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RESUMEN

Los campos de cultivo agricola se ven afectados en la produccién por diversos factores,
entre los cuales se encuentra el ataque de plagas de insectos, siendo una medida para su
control y exterminio el uso de insecticidas sintéticos, sin embargo, la mayoria genera una
alta contaminacion ambiental. Debido a esto, los bioinsecticidas de origen vegetal surgieron
como una alternativa menos contaminante por su rapida degradacion en el ambiente y baja
peligrosidad para el hombre. El presente trabajo evalué la toxicidad de los extractos
acuosos, etandlicos y hexanicos de las hojas de Minthostachys mollis (Lamiaceae) “mufia”
y semillas de Annona muricata (Annonaceae) “guanabana”, Lupinus mutabilis (Fabaceae)
“tarwi” 'y Chenopodium quinoa (Chenopodiaceae) “quinua” sobre hembras adultas del
acaro Tetranychus urticae (Trombidiformes: Tetranychidae) “araiiita roja” y larvas del
primer instar de Chrysoperla externa (Neuroptera: Chrysopidae) “leén de afidos”. Se
emplearon dos concentraciones para todos los extractos: 10% y 20% (p/v), en un periodo de
exposicion entre las 24 y 72h. Los datos obtenidos fueron sometidos al analisis de varianza
(ANDEVA) y la prueba post hoc de Duncan con un nivel de significancia de p<0,05. Los
parametros de toxicidad se observaron en los valores NOEC (Concentracion sin efecto
observado) y LOEC (Concentraciobn mas baja con efecto observado). Se realizd el
screening fitoquimico de los extractos botanicos empleados en los bioensayos. El extracto
acuoso de M. mollis y el extracto etanolico de C. quinoa, ambos al 20% de concentracién,
causaron mortalidades en T. urticae del 28,98% y 29,63%, respectivamente. Los extractos
hexanicos de A. muricata y M. mollis no presentaron actividad acaricida. El extracto
etandlico de M. mollis registré la mayor toxicidad de todos los extractos evaluados a las
72h de exposicion en C. externa, con una mortalidad del 75,76%. El extracto hexanico de
A. muricata no produjo mortalidad en este insecto a las 24, 48 y 72h de exposicion. La
diferenciacion en toxicidad (mayor a menor) de los extractos vegetales para C. externa fue:

etandlico> acuoso> hexanico. Segun el CR (cociente de riesgo) obtenido a las 48h de



exposicion, los extractos acuosos no representaron un riesgo en la mortalidad de C. externa.
La secuencia de mayor a menor toxicidad del CR de los extractos acuosos fue: L.

mutabilis> A. muricata> C. quinoa> M. mollis.

Palabras clave: Arafiita roja, bioensayos, bioinsecticidas, extractos botanicos, ledn de

afidos, toxicidad.



ABSTRACT

Agricultural crops have been affected by several factors among which are plague of insects
attack, being an effective measure for its control and extermination: synthetic insecticides
use, however the majority of them produce high levels of environmental pollution. Due to
this, bioinsecticides of plant origin emerging as alternative less polluting because of rapid
degradation in the environment and low danger to man. This work analizes the toxicity of
hexanic, ethanolic and aqueous extracts of leaves of Minthostachys mollis (Lamiaceae)
“muna” and seeds of Annona muricata “guanabana” (Annonaceae), Lupinus mutabilis
“tarwi” (Fabaceae) and Chenopodium quinoa “quinua” (Chenopodiaceae) on adult female
mite of Tetranychus urticae (Trombidiformes: Tetranychidae): "red spider mite" and the
first instar stage larva of Chrysoperla externa (Neuroptera: Chrysopidae): “lacewings".
Two concentrations were used for all extract: 10% and 20% (w/v) in an exposure period
between 24 and 72h. Analysis of variance (ANOVA) and post-hoc test of Duncan were
performed with a significant level p < 0.05. Toxicity endpoints were observed with values
in NOEC (No Observed Effect Concentration) and LOEC (Lowest Observed Effect
Concentration). Phytochemical screening of botanical extracts used in bioassays was
performed. Aqueous extract of M. mollis and ethanolic extract of C. quinoa both at
concentration of 20% causing losses in T. urticae of 28,98% and 29,63% respectively.
Hexanic extracts of A. muricata and M. mollis did not show acaricide activity. Ethanolic
extract of M. mollis registered the greater toxicity of all evaluated extracts at 72 hours in
exposure of C. externa with mortality 75,76%. Hexanic extract of A. muricata had no
significant effect on mortality in this insect at 24, 48 and 72 hours of exposure.
Differentiation in toxicity (to a greater up lesser) of vegetal extracts for C. externa was:
ethanol> aqueous> hexane. According to obtained quotient risk (CR) at 48 hours of

exposure, aqueous extracts did not represent an increased risk of mortality of C. externa.



The descending sequence of toxicity of CR of aqueous extracts was: L. mutabilis> A.
muricata> C. quinoa> M. mollis.

Key words: Lacewings, bioassays, bioinsecticides, botanical extracts, red spider mite,
toxicity.
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. INTRODUCCION

Los insecticidas sintéticos son compuestos quimicos empleados como una alternativa para
eliminar y controlar la poblacion de insectos que afectan la produccién de los campos de
cultivo de interés agronomico. Si bien el uso de estos insecticidas ha demostrado un manejo
eficaz en diversos insectos plaga, su uso inadecuado e indiscriminado conlleva a graves
problemas de contaminacién ambiental, ademas de generar resistencia en insectos plaga y
ser perjudiciales en los enemigos naturales. Ante esta problematica, surgieron los
bioplaguicidas, los cuales son productos que estdn constituidos en funcion de un
microrganismo o un producto natural vegetal, y que son aprovechados por sus propiedades
insecticidas, siendo una alternativa mas amigable con el ambiente. Dentro del grupo de
bioplaguicidas, los bioinsecticidas de origen vegetal ofrecen diversas ventajas: menor
resistencia en plagas, menor riesgo de toxicidad en los enemigos naturales y son
biodegradables en un corto periodo de tiempo. La accion de estos bioinsecticidas se basa
fundamentalmente en sus principios activos 0 metabolitos secundarios, los cuales pueden
agruparse principalmente en cuatro clases: terpenos, compuestos fendlicos, glicosidos y

alcaloides.

El manejo integrado de plagas (MIP) es una combinacion de diversos métodos de control:
quimico, bioldgico, mecanico, cultural, etoldgico, genético y legal para mantener por
debajo del nivel de dafio econémico (NDE) la poblacion de plagas existente en el campo. El
control bioloégico emplea principalmente a los depredadores, patégenos, parasitoides y
antagonistas, mientras que en un control quimico se opta por utilizar insecticidas de menor
impacto ambiental, por lo que los bioinsecticidas de origen vegetal son usados también en

este tipo de control.



La plaga Tetranychus urticae (Koch, 1836), conocida vulgarmente como “arafiita roja”, es
un acaro polifago y cosmopolita que ataca a un gran numero de cultivos de interés
econdémico. T. urticae ocasiona dafios como el manchado y caida de hojas, por
consiguiente, disminuye la actividad fotosintética de la planta. La reproduccion de este
acaro es sexual, aunque también se da por partenogénesis de tipo arrenotoca. Este acaro
pasa por cinco estados de desarrollo: huevo, larva, protoninfa, deutoninfa y adulto, con una

etapa de inactividad conocida como quiescencia.

El depredador Chrysoperla externa (Hagen, 1861), conocido vulgarmente como “ledén de
afidos”, es un neurodptero de la familia Chrysopidae y es considerado un importante agente
bioldgico en un MIP. C. externa presenta cuatro estados de desarrollo: huevo, larva, pupa y
adulto. Las larvas son de tipo campodeiforme y son depredadoras de muchos insectos u

otros artropodos que afectan a diversos cultivos.

Minthostachys mollis Griseb (Lamiaceae) “mufia”, es una planta arbustiva natural de la
serrania peruana y es usada preferentemente por sus propiedades carminativas. La actividad

bioldgica es evidenciada principalmente por sus aceites esenciales.

Annona muricata L. (Annonaceae) “guanabana”, es un arbol frutal originario de las zonas
tropicales de América, y cuyos frutos son bayas con numerosas semillas de color negro.
Este arbol es usado por sus propiedades medicinales y pesticidas, siendo las acetogeninas el

grupo de compuestos quimicos mas importantes.

Lupinus mutabilis Sweet (Fabaceae) “tarwi”, es una leguminosa, de produccion anual y
natural de las zonas andinas del Peru. Las semillas poseen un alto contenido proteico. El

sabor amargo que presentan las semillas se debe a la presencia de alcaloides.

Chenopodium quinoa Willd (Amaranthaceae) “quinua”, es una planta herbacea anual,
natural de las zonas altoandinas de Sudamérica. Los granos contienen aminoacidos
esenciales para la alimentacion del hombre, ademas tienen un sabor amargo debido a la

presencia de saponinas.



La finalidad del presente trabajo es determinar la toxicidad de estos extractos vegetales en
ambos artrépodos, para un posible uso en un MIP. Es por esta razon que el objetivo
principal de este trabajo es evaluar el efecto toxico del extracto acuoso, etanolico y
hexanico de Minthostachys mollis, Annona muricata, Lupinus mutabilis y Chenopodium
quinoa sobre Tetranychus urticae (Trombidiformes: Tetranychidae) y Chrysoperla externa

(Neuroptera: Chrysopidae).



I[I. ANTECEDENTES

Hatzold et al. (1983) analizaron la composicién de los alcaloides quinolizidinicos presentes
en semillas de L. mutabilis. Mencionaron la presencia de esparteina, lupinina, a-
isolupinina, 4-hidroxilupinina, 13-hidroxilupanina, tetrahidrorhombifolina, angustifolina,

multiflorina, entre otros.

Mufioz et al. (1993) caracterizaron los compuestos quimicos presentes en los aceites
esenciales de Minthostachys andina (Lamiaceae) provenientes de siete subregiones del
centro de Bolivia. Encontraron que el compuesto de mayor presencia fue el monoterpeno

pulegona, seguido de la mentona, isomentona, biciclogermacreno, entre otros.

Muzquiz et al. (1994) identificaron alcaloides presentes en 49 genotipos de semillas de
Lupinus albus L. provenientes de diferentes paises. Descubrieron que el alcaloide de mayor

presencia en las semillas de esta planta fue la lupinina.

Figueroa et al. (1995) extrajeron el aceite esencial de M. mollis por arrastre de vapor y
fueron aplicados en larvas del mosquito Aedes aegypti (Hasselquist, 1762), y huevos y
larvas del IV estadio de Triatoma infestans Klug, 1834. Ademas, identificaron diez
componentes principales del aceite esencial como carvacrol (22,7%), R(-) carvona
(16,38%) y limoneno (17,39%). Concluyeron que M. mollis presenta actividad insecticida

contra huevos y larvas de T. infestans y méas del 80% de mortalidad en larvas de A. aegypti.

Wink et al. (1995) reportaron la distribucion de diversos alcaloides (quinolizidinas,
piperidinas, dipiperidinas e indoles simples) en hojas y semillas de 56 especies del género

Lupinus por GLC capilar y GLC- espectrometria de masas.

Alali et al. (1998) aislaron seis clases de acetogeninas (gigantetrocina A, annomontacina,

asimicina, parviflorina, silvaticina y bullatalicina) de la familia Annonaceae y los



compararon con cinco insecticidas convencionales (hydramethylnon, propoxur, bendiocarb,
clorpirifos y cipermetrina) para determinar sus efectos toxicos por ingestion en la dieta del
I1'y V estadio ninfal de Blatella germanica Linnaeus, 1767. Sus resultados mostraron que
la asimicina y parviflorina obtuvieron la mayor actividad toxica de todas las acetogeninas.
La mayoria de acetogeninas evaluadas evidenciaron mejores resultados que los insecticidas

convencionales.

Nufiez (1998) estudié el ciclo bioldgico y la crianza de dos neurdpteros: C. externa y

Ceraeochrysa cincta (Schneider, 1851) en condiciones de laboratorio.

Ruiton & Chipana (2001) realizaron un analisis comparativo de la calidad del aceite
esencial de M. mollis de tres regiones peruanas. Entre los compuestos presentes en mayor
proporcidn, se encontrd para el aceite esencial procedente de Tarma (Junin): 1-tetradeceno
(23,14%), 2S-trans-mentona (23,00%) y pulegona (13,21%); procedente de Huaraz
(Ancash): 2S-trans-mentona (41,48%), pulegona (16,02%) y y-terpineno (7,55%) y
procedente de Pampas (Huancavelica): 2S-trans-mentona (34,51%), pulegona (28,62%) y

a-farnesano (4,28%).

Bobadilla et al. (2002) evaluaron el efecto insecticida del extracto etanolico de semillas de
Annona muricata L. y Annona cherimolia Mill. en larvas del 1V estadio de Anopheles sp.
La mortalidad del 100% se dio con las concentraciones de 0,8 y 0,12mL-100mL™ de A.

cherimolia y A. muricata, respectivamente.

lannacone & Lamas (2002) determinaron el efecto insecticida de la rotenona, la
azadiractina y un plaguicida carbdmico sobre larvas del primer instar de C. externa.
Observaron que las concentraciones de 40mg i.a-L™ de azadiractina y 100mg i.a-L™ de
rotenona provocaron mortalidades por contacto residual del 50 y 20% respectivamente,
mientras que el plaguicida carbamico produjo el 80% de mortalidad con 1,25mg i.a-L™ de

concentracion.



lannacone & Lamas (2003a) hicieron una revision de la literatura publicada hasta el afio
2001 sobre plantas con propiedades biocidas para el control del lepidoptero Phthorimaea
operculella (Zeller, 1873). Las familias con mayor nimero de especies biocidas son:
Asteraceae, Fabaceae y Lamiaceae. Dentro de estas familias, se reportd que M. mollis y L.
mutabilis presentaron efecto repelente e insecticida contra este insecto mediante infusion y

macerado de estas especies botanicas.

lannacone & Lamas (2003b) utilizaron los extractos acuosos, hexanicos y acetonicos de
Schinus molle L. y Lantana camara (Linnaeus, 1753) sobre larvas del primer estadio de C.
externa por contacto residual. Concluyeron que los extractos acuosos y hexanicos de S.
molle y L. camara no produjeron mortalidades significativamente diferentes al control en
C. externa, sin embargo, los extractos acetonicos de ambas plantas presentaron actividad

insecticida.

Aslan et al. (2004) comprobaron la toxicidad de los aceites esenciales de tres especies de la
familia Lamiaceae: Satureja hortensis L., Ocimum basilicum L. y Thymus vulgaris L. sobre
ninfas y adultos de T. urticae y adultos de Bemisia tabaci (Gennadius, 1889). Concluyeron
que el aceite esencial de S. hortensis fue el mas eficaz de las tres plantas causando la mayor

mortalidad con 12,5ul del aceite esencial a las 96h de exposicion en ambas plagas.

Calle et al. (2004) extrajeron las fracciones terpénica, fendlica y acida del aceite esencial de
M. mollis. Hallaron la presencia de compuestos en la fraccion terpénica como: pulegona
(30,3%), mentona (29,2%), cariofileno (5,0%), mientras que en la fraccién fendlica
encontraron: timol (6,2%), carvacrol (3,5%), diosfenol (3,5%) e isoeugenol (0,9%).
Finalmente, demostraron la alta actividad insecticida del compuesto quimico pulegona con
una mortalidad del 100% de adultos de Acanthoscelides obtectus (Say, 1831) con 0,25% de

concentracion y a las 96h de exposicion.

lannacone & Quispe (2004) aplicaron el extracto acuoso y cloroférmico de C. quinoa y el

extracto acuoso de L. camara sobre adultos de S. zeamais. Realizaron ensayos de contacto



en papel filtro con 0,5mL de cada extracto, siendo los tiempos de exposicion de 3, 6, 24 y
48h. Concluyeron que los extractos acuosos de ambas plantas presentan porcentajes de
mortalidad sumamente bajos en comparacion con el extracto cloroférmico de C. quinoa, el
cual produjo altos porcentajes de mortalidad de 73,38% y 100% a las 24 y 48 h de

exposicion, respectivamente.

Peralta et al. (2004) indicaron que los alcaloides obtenidos de las semillas de Lupinus
mutabilis variedad Andino 450 por maceracion en agua, causaron un 93% de mortalidad del

nematodo Meloidogyne incognita.

Gallardo et al. (2005) estudiaron el ciclo de vida, la longevidad, proporcion sexual, y sus
principales depredadores del acaro T. urticae procedente de campos de cultivo de Capsicum
annuum L., Lara, Venezuela. La duracién de la fase de desarrollo promedio fue de 8,2 dias
(huevo (2,7), larva (1,8), ninfa (3,7)). La longevidad promedio de hembras fue de 12,2 dias
y la proporcion sexual fue de 2,1:1 (hembra/macho), ademas hallaron la presencia de acaros
depredadores del género Neoseiulus y Euseius y una especie Pronematus ubiquitus
(McGregor, 1923).

Orozco & Lentz (2005) realizaron un estudio etnobotanico en cuatro localidades de
Cajamarca, Peru, encontrando 22 plantas con propiedades toxicas. Hicieron extracciones en
metanol con concentraciones de 0,5, 5, 50, 500 y 5000ppm para su aplicacion contra larvas
del mosquito A. aegypti. Encontraron que M. mollis alcanz6 una mortalidad del 100% en
las primeras 24h de exposicién con una dosis de 5000ppm, mientras que el extracto de

semilla de L. mutabilis no produjo mortalidad con dosis inferiores a 5000ppm.

Aslan et al. (2006) determinaron la toxicidad de los aceites esenciales de tres especies de la
familia Lamiaceae: Micromeria fruticosa (L.), Nepeta racemosa Lam. y Origanum vulgare
L. sobre ninfas y/o adultos de T. urticae y adultos de B. tabaci. Concluyeron que las tres
especies de plantas causaron mortalidades del 100% en B. tabaci y mortalidades superiores

del 95% en T. urticae con 8l del aceite esencial a las 120h de exposicion en ambas plagas.



Gleiser et al. (2007) evaluaron la actividad insecticida de los aceites esenciales de M. mollis
contra larvas, pupas y adultos Culex quinquefasciatus Say, 1823. Demostraron que la
mortalidad de larvas y adultos se dio a una concentracion de 160ppm a las 24h de
exposicion, sin embargo, esto no se observé en pupas con ninguna de las concentraciones

efectuadas.

lannacone et al. (2007) emplearon el extracto cloroférmico de corteza de Paullinia
clavigera Schltdl. sobre larvas del primer instar de C. externa. Concluyeron que no hubo
efectos toxicoldgicos del extracto cloroférmico de corteza de P. clavigera sobre larvas del
primer instar de C. externa en los bioensayos de contacto residual e incorporacién en la

dieta a las 24, 48, 72 y 96h de exposicion.

Duso et al. (2008) aplicaron insecticidas a base de piretrina, imidacloprid, Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill., azadiractina, pimetrozina y rotenona sobre huevos y hembras
adultas de T. urticae y Phytoseiulus persimilis Athias-Henriot, 1957. Sus resultados
mostraron que las piretrinas y B. bassiana causaron altas mortalidades del 90,5% y 96,2%
en hembras adultas y huevos de T. urticae, respectivamente, mientras que la piretrina y la

rotenona causaron mortalidades del 100% en hembras de P. persimilis.

Llanos et al. (2008) utilizaron los extractos de semillas de A. muricata con los solventes:
hexano, acetato de etilo y etanol sobre adultos de S. zeamais por medio de aplicacion
topical e ingestion. Concluyeron que los extractos hexanicos mostraron la mayor actividad
insecticida con 100% de mortalidad a las 72h por aplicacion topical, mientras que el
extracto de semillas con acetato de etilo causo una mortalidad del 97% a partir de las 48h

por ingestion.

Tsolakis & Ragusa (2008) determinaron la toxicidad del acaricida Acaridoil 13SL sobre
huevos y hembras adultas de T. urticae y P. persimilis. El acaricida produjo mortalidades
del 53,8 y 83,4% en huevos y hembras de T. urticae, mientras que en P. persimilis produjo

mortalidades del 8,89 y 24% en ambos estados de desarrollo. Finalmente, indicaron que



este acaricida resulto ser muy selectivo con el depredador P. persimilis y muy toxico para la

plaga T. urticae.

Villacrés et al. (2009) mencionaron la actividad bioldgica de los alcaloides obtenidos de

semillas de L. mutabilis en diversos ensayos.

Bermudez-Torres et al. (2009) evaluaron la actividad insecticida de los alcaloides
quinolizidinicos presentes en las hojas de tres especies de Fabaceae: Lupinus montanus
(HBK), Lupinus stipulatus (Agardh) y Lupinus aschenbornii (Schauer) en larvas del
lepidéptero Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) por medio de ingestion. El extracto de

hojas de L. stipulatus resulto ser el mas toxico contra larvas de S. frugiperda.

Cerna et al. (2009) calcularon el grado de tolerancia de hembras adultas de T. urticae
provenientes de cultivos de hortalizas con cuatro acaricidas como: Avermectina, Dicofol,
Oxido de Fenbutatin y Naled por el método de inmersion en hoja. Sus resultados mostraron
una Concentracion letal media (CLsg) de 1,8, 1109,5, 52,9 y 1014,7ppm para Avermectina,
Dicofol, Oxido de Fenbutatin y Naled, respectivamente. Concluyeron que T. urticae es

resistente a los insecticidas Naled y Dicofol.

Konigheim et al. (2009) emplearon los extractos de M. mollis con los solventes: hexano,
cloroformo y metanol sobre larvas del 111 estadio de C. quinquefasciatus. Sefialaron que M.
mollis causé una mortalidad larvicida del 100% con las concentraciones de 0,5 vy
0,25mg/ml de los extractos hexanicos y cloroformicos a las 24h de exposicion, mientras
que los extractos metanodlicos causaron bajos porcentajes de mortalidad del 8-28% sobre

estas larvas.

Valdés et al. (2009) mencionaron las ventajas y desventajas del uso de plaguicidas de
origen botanico, ademas de los principales productos botanicos para el manejo de plagas de

insectos en especies forestales.



lannacone & Alvarifio (2010) realizaron bioensayos para determinar el efecto toxicoldgico
de extractos acuosos de S. molle en huevos y larvas del primer instar de dos neurdpteros:
Ceraeochrysa cincta (Schneider, 1851) y Chrysoperla asoralis (Banks, 1915) por contacto
residual e inmersidn (ensayo de eclosion de huevos). Sus resultados mostraron una CLs, de
18,2% en C. cincta y una CLs de 27,3% en C. asoralis a las 48h de exposicion, mientras
que en los bioensayos por inmersion, C. asoralis mostr6 la mayor sensibilidad a los

extractos acuosos de S. molle.

Zegarra (2010) comprobo la actividad bioldgica de distintos extractos de variedades de
semillas de quinuas amargas, semillas de L. mutabilis, aceites esenciales de Schinus molle
L. y M. mollis sobre Boophilus (Rhipicephalus) microplus Canestrini, 1888 y Epilachna
paenulata (Germar, 1824). Concluy0 la actividad deterrente (inhibicion de ingesta) de los
extractos de C. quinoa variedad Markjo, L. mutabilis y los aceites esenciales de M. mollis
en el coccinélido E. paunulata, ademas indicd que el aceite esencial de M. mollis y C.

quinoa tienen actividad biologica contra B. microplus.

Villegas-Elizalde et al. (2010) aplicaron cinco acaricidas: abamectina, endosulfan,
fenpropatrin, oxidemeton metilico y propargite sobre hembras del acaro T. urticae
provenientes de cultivos de fresa, para evaluar su resistencia frente a estos productos
quimicos. Sus resultados mostraron la resistencia de este acaro a la abamectina, endosulfan

y oxidemeton metilico a las 48h de exposicidn.

Russo et al. (2011) evaluaron el efecto insecticida del extracto metandlico, etéreo y acuoso
de Chenopodium album L. sobre larvas y adultos del coledptero Oryzaephilus surinamensis
(Linnaeus, 1758) por ingestion de alimento. Concluyeron que el extracto acuoso produjo
menor supervivencia en ambos estados evaluados y que el extracto etéreo permitio un

mayor porcentaje (66%) de supervivencia en adultos de este coledptero.

Cerna et al. (2012) utilizaron los insecticidas: abamectina, bifentrina, endosulfan,

imidacloprid y profenofos sobre larvas del primer instar de C. carnea y ninfas del



hemiptero plaga Bactericera cockerelli (Sulc, 1909), para determinar su tolerancia y
selectividad frente a estos compuestos quimicos por toxicidad residual. Los insecticidas
abamectina, bifentrina y endosulfan fueron mas toxicos para ninfas de B. cockerelli que
para larvas de C. carnea. El insecticida imidacloprid fue mas toxico solo para larvas de C.
carnea, causando mortalidades del 42-100%, mientras que profenofos fue altamente toxico

para ambas especies en todas las concentraciones evaluadas y a las 24h de exposicion.

Pérez-Lopez (2012) menciond el uso, mecanismo de accion y toxicidad de los principales
plaguicidas de origen vegetal. Entre estos plaguicidas botanicos mencion0 las piretrinas, la
azadiractina, los aceites esenciales de varias plantas, la rotenona, acetogeninas y ésteres de

sacarosa.

Laborda et al. (2013) extrajeron los aceites esenciales de Rosmarinus officinalis L. y Salvia
officinalis L. para evaluar su efecto pesticida sobre hembras adultas de T. urticae por
contacto residual e inmersion. Las mortalidades de 26,8% y 46,9% de acaros se dieron con
las concentraciones de 0,25% de R. officinalis y S. officinalis por contacto residual y a los 8
dias de exposicion, sin embargo, mediante las pruebas de inmersion se evidenciaron altas
tasas de mortalidad del 95-100% con los aceites esenciales de S. officinalis en todas las

concentraciones evaluadas y en R. officinalis a partir del 0,20% de concentracion.

Giraldo (2013) hizo una revision de productos alternativos como los caldos fitoprotectores
y los extractos de plantas para el manejo de acaros fitofagos. Menciond el uso del nim,
piretrina, rotenona, sabadilla, rianoides, nicotina, aceite de citricos, piperinas como

extractos botanicos y el uso de los caldos sulfocalcico y vicosa.

Ravaomanarivo et al. (2014) aplicaron los extractos acuosos de semillas de A. squamosa L
y A. muricata para la evaluacion de su toxicidad sobre larvas del Il instar y adultos de
Aedes albopictus (Skuse, 1894) y C. quinquefasciatus. Concluyeron que los extractos
acuosos de A. muricata provocaron una mortalidad superior que A. squamosa en adultos de

ambas especies de insectos y que el extracto acuoso de A. muricata y A. squamosa fueron



toxicos para ambas larvas con un 2% de concentracion. Ademas, analizaron el extracto
acuoso de A. muricata, el cual presentd alcaloides, flavonas, flavononas, triterpenoides,

esteroles no saturados y polifenoles.

Garzon et al. (2015) evaluaron la toxicidad de seis insecticidas convencionales:
deltametrina, flonicamid, flubendamida, metaflumizona, espirotetramat y sulfoxaflor sobre
el tercer instar larval de C. carnea y el cuarto instar larval del coccinélido Adalia
bipunctata (Linnaeus, 1758) por contacto residual. El insecticida deltametrina fue el Unico
que registré una mortalidad superior al 50% sobre larvas del tercer instar de C. carnea con
una concentracion del 12,45mg ia-L™, mientras que las larvas del cuarto instar de A.
bipunctata fueron mas susceptibles a los insecticidas sulfoxaflor y deltametrina con un
100% de mortalidad.

lannacone et al. (2014a) evidenciaron la toxicidad del extracto acuoso de la corteza de
Hura crepitans L. (Euphorbiaceae) sobre larvas del primer instar de C. externa y C.
asoralis por contacto residual. Sus resultados mostraron que ambas larvas presentaron
mortalidades en todas las concentraciones evaluadas, siendo 1mg ia-L™, la concentracién
que causo el 100% de mortalidad en C. asoralis a las 48h de exposicion y 11mg ia-L™, la

concentracion que causo el 75% de mortalidad en C. externa a las 96h de exposicion.

lannacone et al. (2014b) confirmaron la toxicidad del insecticida metomilo y el extracto
acuoso de L. camara sobre larvas del primer instar de dos crisépidos: C. cincta y C.
asoralis, por contacto residual. Concluyeron que el metomilo resulto ser altamente toxico
en ambas larvas con mortalidades del 85-100%, mientras que el extracto acuoso de L.

camara fue mas toxico para las larvas de C. cincta en todas las concentraciones evaluadas.

lannacone et al. (2015) emplearon los extractos acuosos de hojas de Tagetes elliptica Smith
(Verbenaceae) y el insecticida organofosforado dimetoato sobre larvas del primer instar de
C. externa y C. asoralis por contacto residual. Los resultados evidenciaron que C. externa

fue muy susceptible a todas las concentraciones del extracto acuoso de T. elliptica, mientras



que el insecticida dimetoato produjo mortalidades del 70-100% en ambas larvas a las 48h

de exposicion.

Maciel et al. (2015) utilizaron los extractos etandlicos, hexanicos y acuosos de semillas de
A. muricata sobre hembras adultas de T. urticae. El extracto etanolico de A. muricata

mostro la mayor actividad acaricida en comparacion con los otros extractos evaluados.

Harder et al. (2016) determinaron el efecto acaricida del extracto etandlico crudo de
semillas de C. quinoa sobre hembras adultas de T. urticae por contacto residual. Sus
resultados mostraron que las mortalidades del 89-91% en &caros, se produjeron con las

concentraciones del 7,6 y 9,1% (p/v) a las 72h de exposicion.



1. MATERIALES Y METODOS

3.1. OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1. Obtencion del material vegetal

El material vegetal (Anexo A, Fig. 1A-4A) fue adquirido del mercado mayorista de Santa
Anita. Para lo cual se compraron 2kg de plantas enteras de M. mollis provenientes de la
ciudad de Concepcion (Junin), ubicada a 3286 msnm. Las semillas de A. muricata se
separaron de 3kg de fruta madura. Finalmente, se consiguié 500g de semillas no lavadas de
C. quinoa variedad Blanca de Junin y 5009 de semillas no lavadas de L. mutabilis,
provenientes de la ciudad de Sapallanga (Junin), ubicada a 3299 msnm. El material vegetal
fue certificado por el Laboratorio de Diversidad Vegetal de la Facultad de Ciencias
Naturales y Matematica de la Universidad Nacional Federico Villareal (UNFV), segun el
Sistema de Clasificacién Cronquist (1981). (Anexo B, B1-B4).

3.1.2. Obtencion del depredador

Los huevecillos maduros de C. externa (3 millares) fueron adquiridos del PN-CB-SENASA
y se los acondicionaron en tres recipientes plasticos de 8L de capacidad en el Laboratorio
de Invertebrados de la Universidad Ricardo Palma (URP) hasta el momento de la eclosién
de los huevecillos. Las larvas del primer instar (<24h) recién emergidas fueron alimentadas
con huevos de Sitotroga cerealella (Olivier, 1789) antes de su utilizacion en los
bioensayos. Las principales caracteristicas de las larvas del primer instar del genero
Chrysoperla son: tubérculos laterales del térax bien desarrollados y setas toracicas y

abdominales relativamente largas (Monserrat & Diaz-Aranda, 2012), mientras que las



larvas del tercer instar de C. externa presentan en la region ceféalica: una marca media

anterodorsal bifurcada y marcas dorsolaterales irregulares (Haramboure et al., 2014).

3.1.3. Obtencién de la plaga

Los especimenes de T. urticae fueron recolectados de plantas de Prunus persica L.
“durazno” no tratadas previamente con insecticidas o acaricidas sintéticos de parques del
distrito de Santa Anita, Lima, Per(. Se usaron para los bioensayos Unicamente hembras
adultas de T. urticae (Anexo C, Fig. 5A-6A), debido a que es uno de los estados de
desarrollo méas susceptible. Las hembras tienen la parte posterior del cuerpo de forma
redondeada, poseen dos manchas en las zonas laterales del dorso, miden unos 0,4mm de
largo y poseen 12 pares de setas dorsales (Fasulo & Denmark, 2000; Ramirez, 2004).
Existe dimorfismo sexual en esta especie, siendo el macho mas pequefio y alargado en
proporcion a la hembra. La identificacion del género se realizd en el Laboratorio de
Entomologia del Centro de Diagnéstico de Sanidad Vegetal del Servicio Nacional de
Sanidad Agraria (Senasa), Lima, Perd (Anexo D). Se usé para la identificacion de la
especie solo &caros machos (Ferragut & Santonja, 1989). Estos fueron previamente
conservados en etanol al 70%, luego pasaron por un proceso de digestion con acido lactico
al 60%. Seguidamente el montaje se realiz6 en liquido de Hoyer entre porta y cubreobjetos
(Romo, 1989). Una vez terminado este proceso se procedio a la observacion de la forma del
aedeagus del macho (Anexo E, Fig. 7A-8A), esta estructura se caracterizé por tener las
proyecciones anteriores y posteriores similares o ligeramente diferentes, ademas de poseer

una superficie dorsal redondeada (Zhang & Jacobson, 2000).

Finalmente, el material recolectado e identificado de acaros de la especie T. urticae y larvas
de C. externa adquiridas del SENASA, se colocaron por separado en pequefios frascos de

vidrio con alcohol al 70% para su deposito en el Museo del Centro de Diagndstico de



Sanidad Vegetal, Senasa y en el Museo de Historia Natural “Vera Alleman Haeghebaert”,

Lima, Peru.

3.2. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS VEGETALES

Las semillas de A. muricata y hojas de M. mollis fueron lavadas con agua de grifo para la
remocién de las impurezas presentes, luego fueron secadas y colocadas en una estufa a
40°C por 48h. Posteriormente se procedi6 a retirar el material vegetal de la estufa. Luego se
removié la testa de las semillas de A. muricata, para obtener solo el endospermo.
Seguidamente se procedi6 a triturar por separado el material vegetal seco con un mortero
hasta la obtencién de un polvillo fino. El tamafio de las particulas granulométricas del
polvillo de las dos especies botanicas se determind mediante el protocolo de tamizaje, los
cuales fueron para: A. muricata: 50,05% mayor a 0,71mm, 41,92% entre 0,50 y 0,71mm,
1,70% entre 0,25 y 0,50mm, 1,01% entre 0,21 y 0,25mm, 0,13% entre 0,13mmy 0,21mmy
5,19% menor a 0,13mm. Para M. mollis: 0,14% mayor a 0,71mm, 86,41% entre 0,50 y
0,71mm, 2,48% entre 0,25 y 0,50mm, 7,25% entre 0,21 y 0,25mm, 1,85% entre 0,13mm y
0,21mm y 0,76% entre 0,09 y 0,13 mm, 0,98% entre 0,07 y 0,09 mm y 0,14% menor a
0,07mm.

Las semillas de C. quinoa y L. mutabilis no pasaron por el procedimiento descrito
anteriormente. Finalmente, el material vegetal fue colocado por separado en frascos de

vidrio &mbar hasta la preparacion de los extractos.

El extracto acuoso se obtuvo luego de pesar 20g del material vegetal de M. mollis, A.
muricata, C. quinoa y L. mutabilis con 100mL de agua de mesa embotellada (pH= 7,79,
potencial redox= 55mV, conductividad= 54,5uS/cm?, temperatura= 25°C, % saturacion de
oxigeno= 76,3%, O.D= 6,17mg/L) por 24h a temperatura ambiente (Hoss, 1999; Benner,
1996; lannacone & Lamas, 2003; lannacone & Quispe, 2004; lannacone & Alvarifio, 2010;

lannacone et al., 2014; Torres, 2014; lannacone et al., 2015). Se utilizaron extractos



acuosos de reciente preparacion (<48h), debido a que microorganismos fungicos influyen
en la calidad de este tipo de extractos (lannacone & Lamas, 2003). La caracterizacion de
los extractos acuosos fueron: M. mollis (apariencia= marrén claro, pH= 6,49,
conductividad= OuS-cm®, 0.D= 1,60mg-L™), A. muricata (apariencia= blanco sucio, pH=
6,38, conductividad= 0uS-cm?, 0.D= 2,78mg-L™), C. quinoa (apariencia= amarillo pélido,
pH= 6,34, conductividad= 3uS-cm?, O.D= 6,97mg-L™) y L. mutabilis (apariencia= crema,
pH= 6,81, conductividad= 3uS-cm™, 0.D=5,59mg-L™).

El extracto etandlico se obtuvo luego de pesar 20g del material vegetal de M. mollis, A.
muricata, C. quinoa y L. mutabilis con 100mL de etanol al 70% por 72h a temperatura
ambiente (Hoss, 1999; Benner, 1996; Bobadilla et al., 2002; Ortega et al., 2005; Llanos et
al., 2008; Daud et al., 2008). La caracterizacion de los extractos etandlicos fueron: M.
mollis (apariencia= verde oscuro, pH= 6,21, conductividad= 3uS-cm?, O.D= 7,58mg-L™),
A. muricata (apariencia= amarillo claro, pH= 6,51, conductividad= 3uS-cm?, O.D=
7,98mg-L™?), C. quinoa (apariencia= amarillo palido, pH= 6,50, conductividad= 3uS-cm?,
0.D= 6,94mg-L™") y L. mutabilis (apariencia= crema palido, pH= 6,42, conductividad=
3uS-cm?, 0.D= 7,45mg-L™).

El extracto hexanico se obtuvo luego de pesar 20g del material vegetal de M. mollis y A.
muricata con 100mL de n-hexano a las mismas condiciones sefialadas con el extracto
etandlico (Hoss, 1999; Benner, 1996; lannacone & Lamas, 2003; Ortega et al., 2005;
Llanos et al., 2008; Gonzélez et al., 2013). No se trataron las semillas de C. quinoa y L.
mutabilis con este solvente apolar. La caracterizacién de los extractos hexanicos fueron: M.
mollis (apariencia= verde oscuro, pH= 6,05, conductividad= OuS-cm®, O.D= 8,20mg-L™),
A. muricata (apariencia= amarillo claro, pH= 6,35, conductividad= OuS-cm?, O.D=
8,23mg-L™).

Los extractos botanicos se agitaron manualmente cada 8hrs durante el proceso de
extraccion. Transcurrido este tiempo, se filtraron usando un papel filtro (Whatman N°1). A

partir del extracto inicial del 20% de concentracion, se hizo una dilucién para obtener la



concentracion del 10%. Finalmente, cada extracto vegetal se almaceno en frascos de color
ambar para su utilizacion en los bioensayos. El diagrama de flujo de las extracciones con

los solventes empleados se encuentra en el Anexo F, Fig. 9A.

El screening fitoquimico fue realizado utilizando procedimientos estandarizados para la
deteccidén de alcaloides (Dragendorff), flavonoides (Shinoda), esteroides (Liebermann
Burchard), grupos fendlicos (Tricloruro férrico) y saponinas (produccién de espuma)
(Lock, 1994). La presencia de metabolitos secundarios se detectd en tres categorias: Muy
abundante (++++), abundante (+++), moderada (++), escasa (+), ausencia (-) y dudoso ().

La tabla de los resultados del screening fitoquimico se presenta en el Anexo G.

3.3. BIOENSAYO EN PLAGA'Y DEPREDADOR

Los bioensayos se realizaron usando el método de contacto residual (lannacone & Lamas,
2003; lannacone et al., 2007; lannacone & Alvarifio, 2010; Laborda et al., 2013; lannacone
et al., 2014; lannacone et al., 2015) en envases plasticos de 12mL de capacidad, a los
cuales se le hicieron pequefios orificios en la tapa para permitir la respiracion de los
artropodos. El protocolo consistié en pasar un hisopo estéril previamente sumergido una
sola vez en cada extracto vegetal, para luego ser esparcido homogéneamente por todas las
paredes de cada recipiente plastico, excepto en la tapa del envase. Luego se secaron a
temperatura ambiente por un intervalo de 3-4h los envases con solventes etanolicos y
hexanicos, mientras que los envases con solvente acuoso fue por 2h (lannacone &
Alvarifio, 2010).

Se utilizaron 10 hembras adultas de T. urticae “araiiita roja” por cada recipiente plastico y

no se le suministro alimento durante todo el bioensayo con este acaro.



Las 10 larvas del primer instar (<24h) de C. externa “leon de afidos” fueron colocadas
individualmente en cada recipiente plastico, debido a que estos insectos presentan habitos

de canibalismo cuando escasea el alimento (NUfiez, 1988).

La temperatura y humedad relativa promedio del laboratorio en los bioensayos con ambas
especies fue de 28,6 + 1°C y 67 £ 2%, respectivamente. Los bioensayos se realizaron en
condiciones de oscuridad para evitar la fotdlisis de los extractos botanicos (lannacone &
Alvarifio, 2005).

Las lecturas de mortalidad fueron a las 24 y 48h para T. urticae y a las 24, 48 y 72h para C.
externa. No se completé el bioensayo hasta las 72h con T. urticae, debido a que hubo una
mortalidad superior al 20% en el control. Se evidencié la muerte de ambas especies cuando
estas no realizaron algin movimiento corporal coordinado al ser estimulados con un alfiler
entomologico durante 15s en su observacion en el estereoscopio (Anexo H, Fig. 10A-11A)

(lannacone & Alvarifio, 2005).

3.4. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS DE DATOS

Se usaron dos concentraciones (20% y 10%) de los extractos botanicos acuosos, etandlicos
y hexanicos para las pruebas de toxicidad con T. urticae y C. externa, cada uno con cuatro
repeticiones y un control negativo de agua de mesa embotellada, alcohol etilico al 70%
marca Fyarepsac® y n-hexano marca J.T.Baker® con grado de pureza del 95% para cada
extracto botanico respectivamente. El control no superé el 20% de mortalidad de los
individuos en los bioensayos. En aquellos casos excepcionales en la que algunos de las
unidades experimentales en el control o en las dos concentraciones ensayadas (10% y 20%)
fueran muy diferentes que el promedio del resto de tratamientos, se procedio a la
eliminacion de los mismos, con el fin de reducir la heterogeneidad de la varianza, no

superando nunca el 10% del total de tratamientos de todo ensayo (Zar, 1996).



Se hizo un ajuste del control a 0% mediante la formula de Schneider-Orelli’s (EHABSOFT,

2016), luego los datos obtenidos se transformaron segun la expresion +x + 1. Los
estadisticos descriptivos fueron calculados con el programa estadistico IBM SPSS Statistics
version 23. Se realizd el andlisis de varianza (ANDEVA) vy la prueba post hoc de Duncan
con un nivel de significancia de p<0,05, ademas se calcularon los valores de LOEC
(Concentracion mas baja con efecto observado) y NOEC (Concentraciéon sin efecto
observado) para cada extracto botanico. Para la mayoria de los extractos usados a las 48h
de exposicion, la concentracion del 10% al no ser diferente al control en los bioensayos con
hembras adultas de T. urticae y larvas del primer instar de C. externa, no requirié emplear
una tercera concentracién al 5%, que es lo sugerido para calcular los valores de NOEC y
LOEC (Diaz et al., 2004). Finalmente, se determind el cociente de riesgo (CR) de los
extractos botanicos empleando la relacion presa (T. urticae)/depredador (C. externa). EI CR
se calcul6 luego de dividir el porcentaje de mortalidad de T. urticae/C. externa a las 48h de
exposicion en los bioensayos con ambas especies. Los valores mayores a 1 no
representaron un riesgo adverso en la mortalidad de C. externa, mientras que los valores

menores a 1 si ocasionaron un riesgo negativo en el depredador.



I\VV. RESULTADOS

Los extractos acuosos de las cuatro plantas evaluadas en los bioensayos presentaron efecto
acaricida en hembras adultas de T. urticae a las 24h de exposicion y al 20% de
concentracion, a excepcion del extracto acuoso de M. mollis (Tabla 1). A las 48h de
exposicion se observo un incremento de la mortalidad de &caros, siendo el extracto acuoso
de M. mollis al 20% de concentracion el que presentd la mayor actividad acaricida (Tabla
1). Se determinaron los valores de NOEC y LOEC de los extractos botanicos a las 24 y 48h
de exposicion. Los menores valores de NOEC y LOEC se evidenciaron en el extracto de A.
muricata a las 48h y en el extracto de C. quinoa a las 24 y 48h de exposicion. Los mayores
valores de NOEC y LOEC se dieron en el extracto de M. mollis a las 24h de exposicion
(Tabla 1).

Los extractos etanolicos de A. muricata y M. mollis en ambas concentraciones y a las 24h
de exposicion no presentaron actividad acaricida, en cambio, los extractos de L. mutabilis y
C. quinoa si presentaron efecto acaricida al 20% de concentracion (Tabla 2). A las 48h de
exposicion se observo un ligero incremento de la mortalidad con los extractos botanicos,
sin embargo, el extracto de A. muricata no presentd efecto acaricida, ya que los valores
obtenidos son estadisticamente iguales al control (Tabla 2). Por otro lado, el extracto de C.
quinoa mostrd la mayor actividad acaricida registrada con este solvente, pero se redujo a
las 48h de exposicidn por aumento de la mortalidad del testigo antes de realizar el ajuste del
control con la formula Schneider-Orelli’s (Tabla 2). Los menores valores de NOEC y
LOEC se evidenciaron en el extracto de L. mutabilis y C. quinoa, ambos a las 48h de
exposicion. Los mayores valores de NOEC y LOEC se dieron en el extracto de A. muricata

a las 24 y 48h, mientras que en M. mollis solo a las 24h de exposicion (Tabla 2).



Los extractos hexanicos de A. muricata y M. mollis no presentaron efecto acaricida a las 24
y 48h de exposicion en ambas concentraciones evaluadas. Los mayores valores de NOEC y

LOEC son los mismos para los dos extractos botanicos (Tabla 3).



Tabla 1

Toxicidad del extracto acuoso de cuatro plantas sobre Tetranychus urticae (Trombidiformes: Tetranychidae)

Annona muricata  Minthostachys mollis  Lupinus mutabilis ~ Chenopodium quinoa

Exposicion
Concentracion 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
Control Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa
10% 7,69ab  16,67b 2,56a 5,56a 5,13ab 8,33a 17,95b 13,89b
20% 17,95b  22,22b 7,69a 29,63b 17,95b 22,22b 10,26b 16,67b
NOEC (%) 10 <10 20 10 10 10 <10 <10
LOEC (%) 20 10 >20 20 20 20 10 10
F 5,78 10,96 2,23 13,98 5,05 12,09 10,48 5,24
Sig 0,02 0,01 0,17 0,00 0,03 0,00 0,00 0,03

Letras mindsculas iguales en una misma columna representan que no hay diferencia significativa entre los valores por la
prueba de Duncan (p<0,05). NOEC= Concentracion sin efecto observado. LOEC= Concentracion minima con efecto

observado. F= Prueba de Fisher. Sig= Nivel de significancia.



Tabla 2

Toxicidad del extracto etanolico de cuatro plantas sobre Tetranychus urticae (Trombidiformes: Tetranychidae)

Annona muricata  Minthostachys mollis  Lupinus mutabilis ~ Chenopodium quinoa

Exposicién

Concentracion 24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h

Control 0a Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa
10% 6,16a 8,33a 1,09a 8,33ab | 6,16ab 11,11b 3,62a 11,11b
20% 3,62a 11,11a| 6,16a 13,89b 8,69b 13,89b | 28,98b 18,52b

NOEC (%) 20 20 20 10 10 <10 10 <10

LOEC (%) >20 >20 >20 20 20 10 20 10
F 2,28 2,26 2,48 6,01 3,66 457 17,60 10,55

Sig 0,14 0,15 0,12 0,01 0,05 0,03 0,00 0,00

Letras mindsculas iguales en una misma columna representan que no hay diferencia significativa entre los valores por la
prueba de Duncan (p<0,05). NOEC= Concentracion sin efecto observado. LOEC= Concentracion minima con efecto

observado. F= Prueba de Fisher. Sig= Nivel de significancia.



Toxicidad del extracto hexanico de dos plantas sobre Tetranychus urticae (Trombidiformes: Tetranychidae)

Annona muricata

Minthostachys mollis

Exposicién
Concentracion 24h 48h 24h 48h
Control Oa Oa Oa Oa
10% Oa Oa Oa Oa
20% Oa Oa 2,49a 6,67a
NOEC (%) 20 20 20 20
LOEC (%) >20 >20 >20 >20
F 0,27 1,45 3,00 3,86
Sig 0,76 0,28 0,10 0,06

Letras mindsculas iguales en una misma columna representan que no hay diferencia significativa entre los valores por la

prueba de Duncan (p<0,05). NOEC= Concentracion sin efecto observado. LOEC= Concentracion minima con efecto

observado. F= Prueba de Fisher. Sig= Nivel de significancia.



Los extractos acuosos de las cuatro plantas evaluadas no presentaron efecto
insecticida en larvas del primer instar de C. externa a las 24h de exposicion, pues sus
resultados no difirieron significativamente del control (Tabla 4). A las 48h de
exposicion se observo un ligero efecto insecticida de los extractos de A. muricata y L.
mutabilis. A las 72 h de exposicion la mortalidad se elevo considerablemente para los
cuatro extractos botanicos, siendo el extracto de M. mollis al 20% de concentracion el
que produjo la mayor actividad insecticida. Por otro lado, el extracto de C. quinoa al
10% de concentracion registré la menor actividad insecticida (Tabla 4). Los menores
valores de NOEC y LOEC se dieron en el extracto de A. muricata a las 48 y 72h,
mientras que en los extractos de M. mollis, L. mutabilis y C. quinoa fue a las 72h de

exposicion (Tabla 4).

Los extractos etandlicos no presentaron efecto insecticida a las 24h de exposicion. A
las 48h de exposicién se observo un ligero efecto insecticida con el extracto de C.
quinoa (Tabla 5). A las 72h de exposicion la mortalidad se elevd considerablemente
para los cuatro extractos botanicos, siendo el extracto de M. mollis al 20% de
concentracion el que presentd la mayor actividad insecticida registrada en los
bioensayos, mientras que el extracto de L. mutabilis al 10% de concentracién
presentd la menor actividad insecticida. Los menores valores de NOEC y LOEC se

dieron en los cuatro extractos botanicos a las 72h de exposicion (Tabla 5).

Los extractos hexanicos de A. muricata y M. mollis no presentaron efecto insecticida
a las 24 y 48h de evaluacion (Tabla 6). A las 72h de exposicion se evidencio el efecto
insecticida del extracto de M. mollis en ambas concentraciones. Los menores valores
de NOEC y LOEC se dieron en el extracto de M. mollis a las 72h de exposicion
(Tabla 6).



Tabla 4

Toxicidad del extracto acuoso de cuatro plantas sobre Chrysoperla externa (Neuroptera: Chrysopidae)

Annona muricata Minthostachys mollis Lupinus mutabilis Chenopodium quinoa
Exposicion
Concentracion 24h  48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
Control Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa
10% 2,56a 11,60 36,36b | 7,69a 8,93a  59,60b Oa Oa 31,31 Oa 0,89a 24,24
b b b
20% 7,69a 14,28 54,55b Oa 14,28a 63,64b | 5,13a 17,82 47,48 | 5,13a 6.25a 30,30
b b b b
NOEC (%) 20 <10 <10 20 20 <10 20 10 <10 20 20 <10
LOEC (%) >20 10 10 >20 >20 10 >20 20 10 >20 >20 10
F 0,99 4,83 6,84 2,26 2,77 28,4 0,72 436 11,7 | 343 1,22 520
Sig 0,40 0,03 0,02 0,14 0,11 0,00 050 004 001 | 006 033 0,03

Letras mindsculas iguales en una misma columna representan que no hay diferencia significativa entre los valores por la
prueba de Duncan (p<0,05). NOEC= Concentracion sin efecto observado. LOEC= Concentracion minima con efecto

observado. F= Prueba de Fisher. Sig= Nivel de significancia.



Toxicidad del extracto etandlico de cuatro plantas sobre Chrysoperla externa (Neuroptera: Chrysopidae)

Tabla s

Concentracion
Control
10%
20%
NOEC (%)
LOEC (%)

F
Sig

Annona muricata

Minthostachys mollis

Lupinus mutabilis

Chenopodium quinoa

Exposicién
24h 48h 72h 24h  48h 72h 24h  48h 72h 24h 48h 72h
Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa
Oa 7,03a 54,55b | Oa Oa 4242b | 0Oa 4,30a 39,39b | Oa Oa 48,48b
5,26a 12,50a 60,61b | 0a 7,03a 75/76c | Oa 9,77a 43,39b | O0a 1524b 51,52b
20 20 <10 20 20 <10 20 20 <10 20 10 <10
>20 >20 10 >20 >20 10 >20 >20 10 >20 20 10
068 319 36,77 | 1,16 134 6526 | 033 124 2562 | 163 4,60 28,23
0,52 0,08 0,00 | 0,34 0,30 0,00 | 0,73 10,32 0,00 | 023 0,03 0,00

Letras mindsculas iguales en una misma columna representan que no hay diferencia significativa entre los valores por la

prueba de Duncan (p<0,05). NOEC= Concentracion sin efecto observado. LOEC= Concentracion minima con efecto

observado. F= Prueba de Fisher. Sig= Nivel de significancia.



Tabla 6

Toxicidad del extracto hexanico de dos plantas sobre Chrysoperla externa (Neuroptera: Chrysopidae)

Annona muricata Minthostachys mollis
Exposicion
Concentracion 24h 48h 72h 24h 48h 72h
Control Oa Oa Oa Oa Oa Oa
10% Oa 1,04a 11,76a | 1,73a 11,46a 23,53b
20% Oa 6,25a 17,65a | 1,73a  8,85a 26,47b
NOEC (%) 20 20 20 20 20 <10
LOEC (%) >20  >20 >20 >20 >20 10
F 0,72 0,82 3,05 0,16 1,44 5,89
Sig 0,51 0,47 0,10 0,86 0,28 0,02

Letras mindsculas iguales en una misma columna representan que no hay diferencia significativa entre los valores por la
prueba de Duncan (p<0,05). NOEC= Concentracion sin efecto observado. LOEC= Concentracion minima con efecto

observado. F= Prueba de Fisher. Sig= Nivel de significancia.



Los cocientes de riesgos (CR) obtenidos con los extractos acuosos y etanolicos
mostraron que éstos no produjeron un riesgo adverso en la mortalidad de las larvas
del primer instar de C. externa (Tablas 7 y 8). Por otro lado, el CR del extracto
hexanico de M. mollis al 20% de concentracion, si evidencid un riesgo adverso en la
mortalidad de C. externa (Tabla 9).

Los extractos acuosos de acuerdo con los resultados obtenidos fueron los mas
eficientes para el control de T. urticae, debido a que a las 48h de exposicién en los
bioensayos, los valores obtenidos mostraron que estos extractos no ocasionaron un
riesgo adverso en la mortalidad de C. externa (Tabla 10), siendo el extracto acuoso de
M. mollis el que obtuvo el mejor valor de todos los extractos, por lo que seria el

extracto botanico adecuado en un MIP de este &caro (Tabla 10).

La tabla 11 nos mostré la presencia de los principales metabolitos secundarios
evidenciados mediante el screening fitoquimico de los extractos botanicos empleados
en los bioensayos. Se detectd principalmente la presencia de alcaloides, flavonoides,

esteroides, grupos fendlicos y saponinas (Tabla 11).



Tabla 7

Cociente de riesgo (CR) estimado T. urticae/C. externa en mortalidades (%) obtenidas con el extracto acuoso a las 48h de

exposicion
Annona muricata Minthostachys mollis Lupinus mutabilis Chenopodium quinoa
Exposicién
10% 1,44 * * 15,6
20% 1,56 2,07 1,25 2,67
Valor de 1 1 1 1

comparacion
Riesgo al 10% No N.D N.D No
Riesgo al 20% No No No No

Valores mayores a 1 del cociente de riesgo (CR) no provocaron riesgos en la mortalidad de C. externa. (*) Valores que no
afectaron la mortalidad de hembras adultas de T. urticae, pues sus resultados no son diferentes al control. N.D= No
definido.



Tabla 8
Cociente de riesgo (CR) estimado T. urticae/C. externa en mortalidades (%) obtenidas con el extracto etandlico a las 48h

de exposicion

Annona muricata Minthostachys mollis Lupinus mutabilis Chenopodium quinoa
Exposicién
10% * * 2,58 *
20% * 1,98 1,42 1,22
Valor de 1 1 1 1
comparacion
Riesgo al 10% N.D N.D No N.D
Riesgo al 20% N.D No No No

Valores mayores a 1 del cociente de riesgo (CR) no provocaron riesgos en la mortalidad de C. externa. (*) Valores que no
afectaron la mortalidad de hembras adultas de T. urticae, pues sus resultados no son diferentes al control. N.D= No
definido.



Tabla 9

Cociente de riesgo (CR) estimado de plaga (T. urticae)/depredador (C. externa) en mortalidades (%) obtenidas con el

extracto hexanico a las 48h de exposicion

10%
20%
Valor de comparacién
Riesgo al 10%
Riesgo al 20%

Annona muricata Minthostachys mollis
Exposicién
* *
* 0,75
1 1
N.D N.D
N.D Si

Valores mayores a 1 del cociente de riesgo (CR) no provocaron riesgos en la mortalidad de C. externa. (*) Tomar los datos

con precaucion debido a que se observé 0% de mortalidad en T. urticae. N.D= No definido.



Tabla 10

Dos criterios de eleccion para emplear los extractos botanicos en un posible Manejo Integrado de Plagas de T. urticae

Tratamiento Mortalidad en Orden de Cociente de Orden de >
acaros (%) >a< riesgo (C.R) >a< (suma total)
Extractos acuosos
20% A. muricata 22,22 2,5 1,56 4 6,5
20% M. mollis 29,63 1 2,07 2 3
20% L. mutabilis 22,22 2,5 1,25 6 8,5
20% C. quinoa 16,67 5 2,67 1 6
Extractos etandlicos
20% A. muricata *x *x **x *x *x
20% M. mollis 13,89 6,5 1,98 3 9,5
20% L. mutabilis 13,89 6,5 1,42 5 115
20% C. quinoa 18,52 4 1,22 7 11
Extractos hexanicos
20% A. muricata * * * * *
20% M. mollis ** *x ** ** *x

(*) Tomar los datos con precaucion debido a que se observo 0% de mortalidad en T. urticae. (**) Valores que no afectaron

la mortalidad de hembras adultas de T. urticae, pues sus resultados no son diferentes al control.



Tabla 11
Identificacion de los principales metabolitos secundarios evidenciados mediante el screening fitoquimico en los cuatro

extractos botanicos

Extracto/prueba Dragendorff Shinoda Liebermann- Tricloruro férrico Produccion de
Burchard espuma
Mufia acuoso - ++++ - 4+ +
Mufa etandlico - ++ - ++++ ++
Mufa hexanico - - ++ + -
Guanabana - - - - ¥
acuoso
Guanabana + - - - +
etandlico
Guanéabana ++ - + - .
hexanico
Quinua acuoso - - - - 4+
Quinua etandlico + + - ++ ++
Tarwi acuoso +++ + - ++ +
Tarwi etanélico + ++ - ++ +
Grupo funcional Alcaloides Flavonoides Esteroides Grupos fendlicos Saponinas

++++= Muy abundante, +++= abundante, ++= moderada, += escasa, -=ausencia, £= dudoso.



V. DISCUSION

Los extractos botanicos acuosos presentaron una mejor actividad acaricida frentea T.
urticae, en comparacion con los extractos etandlicos y hexanicos. Particularmente el
extracto acuoso de hojas de M. mollis fue el que obtuvo la mayor actividad acaricida
registrada. Dadé et al. (2009) evidenciaron la presencia de polifenoles y flavonoides
en el extracto acuoso de M. mollis; sin embargo, la actividad bioldgica de esta planta
se debe principalmente a los compuestos presentes en los aceites esenciales, estos
mayormente estan constituidos de sustancias terpénicas y fenilpropanicas
(Carhuapoma et al. 2009). Gleiser et al. (2007) hallaron la presencia de monoterpenos
como: pulegona (51,2%), mentona (30,7%) y limoneno (10,1%) en el aceite esencial
de M. mollis. Por otro lado, Calle et al. (2004) comprobaron que el compuesto
quimico pulegona, extraido de la fraccion terpénica del aceite esencial de esta planta,
presentd actividad insecticida en adultos del coleoptero Acanthoscelides obtectus
(Say, 1831) por el método de contacto forzado. Ruffinengo et al. (2005) indicaron
que los aceites esenciales de M. mollis son menos eficaces contra hembras del acaro
Varroa destructor Anderson & Trueman, 2000, pero si mostraron un efecto repelente.
lannacone & Lamas (2003) también confirmaron la actividad repelente de esta planta
sobre el lepidoptero P. operculella. Por otro lado, Damiani et al. (2011) comprobaron
la alta toxicidad del extracto etandlico de Minthostachys verticillata (Griseb.)
(Lamiaceae) sobre el acaro V. destructor con las méas altas concentraciones del
extracto a las 48h de exposicion. Sdnchez-Ramos & Castafiera (2000), demostraron
que los monoterpenos: pulegona, eucaliptol, linalol, fenchona, mentona, a-terpineno y
y-terpineno presentaron actividad acaricida en hembras de Tyrophagus putrescentiae
(Schrank, 1781).



Hasta la fecha no existen registros de la actividad acaricida del extracto acuoso de M.
mollis contra T. urticae. Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron una
mortalidad del 30% en hembras adultas de este acaro. La actividad acaricida del
extracto acuoso pudo estar asociada a la presencia de flavonoides, los cuales fueron
detectados mediante el screening fitoquimico. Por otro lado, Aslan et al. (2004)
utilizaron otras tres especies de la familia Lamiaceae y obtuvieron altos indices de
mortalidad al exponer adultos y ninfas de T. urticae con 12,5ul de aceite esencial de
S. hortensis a las 96h de exposicion. Aslan et al. (2006) emplearon los aceites
esenciales de M. fruticosa, N. racemosa y O. vulgare en adultos y ninfas de T.
urticae, obteniendo mortalidades superiores al 90% a las 120h de exposicion. Los
métodos descritos por los autores mencionados anteriormente en este parrafo fueron
mediante aplicacion directa con aceites esenciales, mientras que en este trabajo se
hizo con los extractos botanicos crudos, teniendo un efecto residual mas lento, el cual
es evidenciado en la mayoria de porcentajes de mortalidad obtenidos con este &caro a

las 48h de exposicion.

El extracto acuoso de semillas de A. muricata mostré una actividad acaricida inferior
al extracto acuoso de M. mollis en las dos concentraciones evaluadas. El andlisis
fitoquimico del extracto acuoso de A. muricata fue realizado por Ravaomanarivo et
al. (2014), quienes hallaron la presencia de alcaloides, flavonas, flavononas,
triterpenoides, esteroles no saturados y polifenoles. La actividad toxica de los
extractos de esta planta fue reportado anteriormente por Bernabé-Villanueva et al.
(2009), quienes obtuvieron por medio de infusion y macerado de semillas,
mortalidades superiores al 30% en larvas del 1V estadio de Aedes aegypti, mientras
que Madhumitha et al. (2012) comprobaron el efecto acaricida del extracto acuoso de
cascaras de fruta de Annona squamosa (Annonaceae) en Aacaros adultos de
Haemaphysalis bispinosa Neumann, 1897 y larvas de B. microplus obteniendo

mortalidades del 100% con concentraciones de 2000ppm para ambos acaros.

El extracto etandlico de semillas de L. mutabilis y C. quinoa presentaron también

actividad acaricida en hembras adultas de T. urticae a las 24 y 48h de exposicion,



siendo el extracto etandlico de C. quinoa el que causo la mayor actividad acaricida.
Los metabolitos secundarios de estas especies botanicas presentan actividad bioldgica
(Woldemichael & Wink, 2001; Erdemoglu et al., 2007; Bermddez-Torres, 2009;
Guzman et al., 2015). L. mutabilis presenta en sus semillas alcaloides. Mediante
un estudio realizado por Hatzold et al. (1983) en semillas de esta planta, hallaron
principalmente la presencia de: esparteina, lupanina, a-isolupinina, 4-hidroxilupinina,
13-hidroxilupinina, entre otros. Se ha reportado anteriormente por Bermldez-Torres
et al. (2009), la actividad insecticida del extracto de L. stipulatus (Fabaceae) en larvas
de S. frugiperda, siendo la afilina y la epiafilina los alcaloides con mayor presencia
en este extracto. Por otro lado, Orozco & Lentz (2005) evaluaron el efecto toxico del
extracto metandlico de L. mutabilis en larvas de A. aegypti, pero no produjo
mortalidades con dosis inferiores de 5000mg-L™. Hasta la fecha no se tienen registros

de la actividad acaricida de L. mutabilis sobre hembras adultas de T. urticae.

El efecto toxico del extracto de C. quinoa se basa por la presencia de las saponinas,
las cuales estan presentes en el episperma de las semillas. Los granos de quinua
pueden tener una concentracion de 0 a 6% de saponinas, segin la variedad
(lannacone & Quispe, 2004). La principal sapogenina de la quinua es el acido
oleandlico. Tava & Odoardi (1996) comprobaron la actividad insecticida de las
saponinas de Medicago spp. sobre larvas del lepidoptero Lobesia botrana (Denis &
Schiffermiller, 1775). Harder et al. (2016) evaluaron el efecto acaricida del extracto
etandlico crudo de semillas de C. quinoa en hembras adultas de T. urticae por
contacto residual, produciendo mortalidades entre el 89-91% a las 72h de exposicidn
con concentraciones de 7,6 y 9,1% (p/v). Podemos diferir con Harder et al. (2016),
por los métodos empleados, ya que ellos obtuvieron el extracto etanolico crudo de
semillas por medio de extraccion continua a través de un Soxhlet, mientras que en
este trabajo se usd la maceracion de semillas en etanol, produciendo una mortalidad
del 29% de los acaros a las 24h de exposicion. Ademas, cabe mencionar que las
semillas de C. quinoa variedad Blanca de Junin empleadas presentan un bajo

contenido de saponinas (Gandarillas, 1967), este podria ser un factor para sustentar la



baja actividad acaricida registrada. Por otro lado lannacone & Quispe (2004)
comprobaron la baja actividad insecticida de los extractos acuosos de C. quinoa sobre
adultos del coledptero S. zeamais en ensayos de contacto en papel filtro y con
alimento. Russo et al. (2011) evaluaron el extracto acuoso de C. album
(Chenopodiaceae) en adultos y larvas del coledptero O. surinamensis L. por medio de
ingestion y obtuvieron un menor porcentaje de supervivencia en ambos estados de
desarrollo. Los resultados obtenidos por Zegarra (2010) evidenciaron la actividad
bioldgica del aceite esencial de C. quinoa variedad Markjo tuvo en oviposicion de

hembras y eclosion del &caro B. microplus.

Los extractos hexanicos de semillas de A. muricata y hojas de M. mollis no
produjeron un efecto acaricida en hembras adultas de T. urticae a las concentraciones
evaluadas. Estos resultados difieren segin lo obtenido por Maciel et al. (2015),
quienes demostraron la actividad acaricida del extracto etandlico y hexanico de
semillas de A. muricata en hembras adultas de T. urticae, para lo cual realizaron
extracciones en frio del polvo de semillas con estos solventes, por el contrario, en este
trabajo se macer6 el polvo del endospermo con los solventes acuosos, etandlicos y
hexanicos a temperatura ambiente. Por otro lado, cabe mencionar que los extractos
botanicos obtenidos con diferentes disolventes para la extraccion de metabolitos,
pueden causar mortalidades variables sobre insectos evaluados en condiciones de

laboratorio (Ramirez—Moreno et al., 2001).

Los insecticidas botanicos no producen resistencia en insectos dafiinos de importancia
agricola (Valdés et al., 2009), en cambio, la aplicacion de insecticidas de naturaleza
quimica (sintéticos) generan en la mayoria de casos individuos resistentes (Devine et
al., 2008). Esto fue corroborado por Villegas-Elizalde et al. (2010), quienes
comprobaron la resistencia de T. urticae procedentes de cultivos de fresas del Valle
de Zamora, México frente a los acaricidas comerciales: oxidemeton metilico,
endosulfan y abamectina, ellos sefialaron que debido al uso constante de estos
productos quimicos, se generaron individuos mas resistentes. Cerna et al. (2009)

confirmaron la resistencia de T. urticae procedente de invernaderos comerciales de



hortalizas del Estado de Guanajuato, México frente a los acaricidas: Naled y Dicofol,
con una Clsp de 1014,7 y 1109,5ppm, respectivamente. Debido a los problemas
expuestos anteriormente, es necesario conocer los efectos toxicoldgicos de los
plaguicidas en T. urticae como en sus principales enemigos naturales, para un
adecuado control de estos acaros en un MIP (Duso et al., 2008; Kim & Yoo, 2002;
Urbaneja et al., 2008), siendo fundamental la inocuidad y selectividad de estos
plaguicidas en los enemigos naturales y de alta toxicidad para los insectos plaga a las

dosis empleadas en campo.

Los extractos acuosos y etandlicos de A. muricata y M. mollis resultaron ser los mas
toxicos en larvas del primer instar de C. externa a las 72h de exposicién y al 20% de
concentracion, siendo el extracto etandlico de M. mollis el que produjo la mayor
mortalidad registrada con un 75,76%. Los resultados del screening fitoquimico
mostraron en el extracto etandlico de M. mollis la presencia de grupos fendlicos,
flavonoides y saponinas. La toxicidad del extracto acuoso crudo de semillas de A.
squamosa (Annonaceae) fue reportado anteriormente por Leatemia & Isman (2004),
quienes indicaron la ligera actividad insecticida de este extracto sobre larvas del
primer instar de C. carnea a las 24 y 48h de exposicion por medio de contacto
residual. Hasta la fecha no se cuenta con un registro sobre la actividad bioldgica de

estas especies botanicas en C. externa.

lannacone & Alvarifio (2010) utilizaron los extractos acuosos de S. molle en larvas
del primer estadio de los neurdpteros C. cincta y C. asoralis por contacto residual,
siendo C. cincta la mas susceptible al 20% de concentracion de este extracto y con
una mortalidad del 90% registrada a las 48h de exposicion. lannacone & Lamas
(2003) demostraron que los extractos acuosos de S. molle y L. camara no poseen un
efecto insecticida considerable en larvas del primer estadio de C. externa a las 48h de
exposicion, ya que no superan el 30% de mortalidad. Por otro lado, lannacone et al.
(2015) comprobaron la alta toxicidad del extracto acuoso de T. elliptica y del
insecticida dimetoato por contacto residual sobre larvas del primer instar de C.

externa, produciendo mortalidades del 100% con las concentraciones del 10 y 20%



del extracto botanico y la concentracién de 125 y 625mg-L™ del insecticida.
lannacone et al. (2007) comprobaron que el extracto cloroférmico de la corteza de P.
clavigera no produjo un efecto insecticida a las 24, 48, 72 y 96h de exposicion en
larvas del primer instar de C. externa por contacto residual e incorporacion en la
dieta. Los resultados obtenidos en el presente trabajo no evidenciaron un efecto
insecticida del extracto hexanico de semillas de A. muricata a las 24, 48 y 72h de
exposicion, pero si un efecto téxico con el extracto hexanico de hojas de M. mollis a
las 72h de exposicion. Se podria indicar que los metabolitos secundarios extraidos

con este solvente apolar no produjeron mortalidades considerables en C. externa.

Dentro de los enemigos naturales, C. externa es muy utilizado en pruebas de
toxicidad con insecticidas de diverso origen (botanico o sintético), para determinar su
sensibilidad o selectividad frente a estos compuestos y asi implementar nuevas
estrategias en un MIP. lannacone & Lamas (2002) aplicaron dos insecticidas de
origen botanico (rotenona y azadiractina) y un plaguicida carbamico (cartap) sobre
larvas del primer instar de C. externa por contacto residual, ellos indicaron que las
concentraciones recomendadas en campo de rotenona y azadiractina provocaron
mortalidades entre el 20%-50%, mientras que el plaguicida cartap resulté ser
altamente toxico en todas las concentraciones evaluadas con mortalidades entre el 80-
100%. Cerna et al. (2012) evidenciaron que los insecticidas profenofos e imidacloprid
al 100% de concentracién mostraron la mortalidad total de larvas del primer instar de
C. carnea, mientras que la bifentrina y endosulfan a la misma concentracion
obtuvieron el 22 y 32,5% de mortalidad de larvas, respectivamente. Cordeiro et al.
(2010) usaron las concentraciones de 35pg-cm? de malation, 1,2ug-cm? de
perimetrina y 1,6pg-cm? de azadiractina sobre larvas del primer instar de C. externa 'y

Ceraeochrysa cubana (Hagen, 1861) y obtuvieron mortalidades del 100%.

El menor valor del cociente de riesgo (CR) se observo en el extracto acuoso de M.
mollis al 20% de concentracion y a las 48h de evaluacion. Esto nos indicd que a esta
concentracion, este extracto botanico no ocasion6 un riesgo negativo en la mortalidad

de larvas del primer instar de C. externa en los bioensayos de toxicidad, ademas cabe



mencionar que a esta concentracion se observo un efecto acaricida del 30% de
mortalidad en hembras adultas de T. urticae. Sarmah et al. (2009) consideraron
promisorios los extractos acuosos de Acorus calamus L. (Araceae), Clerodendrum
infortunatum L. (Verbanaceae), Xanthium strumarium L. (Compositae) y Polygonum
hydropiper (L.) Delarbre (Polygonaceae) ya que no afectaron la mortalidad del
coccinélido depredador Stethorus gilvifrons (Mulsant, 1850), siendo los extractos de
C. infortunatum y X. strumarium al 10% de concentracion los que causaron la mayor
mortalidad de hembras adultas del &caro Oligonychus coffeae (Nietner, 1861). Liu et
al. (2015) aplicaron 17 insecticidas comerciales contra la plaga Adelphocoris
lineolatus (Goeze, 1778) y el parasitoide Peristenus spretus (Chen & van Achterberg,
1997), ellos demostraron mediante el analisis del CR, que la beta-cipermetrina,
benzoato de emamectina, abamectina y hexaflumuron son selectivos para P. spretus,
al no ser muy toxicos cuando se aplicaron las dosis de estos insecticidas contra A.

lineolatus.

El efecto de los extractos botanicos crudos en relacion con la actividad individual de
sus principales compuestos quimicos aislados de este, presenta variada accion
bioldgica, siendo el motivo principal de este trabajo evaluar el efecto toxico de los
extractos crudos, como un punto de referencia para la investigacion de estas especies
botanicas. Calle et al. (2004) demostraron que los aceites esenciales de M. mollis
presentan la mayor actividad insecticida frente al coledptero A. obtectus, respecto a
las fracciones fendlica, terpénica y acida y sus componentes: pulegona y mentona,
ellos ademas indicaron que la mayor actividad insecticida presentada por los aceites
esenciales de esta planta podria deberse al sinergismo de los compuestos presentes.
Moreno-Limoén et al. (2012) demostraron que el extracto etanolico de frutos de
Capsicum annum L. obtuvo la mayor inhibicién de crecimiento de Aspergillus flavus
Link (1809) respecto a la capsaicina. Zamora-Natera et al. (2005) mencionaron que el
extracto crudo de alcaloides en semillas de Lupinus exaltus Zucc. obtuvo mayores
resultados en la inhibicién del crecimiento micelial de hongos fitopatdgenos respecto

a la lupanina.



Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo nos mostraron que el extracto
acuoso de M. mollis y extracto etanolico de C. quinoa, ambos al 20% de
concentracion, podrian ser usados en un MIP de T. urticae, ya que fueron los Unicos
extractos botanicos en causar los mayores indices de mortalidad (29-30%) del acaro
en los bioensayos. De igual manera el CR obtenido a las 48h de exposicion, nos
indicd que el extracto acuoso de M. mollis al 20% de concentracion también podria
ser empleado en un entorno natural donde coexistan o se liberen las larvas del primer
instar de C. externa y las hembras adultas de T. urticae, debido a que este extracto no
resultd ser riesgoso en la mortalidad del depredador, pero si toxico en la plaga; sin
embargo, aun es necesario realizar ensayos en campo para obtener una informacion
detallada acerca de la actividad acaricida de esta planta y su empleo en conjunto con

otros tipos de control dentro de un MIP.



VI. CONCLUSIONES

El efecto tdxico del extracto etandlico de Chenopodium quinoa (20%) y del extracto
acuoso de Minthostachys mollis (20%) produjeron mortalidades entre el 28,98 y
29,63% en hembras adultas del &caro Tetranychus urticae a las 24 y 48h de

exposicion, respectivamente.

El extracto etandlico de M. mollis (20%) caus6 la mayor actividad insecticida en
larvas del primer instar de Chrysoperla externa, con un 75,76% de mortalidad a las

72h de exposicion.

El cociente de riesgo obtenido nos indicd que el extracto acuoso de M. mollis (20%)

no represento un riesgo adverso para C. externa a las 48h de exposicion.

Los extractos hexanicos de Annona muricata y M. mollis no causaron mortalidades

en T. urticae a las 24 y 48h de exposicion.

El extracto hexanico de A. muricata no causé mortalidades en C. externa en el
periodo de exposicién hasta las 72h, siendo solo los extractos hexanicos de M. mollis
(10 y 20%), los que produjeron mortalidades del 23,53 al 26,47% a las 72h de

exposicion, respectivamente.

El screening fitoquimico de los extractos botanicos con actividad acaricida
evidenciaron la presencia de flavonoides, grupos fendlicos y saponinas, mientras que
el extracto con actividad insecticida mostro principalmente la presencia de grupos

fendlicos.



VII.RECOMENDACIONES

Realizar mas bioensayos de toxicidad en Tetranychus urticae utilizando otros
solventes de diferente polaridad con el fin de encontrar extractos con mayor actividad

acaricida.

Emplear diferentes protocolos de evaluacion de la toxicidad en bioensayos con T.

urticae y Chrysoperla externa.

Evaluar la accion individual de los principales metabolitos secundarios de las
especies botanicas evaluadas en este trabajo, para poder determinar si son mas

efectivos que los extractos crudos.

Analizar la concentracion de los principales metabolitos secundarios en cada extracto

vegetal por otros procedimientos analiticos especializados.

Determinar la actividad bioldgica de otras partes o estructuras de las especies

vegetales evaluadas en este trabajo para su aplicacion en los bioensayos de toxicidad.

Evaluar la toxicidad de estas especies botanicas en otros estadios de desarrollo de T.

urticae y C. externa.
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XI.  ANEXOS

Anexo A: Material vegetal utilizado.

Figura 2A. Semillas de Annona muricata.



Figura 3A. Semillas de Chenopodium quinoa variedad Blanca de Junin.

Figura 4A. Semillas de Lupinus mutabilis.



Anexo B: Certificacion de las especies botanicas.

Bl

Universidad Nacional

Facultad de Ciencias
Federico Villarreal

Naturales y Matemdatica

CONSTANCIA

La muestra vegetal (hojas y tallo) recibida del Sr. Alegre Navarro, Alforgo, estudiante de la
Universidad Ricardo Palma, Facultad de Ciencias Biologicas ha sido estudiada y clasificada
como: Minthostachys mollis (Kunth) Griseb y tiene la siguiente posicion taxonémica, segln el
Sistema de Clasificacion Cronquist (1981):

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden : Lamiales

Familia : Lamiaceae

Género : Minthostachys

Especie : Minthostachys mollis (Kunth) Griseb

Nombre comin: Muia

LOGA
c.8.P.6738

Determinado : MSc. Maria Isabel La Torre Acuy

Lima, 29 de abril del 2016

Jr. Rio Chepén S/N, El Agustino.
Telefax: 362-3388

Det: MSc. Maria Isabel La Torre
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Universidad Nacional Facultad de Ciencias
 Federico Villarreal Naturales y Matemdatica

CONSTANCIA

La muestra vegetal (semillas) recibida del Sr. Alegre Navarro, Alfongo, estudiante de la
Universidad Ricardo Palma, Facultad de Ciencias Bioldgicas ha sido estudiada y clasificada
como: Annona muricata L. y tiene la siguiente posicion taxonomica, segin el Sistema de
Clasificacion Cronquist (1981):

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Magnoliidae
Orden: Magnoliales

Familia: Annonaceae
Género: Annona

Especie: Annona muricata L.

Nombre comian: “Guanabana™

& &. o et
O\ MARIA Y. LA TORRE ACUY
f:,@ BIOLOGA
RS C.B.P.5738

Det: MSc. Maria Isabel La Torre
Lima, 26 de Abril del 2016

Jr. Rio Chepén S/N, El Agustino.
Telefax: 362-3388
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Universidad Nacional Faculiad de Ciencigs
 Federico Villarreal Naturales y Matematica

CONSTANCIA

La muestra vegetal (semillas) recibida del Sr. Alegre Navarro, Alfongo, estudiante de la
Universidad Ricardo Palma, Facultad de Ciencias Bioldgicas ha sido estudiada y clasificada
como: Chenopodium quinoa Willd. y tiene la siguiente posicion taxondmica, segin el Sistema
de Clasificacion Cronquist (1981):

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Caryophillidae

Orden: Caryophillales

Familia: Chenopodiaceae

Género: Chenopodium

Especie: Chenopodium quinoa Willd.

Nombre comiin: “Quinua™

A2\ MARIAY. LA TORRE
E@ BIOLOGA
Y= C.B.P.5738

Det: MSc. Maria Isabel La Torre
Lima, 26 de Abril del 2016

Jr. Rio Chepén S/N, El Agustino.
Telefax: 362-3388
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Univer?idad g Facultad de Ciencias
Federico Villarreal Naturales y Matemdatica

CONSTANCIA

La muestra vegetal (semillas) recibida del Sr. Alegre Navarro, Alfonso, estudiante de la
Universidad Ricardo Palma, Facultad de Ciencias Biologicas ha sido estudiada y clasificada
como: Lupinus mutabilis Sweet y tiene la siguiente posicion taxonoémica, segun el Sistema de
Clasificacion Cronquist (1981):

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Rosidae

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Género: Lupinus

Especie: Lupinus mutabilis Sweet

Nombre comin: “Tarwi”

et 300

MARIA Y. LA TORRE ACUY
BIOLOGA
C.B.P.5738

Det: MSc. Maria Isabel La Torre
Lima, 26 de Abril del 2016

Jr. Rio Chepén S/N, El Agustino.
Telefax: 362-3388



Anexo C:. Hembras adultas de Tetranychus urticae

“arafita roja”.

Figura 5A. Hembra adulta de T. urticae observada en el microscopio

Figura 6A. Hembras adultas de T. urticae en el envés de una hoja



Anexo D: Constancia de identificacion y depésito de T.

urticae y Chrysoperla externa.

“Dheventio de das persnus cow fiespacided ™
“ Ao de la Diversificacion Producsive y ded F ortalecimdenss de o L duce chen ™

gl de Centinde

La Moling, 22 de Abrildel 2016

Por medio del presente documento se hace constar gue el Sr. AMonzo Alegre Navarro, alumno de
Ia carrera de Biologis de a Facultad de Ceencias Bickigicas de la Universidad Ricardo Palma (URP) y
sutor de & Tesis "Efecto téxico del extracto acuoso, standlico y hexdnko de Miathostochys
molls, Ansona muriots, Lupinus mutabills y Chenopodivm quinoa sobre Tetranychus urticoe
(Trombidiformes: Tetranychidae) y Chrysoperks externa (Neuropters: Chrysopidss)”, ha
depositado muestras bicldgicas, s mamas que han sdo entificadas por & Suscrita, dicho
materiad o3 parte dof estudio realizado para optar su TRulo de Ridlogo. Las muestras son:

Especie: Tetronychus urticor
Hospedante: Prunus persica L
Colector; Afomzo Alegre Navarmo
Lugar: Santa Anits, Lima, Peel)

Fecha: 14/01/16

Tipo de Montaje: LAmina portaobjeto

Especie: Chvysoperio externa {Hagen, 1861)
Hospedante: Cria del Laboratorio de SENASA
Estadio: Larvas del primer instar

Lugar: Ate-Vatarte. Lima, Perd

Fecha: 18/02/16

Tipo de Montaje: Larvas en alcohol
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Anexo E: Ejemplar macho de T. urticae.

Figura 7A. Vista lateral de cuerpo entero del macho adulto de T. urticae.

Figura 8A. Aedeagus de T. urticae situado en la parte posterior del cuerpo.



Anexo F: Diagrama de flujo del protocolo experimental

de extraccion.

FASES

seri'lllas

Secado
408C x 48h

Material
SECADO vegetal seco
‘ M. mollis ‘ A. muricata ‘
Remocién de l
testa
TRITURACION Y 20% alvillo fino Triturado p
EXTRACCION . —
100m| , Agua embotellada T-28.6 £ 1°Cy HR: 67 £ 2%
ooml + Etanol 70% T:28.6 £ 1°CyHR: 67 + 2% @
I T:28.6+1°Cy HR: 67 £ 2%
oo » Hexano ! -
-
FILTRADO Y Filtrado — | Dilucién al 10%
DILUCION (Whatman N°1)
Warha
FITOQUIMICO fitoquimica

Figura 9A. Diagrama de flujo del protocolo experimental de las diferentes

extracciones.



Anexo G: Resultados del screening fitoquimico.

Lima, 26 de Abril del 2016

CONSTAMNCIA DE IDENTIFICACION DE COMPUESTOS
EVIDENCIADOS EN LA MARCHA FITOQUIMICA

FPor medio del presente documento se hace constar gue el Sr. Alfonzo Alegre
Mavarro, egresado de la camrera de Biologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
de la Universidad Ricardo Palma (URP), como parte de su Tesis titulada: “Efecto
toxico del extracto acuoso, etandlico v hexanico de Minthostachys moilis, Annona
muricata, Lupinus mutabilis v Chenopodium quinoa sobre Tefranychus urticas
{Trombidiformes: Tetranychidae) ¥ Chryvsopera externa {Meuroptera:
Chrysopidae)”, ha dejado en frascos de color ambar los extractos acuosos,
etandlicos v hexanicos de las especies botanicas: Minthosfachys mollis “Mufia”,
Annona muricata *Guanabana”, Lupinus mutabilis “Tarwi™ y Chenopodium guinoa
“Quinua™ para su analisis respectivo mediante un tamizaje fitoguimico de los
principales compuestos presentes en los mencionados extractos.

RESULTADO:
EXTRACTO/REACTIVO DRAGENDORFF SHIMODA LIEBERMANM-AUACHARD TRILOAUAO FERRICO PRODUCOION DE ESPUMA
Mufia Acuoca - e - —_— ++
Muria Etanclica - ++ - -t -
Muria Hexanica - - . +
Guanabana Aowasa - - - - .
Guandbana Etandlica + - - - .
Guandbana Haxanica - - +
Cluinua Acuosa - - - - -
Oumuz Etanolica + ¥ - v 1
Tarwi ficuoca . N - - o~
Tarai Etanolica + ++ - t +
Grupo Funcional zlcalpides  flavonoides setaroides pgrupos fandlicos sapaninas

Las muestras analizadas en general indicaron principalmente la presencia de
alcaloides, flavonoides, esteroides, grupos fendlicos v saponinas.

Cuimico Farmacéutico
FProfesor UNMSM



Anexo H: Mortalidad en T. urticae y C. externa.

Figura 10A. Mortalidad de hembras adultas de T. urticae en los bioensayos

Figura 11A. Mortalidad de las larvas del primer instar de C. externa en los

bioensayos.



