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SUMMARY

In this study, the acaricidal effect of leaf and seed extract doses from Annona cherimola (625, 1250, 2500, 5000 and
10000 mg/L) on mortality rate, oviposition rate and fecundity in O. coffeae females were evaluated under laboratory
conditions. The effectiveness of extracts was evaluated using the residual contact technique in rearing units using
coffee leaf discs. Mortality, oviposition and fecundity of O. coffeae females were affected by type and concentration
of extract. Highest mortality rate was achieved with the application of seed extracts. Additionally, it caused
oviposition decrease by 46.7 or 82.5% mainly with the seed extract at 625 and 10,000 mg/L, respectively, while the
leaf extract, decreasing varied from 29.9 to 62.0% at the same concentrations. Seed extract was also more effective
by reducing the fecundity of O. coffeae females (28.9 eggs/female), as compared to females treated with leaf extract
(36.1 eggs/female). The results showed that cherimoya could be a sustainable alternative for the management of O.
coffeae populations in coffee plantations, however field studies are suggested to validate laboratory studies.
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RESUMEN

En el presente estudio se evalud la actividad acaricida de diferentes dosis de los extractos de hoja y semilla de
Annona cherimola (625, 1250, 2500, 5000 y 10000 mg/L) sobre la tasa de mortalidad, tasa de oviposicion y
fecundidad en las hembras de O. coffeae bajo condiciones de laboratorio. La efectividad de los extractos fue
evaluada mediante la técnica de contacto residual en unidades de cria usando discos de hoja de café. La mortalidad,
oviposicion y fecundidad de las hembras de O. coffeae fueron afectadas por el tipo y concentracién del extracto. La
mayor tasa de mortalidad fue alcanzada con la aplicacion del extracto de semillas de chirimoya. Adicionalmente,
provoc6 disminucion de la oviposicién entre 46,7 y 82,5 % con el extracto de semilla a 625 y 10.000 mg/L,
respectivamente, mientras que con el extracto de hojas, la disminucién varié desde 29,9 hasta 62,0 % a las mismas
concentraciones. El extracto de semilla también resulté méas efectivo en reducir la fecundidad de las hembras de O.
coffeae (28,9 huevos/hembra), al ser comparada con las hembras tratadas con extractos de hoja (36,1
huevos/hembra). Los resultados obtenidos demostraron que la chirimoya podria constituir una alternativa sustentable
para el manejo de poblaciones de O. coffeae en plantaciones de café, sin embargo se sugiere realizar estudios de
campo para validar los estudios de laboratorio.
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INTRODUCCION

Varias especies de &caros incluidas en las familias
Eriophyidae,  Tetranychidae, Tenuipalpidae vy
Tarsonemidae causan dafios econémicos en cultivos
a nivel mundial (Oliveira et al., 2012, Gerson et al.,
2003; Bolland et al., 1996), por lo que se hace
necesario el uso de métodos de manejo de sus
poblaciones por debajo del nivel de dafio econdémico.
En América Latina, el uso de plaguicidas
convencionales se ha convertido en una herramienta
indispensable en el control de plagas de importancia
econémica (Bellotti et al., 1990). Sin embargo, su uso
indiscriminado puede conducir a un numero de
efectos secundarios indeseables tales como el
desarrollo de resistencia, resurgimiento de plagas
primarias y secundarias, ademas de provocar efectos
adversos en agentes de control bioldgico y
contaminacién del ambiente (Aktar et al., 2009). En
tal sentido, en los Gltimos afios ha surgido mayor
interés en el uso de alternativas sustentables para el
manejo de plagas de cultivos, incluyendo los
plaguicidas botanicos, los cuales han demostrado
eficiencia de control a bajos costo y bajo riesgo para
el ambiente, por lo que su uso en el manejo de
poblacion de 4caros plagas ha aumentado en todo el
mundo (Véasquez et al., 2016).

El descubrimiento de algunas propiedades bioldgicas
de una gran cantidad de metabolitos secundarios
obtenidos de diferentes especies de plantas ha
propiciado la investigacion y su aprovechamiento
como plaguicida en la agricultura (Croteau et al.,
2000). La diversidad de metabolitos resulta de
interacciones entre la planta y los patégenos y
depredadores asociados (Theis y Lerdau, 2003), asi
como del efecto de los factores abidticos.

Recientemente se ha demostrado que las especies de
Annonaceae y Lauraceae neotropicales son capaces
de sintetizar metabolitos secundarios bioactivos
llamados acetogeninas, que son acidos grasos de
cadena larga con una unidad de 2-propanol, las cuales
han mostrado tener diferentes tipos de bioactividad
(Ribeiro et al., 2014b; Andrade et al.,, 2006),
incluyendo actividad insecticida y acaricida por
inhibicion del complejo | (NADH: ubiquinona
oxidoreductasa) del sistema de transporte de
electrones en la mitocondria y la enzima NADH
oxidasa en la membrana plasmatica (Gonzalez-
Coloma et al., 2002).

Con relacion a su uso como insecticida, Ribeiro et al.
(2014a) observaron mas de 98 % de mortalidad en
larvas de tercer instar de Trichoplusia ni (Hibner) y
en Myzus persicae (Sulzer) por la aplicacién de
extractos obtenidos de Annona mucosa Jacg. De
manera similar, Ribeiro et al. (2013) concluyeron que
los extractos de A. mucosa, particularmente los
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obtenidos de semillas, constituyen una fuente
promisoria de compuestos quimicos que pueden ser
usados en el control de Sitophilus zeamais
Motschulsky en granos almacenados. Por otra parte,
dietas artificiales que contenian 100 pg de
acetogeninas/g extraidas de A. montana provocaron
100% de mortalidad y 80% de disuasion de la
alimentacion en larvas de Spodoptera frugiperda
(Smith) (Di Toto et al., 2010).

Con relacion al uso de especies de Anonaceas para el
control de acaros fitéfagos, Ribeiro et al. (2014b)
demostraron el efecto del extracto de A. mucosa sobre
Panonychus citri (McGregor). Considerando que
Oligonychus coffeae (Nietner) ha sido considerado
como plaga en aproximadamente 133 especies
cultivadas en las regiones tropicales y subtropicales
(Roy et al., 2014) y recientemente fue reportada en la
region de la Sierra ecuatoriana, lo cual podria
representar una seria amenaza en plantaciones de café
y produccion de rosas del pais (Vasquez et al., 2017)
se requiere evaluar métodos alternativos para su
control. En tal sentido, en el presente estudio se
plante6 evaluar el efecto del extracto etandlico de
hoja y semilla de chirimoya sobre el control de O.
coffeae.

MATERIALES Y METODOS

El presente ensayo fue realizado en el Laboratorio de
Acarologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
(FCAGP), Universidad Técnica de Ambato, Provincia
de Tungurahua (20 = 1 °C, 61 + 10 % H.R. y 12:12
h). Se evalud el efecto de la dosis de aplicacion de los
extractos obtenidos de Annona cherimola sobre la
tasa de mortalidad, oviposicién diaria y acumulada en
hembras de O. coffeae bajo condiciones de
laboratorio.

Los ensayos fueron iniciados con poblaciones de O.
coffeae colectados sobre plantas de aliso (Alnus
acuminata) en la Estacion Experimental de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias (FCAGP-UTA),
Canton Cevallos. Las muestras de hoja de aliso con
sintomas de ataques por este acaro fueron colocadas
en bolsas plésticas de cierre hermético, internamente
recubiertas con papel absorbente y llevadas al
laboratorio de Acarologia. Para la confirmacion de la
especie, fueron preparadas laminas para observacién
al microscopio (Leica DM1000) con especimenes
machos y hembras usando liquido de Hoyer.

Una vez confirmada la especie, se procedid a la
obtencién de una cohorte de edad homogénea. Para
ello, los &caros colectados fueron transferidos a
unidades de cria, la cual consiste de una placa Petri
dentro de la cual se ajusté una almohadilla circular de
poliuretano de 1 cm de espesor (Helle y Overmeer,
1985). En cada unidad de cria fue colocado un disco
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de hoja de café con el envés hacia arriba que fue
rodeado con una banda de algodon humedecida (0,5
cm de ancho) para evitar el escape de los &caros y
mantener la turgencia de la hoja. Sobre cada unidad
de cria fueron transferidas hembras y machos de O.
coffeae provenientes del campo para promover la
oviposicion. Una vez obtenidos 950 huevos, tanto las
hembras como machos fueron descartados.

Diariamente, las unidades de cria fueron observadas
hasta la obtencion del estado adulto de edad conocida,
con los cuales se dio inicio a los ensayos de
efectividad de los extractos etanélicos. Las unidades
de cria fueron humedecidas diariamente para
mantener la turgencia de la hoja y aquellas hojas que
mostraban sintomas de deterioro fueron sustituidas
por hojas nuevas.

Obtencion de los extractos vegetales

Las hojas y semillas de frutos maduros de A.
cherimola fueron colectadas en el sector Chilepata,
Cantdn Patate, Provincia de Tungurahua, Ecuador.

La obtencion de los extractos se hizo siguiendo la
metodologia de Ribeiro et al. (2014b). Para ello, las
muestras de hojas y semillas fueron secadas a estufa
(40 °C durante 24 h), molidas en un molino eléctrico
de cuchillas y mezclados con etanol 96 % (en
proporcion 1:5 p/v). Esta mezcla fue mantenida en
maceracion durante 3 dias y finalmente fue filtrada
usando papel de filtro. El disolvente remanente de la
solucion filtrada fue eliminado en un roto evaporador
a 70 °C. A partir de los extractos etanolicos crudos
obtenidos  fueron  preparadas  diluciones a
concentraciones de 625, 1 250, 2 500, 5 000 y 10 000
mg/L.

Mortalidad y tasa de oviposicion de hembras de O.
coffeae tratadas con extractos obtenidos de hoja y
semilla de chirimoya

La actividad acaricida de los extractos de hoja y
semilla fue evaluada mediante la técnica de contacto
residual usando hembras de O. coffeae de 48 h de
edad provenientes de la cria general (Ribeiro et al.,
2014c). Discos de hoja de café fueron sumergidos
durante 20 s en cada una de las concentraciones del
extracto respectivo y posteriormente colocados en
papel toalla hasta que el liquido se evaporara.

Después de esto, los discos de hoja fueron colocados
con la cara adaxial hacia arriba sobre unidades de
cria. Sobre cada arena fueron colocadas 10 hembras
de la cria general. Cada tratamiento fue replicado 5
veces y el bioensayo fue repetido 3 veces para
convalidar los datos. Se aplicé agua como tratamiento
control.

La mortalidad de las hembras expuestas a los residuos
de los extractos fue evaluada cada 24 horas durante 4
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dias consecutivos. Las hembras fueron consideradas
muertas cuando no mostraron ninguna reaccion al
toque con un pincel superfino (000). Los acaros que
fueron atrapados en la banda de algodon no fueron
considerados para el analisis.

El efecto de las diferentes dosis de los extractos de
hoja y semilla de chirimoya sobre la oviposicion y
fecundidad fue evaluado en hembras de O. coffeae,
siguiendo la misma metodologia del ensayo de
toxicidad aguda. En cada unidad de cria fueron
colocadas 10 hembras de 48 h de edad y expuestas a
las diferentes dosis. EI nimero de huevos colocados
sobre los discos de hoja tratados con las diferentes
concentraciones de los extractos fue contabilizado
cada 24 horas durante 4 dias. La fecundidad fue
determinada como la suma del nimero promedio de
huevos puestos por una hembra durante el periodo de
evaluacion. El nimero promedio de huevos fue
calculado dividiendo el nimero total de huevos vy el
nimero de hembras vivas en un periodo de 24 horas.
Cada tratamiento fue replicado 5 veces y repetido 3
veces en el tiempo.

Disefio experimental

El ensayo fue conducido en un disefio de
experimentos completamente al azar con un arreglo
de tratamientos en parcelas divididas, siendo la
parcela principal constituida por el tipo de extracto
(semilla u hoja) y las subparcelas representadas por la
dosis del extracto a aplicar (0, 625, 1250, 2500, 5000
y 10000 mg/L). Las variables mortalidad (efecto
toxico), aviposicion y fecundidad (efecto sub-letal) en
hembras de O. coffeae fueron sometidas a analisis de
varianza (ANOVA) vy aquellas variables que
mostraron diferencias significativas fueron sometidas
a prueba de medias segun Tukey usando el programa
estadistico Statistix version 9.

RESULTADOS Y DISCUSION

Mortalidad de las hembras de O. coffeae tratadas
con extracto etanélico de A. cherimola

Se comprobd el efecto tanto del tipo de extracto asi
como de las concentraciones usadas sobre la
mortalidad de las hembras de O. coffeae (Tabla 1). En
general, la mayor tasa de mortalidad de las hembras
de O. coffeae fue alcanzada con la aplicaciéon del
extracto obtenido de semillas de chirimoya en
comparacion con la mortalidad provocada por el
extracto de hojas. Adicionalmente, se observo
aumento de la mortalidad por efecto de la
concentracién con ambos tipos de extracto. Con la
aplicacion del extracto de semilla, la tasa de
mortalidad se incrementé de 3,80 hasta 12,83
hembras muertas con el incremento de la dosis de 625
a 10.000 mg/L a las 24 h después de la aplicacion. A
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estas mismas concentraciones, el nimero de hembras
muertas incrementd en 31,6 y 36,4% a las 48 h, y de
63,2y 81,8 %, respectivamente a las 72 h.

La mortalidad promedio provocada por la aplicacion
de extracto de hoja vari6 desde 1,98 hasta 5,80
hembras muertas a las 24 y 72 h después de la
aplicacion, respectivamente, lo cual fue 3,8 y 2,4
veces menor que los promedios observados con el
extracto de semilla. Aunque el efecto sobre la
mortalidad fue menos evidente, la mortalidad también
aumentd a medida que el tiempo de exposicion
incremento asi como la concentracion. El extracto de
hoja mostré una eficiencia de control relativamente
baja, puesto que solo produjo 14,2 y 19,2 % de
mortalidad 24 y 48 h después de la aplicacion,
respectivamente y la méaxima tasa de mortalidad
(40%) fue alcanzada 72 h después de la aplicacion.
Varios estudios han demostrado el efecto de extractos
de diferentes especies de Annona sobre varios grupos
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de insectos y acaros plaga. Ribeiro et al. (2014a)
encontraron que los extractos etandlicos de A.
montana y A. sylvatica produjeron mas de 98 % de
mortalidad en larvas del tercer instar de Trichoplusia
ni Hibner (Lepidoptera: Noctuidae) y sobre el &fido
verde del durazno, M. persicae (Hemiptera:
Aphididae) tanto en ensayos de laboratorio como en
cultivos protegidos.

De manera similar, la aplicacion del extracto
etandlico de A. mucosa produjo alta mortalidad en
hembras sobre el acaro rojo de los citricos, P. citri
(Acari: Tetranychidae), la cual fue incrementandose
con el aumento de la concentracion y el tiempo de
exposicion (Ribeiro et al., 2014b), similar a los
resultados observados en el presente estudio. Estos
autores sugirieron que dado que este extracto provoco
resultados de control similares al spirodiclofen, este
podria ser considerado como una alternativa de
control sustentable para el uso en huertos citricolas.

Tabla 1. Mortalidad promedio de hembras de O. coffeae tratadas con diferentes concentraciones (ppm)
de extractos etandlicos de hojas y semillas de A. cherimola.

Extractos
pmm hoja semilla
24h 48h 72h 24h 48h 72h
0 0,4+0,54bc  1,1+0,69p  1,8+0,83c 0,4+ 0,54c 1,1+0,69¢c 1,8+0,83d
625 1,4+0,54c  1,8+0,83b  3,6x1,14c 3,8+0,83bc  5,0+0,70c 6,2+0,83d
1250 1,4+0,54bc  1,8+0,83b  4,2+0,83c 6,2+1,30bc  10,8+0,83bc  13,2+1,30c
2500 1,8+0,83bc  3,0+0,70b  5,2+0,83bc 8,4+1,14ab  13,6%1,5lab  17,2+1,48bc
5000 2,8+0,83ab  3,8+0,83ab  6,8+1,30b 13,8+1,34a 16,6%2,79ab  21,6+1,51ab
10000 4,241,25a  5,7+1,70a 12,0+0,81a 12,8+5,84a  17,5+7,17a 23,3+6,08a
PG 1,9+1,38 3,1+1,59 5,8+3,00 7,6+5,45 11,0+6,53 14,17+8,09

Valores promedios obtenidos de 30 observaciones. PG: Promedio general. Valores promedio en una
misma columna con la misma letra no mostré diferencias significativas de acuerdo a Prueba de rangos

de Tukey (p< 0,001)

Aparte del efecto sobre la mortalidad, las
acetogeninas contenidas en especies de Anonéceas
pueden producir un efecto sobre el desarrollo de
algunos insectos plaga. En tal sentido, el extracto
etandlico de semilla de A. mucosa provoco reduccion
de la viabilidad de larvas y pupas de S. frugiperda, asi
como también provocéd reduccién en el peso de la
pupa, incremento en la duracién de la fase larval y de
la proporcion de pupas y adultos con cambios
morfologicos, sin embargo el extracto no causo
disuasion de la alimentacion (Ribeiro et al., 2016).

De manera interesante, Guadafio et al. (2000)
sugirieron que la composicion de los extractos
obtenidos de especies de anonaceas podria explicar
las diferencias en el efecto producido en la plaga. Asi,
estos autores observaron que el efecto de anti-
alimentacion provocado por extractos de semilla de A.
glabra en Leptinotarsa decemlineata  (Say)
(Coleoptera: Chrysomelidae) fue debido a Ila
presencia de annonacina, sin embargo este mismo
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producto no produjo el mismo efecto sobre S. litoralis
0 M. persicae. Contrariamente, el efecto del extracto
de semillas de A. cherimola, que estaba
principalmente compuesto de esquamocina, fue
principalmente evidenciado en la mortalidad de L.
decemlineata y M. persicae, pero no sobre S. litoralis,
probablemente debido a que esta especie posee
mecanismos de inactivacién de estos compuestos.

Efecto subletal de los extractos de A. cherimola
sobre hembras de O. coffeae

Aparte de la toxicidad aguda expresada como la
mortalidad de O. coffeae, la oviposicion diaria en
hembras de O. coffeae también fue afectada por el
efecto conjunto tanto por el tipo de extracto como por
su concentracion, puesto que todos los tratamientos
mostraron  reduccion del nudmero diario de
huevos/hembra en relaciéon al tratamiento control
(p<0,0003; F= 6,08, gl= 5) (Figura 1). La mayor
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disminucion de la oviposicion fue observad con la
aplicacion del extracto de semilla, incluso con
concentracion mas baja, con la cual la tasa de
oviposicion disminuy6 46,7 %, mientras que a la
concentracion de 10.000 mL/L esta logré disminuir
hasta 82,5 %. Con relacion al extracto de hojas, la
disminucion fue relativamente menor variando desde
29,9 hasta 62,0 % a concentraciones de 625 y 10000
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mg/L. Cuando se considerd la oviposicion diaria, el
nimero de huevos/hembra tendié a incrementarse en
las hembras del grupo testigo y un comportamiento
similar fue notado en las hembras tratadas con 625
mg/L de ambos extractos a las 48 y 72 h después de la
aplicacion, sin embargo el nimero de huevos/hembra
tendid a disminuir a las 96 h después de la aplicacion
(Figura 2a, b).

Hoja BSemilla

0 625

1250

2500 5000 10000

Concentracion

Figura 1. Tasa de oviposicion de hembras de O. coffeae tratadas con diferentes concentraciones del

extracto de hojas y semilla de A. cherimola

La disminucion en la oviposicién diaria comenzé a
evidenciarse a partir de la concentracion de 1250
mg/L, aunque no se detectaron diferencias
significativas en los tratamientos de 1250 hasta 10000
mg/L del extracto de hoja. Contrariamente, el extracto
de semilla a 10000 mg/L provocéd una disminucién
significativa de la oviposicion. De acuerdo con
Ribeiro et al. (2014d), el efecto sub-letal del extracto
de A. mucosa provocd disminucion de la
descendencia de S. zeamais, lo cual sugeria que este
extracto tuvo efecto sobre la alimentacion,
oviposicion e incluso sobre el desarrollo embrionario
y post-embrionario de la plaga.

La fecundidad de las hembras de O. coffeae fue
negativamente afectada por la aplicacion de las
diferentes concentraciones de extractos de hoja y
semilla de A. cherimola (Figura 3). El extracto de
semilla resulté mas efectivo en reducir la fecundidad
en hembras de O. coffeae, la cual disminuyé de 34 a
10,4 huevos/hembra a 625 y 10.000 mg/L, mientras
que las hembras tratadas con extracto de hoja se
observé wuna fecundidad de 45,8 hasta 22,0
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huevos/hembra a las mismas concentraciones. El
extracto de semilla provocd reduccion de la
fecundidad total en 34 % con la concentracién 625
mg/L, mientras que con la méxima concentracion
logro reducir hasta un 80,1 %. Por otra parte, el
extracto de hoja solo alcanzé reduccién alrededor del
50% con las concentraciones de 5000 y 10000 mg/L,
mientras que con la concentracién mas baja apenas
provoco reduccion del 12,3 %.

Adicionalmente, se observd una correlacion negativa
entre la concentracion del extracto y la
fecundidad/hembra, la cual fue lineal a las 24 horas
después de la aplicacion pero luego fue una respuesta
cuadratica a las 48, 72 y 96 horas después de aplicar
cada uno de los tratamientos (Fa4, 20= 2,35, p= 0,089).
Posiblemente, la respuesta lineal a las 24 h pudo
deberse, a la variabilidad de los datos durante el
periodo de observacion, la cual es verificada por la
dispersion en todas las concentraciones.
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Figura 2. Oviposicion diaria de hembras de O. coffeae tratadas con diferentes concentraciones del

extracto de hojas (a) y semilla (b) de A. cherim

En las observaciones hechas entre las 48 y 96 horas
después del tratamiento, la respuesta cuadratica
mostrd que no existe disminucion notable de la
fecundidad con concentraciones mayores a 5000
mg/L, lo cual podria sugerir que esta concentracion

ola
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podria ser suficiente para causar un efecto deletéreo
sobre las poblaciones del acaro de modo de ejercer
control efectivo. Estos resultados son soportados por
los hallazgos de Ribeiro et al. (2014b), quienes
observaron reduccion de la fecundidad en hembras de
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P. citri, la cual fue proporcional a la concentracion
del extracto de A. mucosa.

Aparte del estudio de Ribeiro et al. (2014b), los
resultados obtenidos en la presente investigacion
constituyen un importante aporte para el manejo de
las poblaciones de acaros tetraniquidos en el Ecuador.
Basandose en el efecto toxico y sub-letal de los
extractos de hojas y semillas de chirimoya permiten
sugerir que estos constituyen una herramienta
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promisoria para el manejo de &caros plagas en
cultivos extensivos. Sin embargo, se requiere evaluar
el efecto de estos extractos en condiciones de campo
y/o en cultivos protegidos para determinar el efecto
de los factores ambientales sobre la efectividad de
control. Adicionalmente, considerando la diversidad
de especies de Annonaceae presentes en el Ecuador,
se sugiere realizar estudios similares de modo de
establecer la potencialidad de su uso en programas de
manejo de plagas agricolas.

BEX. hoja = EX. semilla
324
27
24.6
I 19.6 22
10.4
1
2500 5000 10000

Concentracion (mL/L)

Figura 3. Fecundidad de las hembras de O. coffeae tratadas con diferentes concentraciones de
extractos etanélicos de hoja y semilla obtenidos de A. cherimola

Dado el potencial mostrado por varias especies de
Annonacaeae para el control de plagas agricolas y
considerando la diversidad de esta familia en el
trépico, se sugiere realizar estudios donde se evalle el
efecto plaguicida de las especies silvestres presentes
en el Ecuador de modo de ofrecer nuevas alternativas
sustentables a los pequefios y medianos productores
del pais.

CONCLUSIONES

Los extractos de hojas y semillas de A. cherimola
provocaron disminucion de la tasa de oviposicion y
fecundidad total en hembras de O. coffeae, sin
embargo, este efecto fue mayor cuando se usoO
extracto de semillas. Con base en los resultados, su
uso podria ser incluido en programas de manejo de
este 4caro plaga en plantaciones de café.
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