kDa y globulinas 11S, de PMs
alrededor de 50 kDa; ambas estabilizadas por puentes disulfuro [47]. En condiciones
no reductoras, se identificaron dichas proteinas en todas las variedades de quinua
estudiadas, alrededor de 8 y 14 kDa, para el caso de las albuminas 2S; y 54 kDa, para

la globulina 11S. EIl tratamiento de las muestras con un agente reductor permitio
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corroborar la presencia de la globulina 11S, ya que la banda correspondiente a dicha
proteina desaparecio y en su lugar aparecieron las bandas de las subunidades que la
conforman: subunidad &cida a 34 kDa y subunidad béasica a 20 kDa, las cuales se

encontraban unidas por puentes disulfuro (S-S) en condiciones no reductoras.

Al comparar los perfiles proteicos desnaturalizantes de todas las variedades de quinua
en estudio, tanto en condiciones reductoras como no reductoras, se pudo observar
que la mayoria de las especies polipeptidicas identificadas no presentan puentes
disulfuro (S-S), ya que sus bandas aparecen tanto en presencia como en ausencia de
2-ME; con excepcién de las dos bandas de mayor peso molecular, una de las cuales

corresponde a la globulina 11 S.

Los perfiles polipetidicos desnaturalizantes de todas las variedades de quinua
estudiadas son comparables con perfiles de otras variedades de quinua amarga
descritos en la literatura [47], ya que en general se observo una similar movilidad
electroforética y el mismo nimero de bandas proteicas para las variedades de quinuas
A. Sacaca y A. Marangani, mientras que las variedades Markjo y Zolapozada

presentaron bandas proteicas adicionales.
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IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones:

Se comprobd la actividad deterrente de los extractos crudos de quinua
variedad Markjo (42,1%) y tarwi (94,3%); asi como de los aceites esenciales de
molle (69,6%) y muna (99,1%) sobre la especie E. paenulata, siendo los tres
ultimos los mas activos. Ninguna de las muestras mostré actividad deterrente

contra S. litorallis.

Se comprobé la actividad acaricida del aceite esencial de mufia y todos los
extractos de quinua sobre B. microplus, con excepciéon de la variedad A.
Marangani. El aceite esencial de mufa y la variedad de quinua Markjo
mostraron la mas alta bioactividad. La variedad Marjko mostré alta actividad
(% eficiencia reproductiva = 2,9%, % eficacia = 92,8%) incluso a dosis bajas;
mientras que el aceite esencial de mufia mostré una excelente actividad

(% eficiencia reproductiva = 0%, % eficacia = 100%) a dosis elevadas.

El acaricida quimico amitraz resulté ser mas activo que todas las muestras
estudiadas a las dosis evaluadas; con excepcion del aceite esencial de muna,
el cual mostré una igual bioactividad a la obtenida por dicho acaricida
(% eficiencia reproductiva = 0%, % eficacia = 100%). La variedad de quinua

Markjo mostré una actividad bastante cercana al amitraz.

Evaluando el nimero de especies polipeptidicas de los extractos acuosos
proteicos obtenidos de las harinas de quinua en estudio, la variedad Markjo
presentd el mayor numero, seguida de la Zolapozada. Las variedades
A. Sacaca y A. Marangani presentaron un menor nimero de polipéptidos, estas

ultimas mostraron entre ellas similares perfiles electroforéticos.

Los pesos moleculares de las especies polipeptidicas presentes en las
variedades de quinua estudiadas fluctuaron entre 7,6 - 61,7 kDa; siendo
principalmente proteinas del tipo globulinas 11S y albuminas 2S, ambas
estabilizadas por puentes disulfuros (S-S). La variedad Marjko present6 el

mayor contenido de proteina soluble (6,6 mg/mL)
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presencia de triterpenoides y saponinas, la variedad Marjko dio ademas
positivo para alcaloides. El extracto crudo de tarwi dio positivo a triterpenoides,

alcaloides y flavonoides.

Los compuestos mayoritarios del aceite esencial de molle son: a-felandreno
(33,5%), B-mirceno (25,7%), silvestreno (23,5%), p-cimeno (4,8%) y a-pineno
(2,7%); los cuales representan mas del 90% de su composicion. Los
compuestos mayoritarios del aceite esencial de mufa son: Pulegona (20,1%),
mentona (12,7%), limoneno (11,5%), B-mirceno (10,5%) y p-cimeno (9,2%); los

cuales representan mas del 60% de su composicion.

De todas las variedades de quinuas estudiadas, la variedad Marjko present6 el
mayor contenido de proteina total (13,5%); asi mismo se reconocen los
siguientes acidos grasos mayoritarios en promedio: cis-linoleico (40,1%),

estearico (14,3%), palmitico (13,6%) y cis-linolénico (7,3%).

Recomendaciones:

1.

Formular productos veterinarios en base a aceites esenciales de molle y mufia

y extractos de tarwi y quinua Markjo contra E. paenulata.

Continuar con los estudios de actividad acaricida con extractos de quinuas
amargas, en especial con la variedad Marjko. Formular acaricidas naturales

con aceite esencial de mufia y probarlo en campo.
Difundir la potencialidad alimenticia de las quinuas amargas optimamente

desaponificadas, considerando su produccién en zonas de gran altitud y de

escasos recursos cultivables.
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